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Vliv modifikace extracelulirni matrix na zménu struktury a regeneraci
nervové tkané

Abstrakt

Extralelularni matrix (ECM) je nebunécna 3D struktura, kterd se nachéazi ve vSech typech
tkani a podili se nejen na tvorbé& struktury a fyzikalni podpory tkéni, ale aktivné vstupuje do
biologickych d€ji a homeostdzy. Modifikace ECM muze ptispét k zménam plasticity
nervové tkané. Proto je v na$i studii pouzit 4-Methylumbelliferone (4-MU) ktery narusil
strukturu perineuronalnich siti, obklopujici nékteré typy neurond, které jsou zodpovédné za
tvorbu pamétovych stop. Mysi byly po dobu 6 mésicti krmena krmivem s pfimési 4-MU
(6,7mg/g/den), coz zlepsSilo jejich pamétové schopnosti, testované v testu spontanni
rekognice, bez vyraznéjSiho negativniho vlivu na ledviny, jatra ¢i klouby. V dalsi casti nasi
studie byl vytvofen biomimeticky hydrogel pomoci decelularizace extracelularni matrix
derivované z fetalni lidské pupecnikové tkané. Vzhledem k nizké stabilité vytvorené UC-
ECM a jeji rychlé degradaci byla struktura stabilizovana kovalentni genipinovou vazbou
(ECM/G). Stabilizace pii pouziti ImM genipinu zvySila biologickou stabilitu materialu.

UC-ECM tak jako ECM/G neprokazoval toxicitu v testech in vitro, kdy nebyla negativné
ovlivnéna proliferace mezenchymalnich kmenovych bunék, axonalni puceni nebo rist a
diferenciace nervovych kmenovych bunck. Biokompatibilita obou materidlti byla in vivo
oveérovand pomoci aplikace materialu do intrakortikalni fototrombotické potkani 1éze, kde
byla pozorovana gelace a infiltrace 1éze a hydrogelu hostitelskymi buitkami po 1 a 14 dnech
od aplikace. Zavérem se da poukazat, ze ECM je dilezita struktura nervové tkan¢, kterd ma
jak vliv na spravnou fyziologickou funkci, neuromodulaci a mimo jiného na proces uceni,

tak také ovliviiuje reparacni procesy po zranéni nervové 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.
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Uvod

1.1. SloZeni nervového systému

Nervovy systém (NS) spolu s endokrinnim a imunitnim systémem zabezpe€uji vyménu
informaci mezi vnitinim a vnéj$im prostfedim a zajist'uji homeostazu. NS ma funkci piijmu,
analyzy a integrace informaci z vnitiniho a vnéjsiho prostfedi organismu a reakci na zmény
v téchto podnétech. Stejné dulezitd funkce NS je zajiStovani pamétovych stop, které
umoziuji rychlejsi reakci na podnéty, které byly v minulosti rozeznany.

Nervovy systém se skldda ze dvou hlavnich ¢4sti, a to centralniho nervového systému (CNS)
a periferniho nervového systému (PNS). CNS je tvofen mozkem, ktery je uloZeny v lebecni
dutiné a prodlouzenou michou, nachazejici se v miSnim kanale. PNS je tvofen nervovymi
vlakny a neurony v perifernich gangliich, pletencich a nervech. Funkci CNS je integrace
riznych organovych systémi a udrzovani homeostazy pomoci komunikace s vné&j$im
a vnitinim prostiedim prostiednictvim PNS.

Starnuti a poranéni nervového systému maji signifikantni dopad na nemocnost jednotlivct a
rovnéz maji vyrazny socioekonomicky impakt na spolecnost, proto se tkanové inzenyrstvi
zaméfuje pomoci novych pfistupi a inZenyrskych metod k obnové funkce nervového
systému. Nicmén¢ v oblasti neuralni regenerace je tieba fesit rizné vyzvy. CNS ma nizsi
potencial k opétovnému ristu ve srovnani s PNS. Mezi faktory branici regeneraci CNS patii
hematoencefalicka bariéra, zanét a tvorba gliovych jizev. Proto by tyto faktory mély byt
peclive sledovany a zvazeny pii navrhovani inZzenyrskych pftistupii k obnové

struktury a funkce CNS. PNS vykazuje vyssi miru regenerace v porovnani s CNS, nicméné
vytvareni neuromi, stejné tak jako poranéni dlouhych neuralnich segmenti musi byt brano
v uvahu jako komplikace.

Nervova tkan je tvofena dvéma zidkladnimi typy bunék, neurony a gliovymi buiikami a
prostor mezi témito bunécnymi typy je vyplnén mezibunéénou hmotou, zvanou
extracelularni matrix. Zakladni strukturni a funkéni jednotkou CNS jsou neurony, coz jsou
bunky specializované na piijem, vedeni a zpracovavani informaci. Maji Sirokou Skalu tvari
a velikosti, které se 1i8i v zavislosti na jejich funkci. Gliové buiiky jsou dalsi bunécnou
soucasti CNS. D¢li se na bunky, které maji neuroektodermalni ptivod, coz jsou makroglie a

bunky mezodermalniho pivodu, mikroglie, které migruji do CNS z krevniho feciste.

14



Typickymi zastupci makroglii jsou astrocyty a oligodendrocyty, avSak fadime mezi n¢ 1
gliové bunky specifickych oblasti CNS jako jsou ependymové builky, Miillerovy bunky
sitnice ¢i pinocyty v hypofyze.

Extracelularni prostor (ECS-extracellular space) tvoii priblizné 15-20% objemu CNS. Je
dilezitou komunika¢ni cestou mezi neurony a gliovymi buiikami. Kromé¢ iontil a jinych
anorganickych molekul obsahuje makromolekuly, syntetizované¢ v neuronech a gliovych
bunkach a jsou oznaCovany jako extracelularni matrix (ECM). Ta je tvofena hlavné
glykoproteiny, proteoglykany, glykosaminoglykany a jinymi makromolekulami. Iontové
prostiedi ECM neni stal¢, zavisi na neuronové aktivité a obsahuje difundujici neuroaktivni
latky, které se vazou na mimosynaptickych vysoce afinitnich vazebnych mistech neurond,
axonu a gliovych bun¢k (difuzni ptenos).

Nékteré molekuly ECM vytvateji struktury, které obklopuji neurony, na které jsou vazany

ve form¢ perineuronalnich siti.

1.2. Extracelularni matrix

Extracelularni matrix (ECM) je komplexni nebunécné struktura, nachazejici se ve vSech
typech tkani a organt, kde netvoii jenom zakladni fyzikalni podptrnou strukturu pro buiiky,
ale rovnéz iniciuje klicové biochemické a biomechanické podnéty, které jsou nutné pro
morfogenezi, diferenciaci, a pro homeostdzy tkani. Dulezitost ECM je nazorn¢ ilustrovana
Sirokym spektrem syndromti a poruch, které vyplyvaji z genetickych abnormalit v proteinech
ECM a které mohou mit méné zavazné az zdvazné zdravotni disledky (Jarveldinen et al.,
2009).ECM jako komplexni sitovitd struktura je produkovana buiitkami, kde jeji hlavni
slozkou jsou polysacharidy a proteiny (Hynes, 2002). Ackoli se ECM v zédsad¢ sklada z
vody, proteini a polysacharidli, kazda tkan ma ECM s jedine¢nym slozenim a topologii,
kterd se tvofi bchem vyvoje tkdné prostfednictvim dynamického a recipro¢niho,
biochemického a biofyzikdlniho dialogu mezi rliznymi bunéénymi slozkami (napf.
fibroblasty, adipocyty, endotelidlni elementy) a vyvijejicim se bunéénym a proteinovym
mikroprostfedim. Fyzikalni, topologické a biochemické slozeni ECM je skute¢né nejen
tkanoveé specifické, ale je také vyrazn€ heterogenni. Bunétnd adheze vici ECM je
zprostiedkovéana receptory ECM, jako jsou integriny, receptory diskoidinovych domén a
syndekany (Harburger and Calderwood, 2009; Humphries et al., 2006; Leitinger and
Hohenester, 2007; Xian et al., 2010).
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ECM je za normalnich okolnosti ve stavu dynamické rovnovahy, ale za patologickych
podminek nemize udrzet normalni produkci nebo degradaci, coz mé za nasledek zmény ve
sloZzeni ECM, ovliviiujici bunéénou homeostazu a interferenci s normalnimi fyziologickymi
funkcemi (Bosman and Stamenkovic, 2003). Adheze podporuje cytoskeletalni spojeni s
ECM a podili se na migraci bunék pfes ECM (Schmidt and Friedl, 2010). Kromé¢ toho je
ECM vysoce dynamicka struktura, kterd je neustale remodelovana, at’ uz enzymaticky nebo
neenzymaticky a jeji molekularni slozky jsou vystaveny nesCetnym posttranslacnim
modifikacim. Prostfednictvim téchto fyzikalnich a biochemickych charakteristik ECM
generuje biochemické a mechanické vlastnosti kazdého organu, jako je jeho pevnost v tahu
a tlaku a elasticita, a také zprostiedkovava ochranu pufraci, kterd udrzuje extracelularni
homeostazu a zadrzovani vody. Rovnéz ECM fidi zékladni morfologickou organizaci a
fyziologickou funkci vazbou ristovych faktori (GF- growth factors) a interaguje s receptory
bunééného povrchu, kde vyvolava signélni transdukci a reguluje genovou transkripci.
Biochemické, biomechanické, ochranné a organiza¢ni vlastnosti ECM se mohou vyznamn¢
li$it od jedné tkan¢ ke druhé (napf. plice versus ktize versus kost) a dokonce 1 v rdmci jedné
tkané (napf. ktira ledvin versus dfeni ledvin), stejné€ jako od z jednoho fyziologického stavu

do druhého (normalni versus rakovinny).

1.2.1. SlozZeni extracelularni matrix

ECM se sklada ze dvou hlavnich tfid makromolekul: proteoglykant (PG) a skleroproteinti
(Jarvelainen a kol., 2009; Schaefer a Schaefer, 2010). Rada makromolekul, které tvoti ECM
mohou byt fazena do Ctyt kategorii: kolageny, glykosaminoglykany (GAGs), nekolagenové
glykoproteiny a elastin. Kolagen je fibrozni protein slozeny ze tii polypeptidovych fetéza,
které tvofti triple helix a je nejvic zastoupeny v ECM. Kolagen mtize byt kategorizovan do
sedmi typl s ohledem na jeho strukturu, funkci a distribuci, jmenovité: fibrilarni kolagen,
retikularni kolagen, mikrofilamentarni kolagen, kolageny tvoftici ukotvujici fibrily, FACIT
kolagen (Fibril Associated Collagens with Interrupted Triple helices), transmembranovy

kolagen a neklasifikovany kolagen (Rozario and DeSimone, 2010).

1.2.1.1. Glykosaminoglykany

GAGs jsou nerozvétvené dlouhé fetézce polysacharidi tvofeny opakujicimi se
disacharidovymi jednotkami, obsahujici kyselinu hyaluronovou (HA), chondroitin sulfat

(CS), heparan sulfat (HS) a dermatan sulfat (DS). HA je nesulfonovany GAG s dlouhym
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cukrovym fetézem (Bignami et al., 1993). CS a HS maji rozdilnou sulfonaci a opakujici se
disacharidové jednotky. CS je polysacharid tvofen feté¢zcem pravidelné se opakujicich
monomert kyseliny glukuronové a N-acetylgalaktosaminem, zatimco HS tvoii kyselina
glukuronova spojena s N-acetylglukosaminem (Zhang, 2010).

Proteiny kombinované s fetézci GAG se nazyvaji proteoglykany.

1.2.1.2. Chondroitinsulfat proteoglykany

Chondroitinsulfat proteoglykany (CSPG) jsou rodina velkych molekul extracelularni matrix,
slozenych z centrdlniho jadrového proteinu, ke kterému je pfipojen razny pocet
glykosaminoglykanovych (GAGs) postrannich fetézcii. Jsou exprimovany vSude v CNS a
maji zasadni roli ve vyvoji CNS, plasticité a potrazové regeneraci. Béhem vyvoje CSPG
pusobi jako vodici element, ktery je dilezity pro modelovani bunééné migrace a axonalniho
rustu (Laabs et al., 2005). V dospélosti CSPG stabilizuji synaptickd spojeni a zabramuji
aberantnimu axonalnimu puceni (Busch and Silver, 2007; Dow and Wang, 1998; Galtrey et
al., 2008; Laabs et al., 2005). Jejich exprese je vysoce zvysena po poranéni michy (SCI) a
ukladani CSPG pfispiva k vytvoreni gliové jizvy, ktera plsobi jako chemicka i mechanicka
bariéra. (Galtrey et al., 2008; Laabs et al., 2005; Profyris et al., 2004; Silver and Miller, 2004;
Yiu and He, 2006).

Vytvoreni gliové jizvy se vysvétluje jako pokus CNS odizolovat misto poskozeni od zdravé
tkan¢, ¢imz se nepoSkozena tkan uchrani ptred sekundarni patologii (Fawcett and Asher,
1999; Profyris et al., 2004) Bohuzel ptitomnost CSPG rovnéz vytvaii prostredi vysoce
inhibi¢ni pro axondlni regeneraci, coz mé za nasledek inhibici proristani axonii tim snizeni
axonalni regenerace v CNS (Galtrey and Fawcett, 2007; Yiu and He, 2006) a inhibi¢ni
vlastnosti CSPG na axonalnim rtstu byly dobfe zdokumentovany (Friedlander et al., 1994)
CSPG lze obecné rozdélit na rodinu lektikanti (agrekan, brevikan, neurokan a versikan),
rodinu proteinovych tyrozinfosfatovych receptori (RPTPf), rodinu malych proteoglykanii
bohatych na leucin (dekorin a biglykan) a Neuron-glidlni antigen -2 (NG2) (Bartus et al.,
2012). Mnohocetné funkce CSPG zavisi na rtizném jadrovém proteinu, poctu chondroitin

sulfatu a sulfataci fetézci GAGs (Pu et al., 2018).
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1.2.1.3. Nekolagenové glykoproteiny

Nekolagenové glykoproteiny jsou multifunkéni spojovaci proteiny kromé kolagenu, které
obsahuji vice vazebnych mist pro rizné struktury, coz vede k jejich strukturni slozitosti a
heterogenité. Jejich domény maji vazebnd mista pro kolagen, heparin, ristovy faktor a
cytokiny. Bylo popséno vice nez deset typud glykoproteind, vcéetné fibronektinu (FN),
lamininu (LN), tenascinu (TN), entaktinu/nidogenu (EN), vitronektinu (VN), reelinu atd. FN
je proteinovy dimer obsahujici dva monomerni fetézce spojené parem disulfidovych vazeb.
Kazdy monomer se sklada ze tii typt opakujicich se jednotek (nazyvanych FN repetice): typ
I, typ 11 a typ III (Potts and Campbell, 1996; Zollinger and Smith, 2017).

LN se sklada z fetézct a, B a y. V lidském genomu bylo navrzeno 5 gena kodujicich a, 3
geny kodujici B, 3 geny kodujici y podjednotku a 16 heterotrimernich tvar LN (Aumailley,
2013). Rodina TN u obratlovcti ma Ctyfi Cleny, jmenovité¢ TN-C, -R, -W a -X (Jones and
Jones, 2000). Rovnéz je v ECM riiznych soustav pfitomen elastin, ktefi se vyskytuje hlavné

ve vazech a cévnich sténach (Mak et al., 2012).

(3) (4) Rezervoar signalu
Migraéni cesta .

(2)

Migracni bariéra

Zmény v bunééném chovani

(1) (6)

Ukotveni a adheze 4 Singalni prenos (5) Koreceptory s nizkou afinitou
8) \)
Ridi biomechanické procesy (7)  vytvéri funkeni fragmenty
MMPs

Obr. 1 Funkce ECM (1) Ukotveni a adheze (2) Migracni bariéra (3) Migracni cesta (4)
Rezervoar signalu (5) Koreceptory s nizkou afinitou (6) Prenos signalu (7) Vytvari funkcni
fragmenty (8) Ridi biomechanické procesy. (Su et al., 2021)
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1.3. Perineuronalni sité

Jak bylo popséano vyse, ECM muze formovat jako difuzni tak i kondenzovanou formu sité,
tésné¢ obklopujici builkky a hraje dualezitou roli ve vyvoji neurond, plasticité a
patofyziologii.(Miyata and Kitagawa, 2017).

Nejcastéjsi formou kondenzované ECM v centralnim nervovém systému (CNS) jsou
perineuronalni sit¢ (PNN), které obklopuji t€lo a proximalni dendrity riznych neuronalnich
subpopulaci.

Perineuronalni sit¢ (PNN) poprvé pozoroval Camillo Golgi, ktery popsal struktury jako
,Jemny obal, pfevazné retikularni struktury, ktery obklopuje bunééné télo nervovych bunék,
az arborizace druhého a tretiho tadu“ (Golgi, 1898). PNN jsou struktury pericelularni
kondenzované extracelularni matrix (ECM), které obklopuji soma a proximalni a stiedni
narazeji na neurony v téchto oblastech, jsou obklopeny a zabudovany do PNN (Blosa et al.,
2013; Vo et al., 2013).

Témér vSechny c¢asti CNS savcell obsahuji buiiky s PNN. V oblastech, ve kterych se
nachazeji, obklopuji PNN rGzné typy neuront a maji podobnou distribuci naptic¢ rliznymi
druhy savct (Briickner et al., 1996). V mozku jsou ve vétSin€ obklopené PNN inhibi¢ni
interneurony, zatimco v miSe je nimi obklopend velka ¢ast neuront nachazejicich se ve
ventralnich a stfednich rozich — v¢éetné mnoha motorickych neuronii. V dorzalnich rozich
jsou bez PNN pouze neurony s bunénymi tély ve dvou dorzalnich vrstvach (vcetné
substantia gelatinosa) (Galtrey et al., 2008; Hendry et al., 1988, 1984; Jiger et al., 2013;
Koppe et al., 1997; Seeger et al., 1994; Zaremba et al., 1990).

V mozkové kiie jsou PNN spojeny zejména s rychle se spoustéjicimi (fast-speaking)
GABAergnimi interneurony exprimujicimi parvalbumin (PV+); nékteré pyramidové bunky
v hlubsich kortikéalnich vrstvach jsou vsak také obklopeny PNN (Matthews et al., 2002) a
slozeni PNN se v ramci kortikalnich oblasti i mezi nimi 1i$i (Dauth et al., 2016). V rtiznych
jinych oblastech mozku, véetné amygdaly a oblasti CA2 hippocampu, obklopuji PNN
excitacni i inhibi¢ni neurony (Morikawa et al., 2017). VétSina PNN mohou vazat lektin
Wisteria floribunda aglutinin (WFA), ktery je Siroce pouzivan jako PNN marker v
histologickych analyzach. Ve velké ¢asti literatury se skutecné predpokladd, ze vSechny
PNN jsou obarveny WFA. Je dilezité ale poznamenat, Ze existuji také WFA-negativni PNN.
Naptiklad PNN, které obklopuji kortikalni vystupni neurony, nevazou WFA a misto toho

jsou rozpoznavany agrekanovymi protildtkami (Matthews et al., 2002). Experimenty na
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misSe, zkoumajici pahyly, které zlstaly po chondroitindzovém S§tépeni PNN, odhalily
existenci vice PNN, nez bylo prokazano barvenim WFA (Galtrey et al., 2008; Matthews et
al., 2002). Pro jednoduchost zde vSak pouzivame termin ,,PNN* pro oznaceni téch struktur,
které jsou obarveny WFA, pokud neni uvedeno jinak.

Kondenzovana struktura ECM se sloZzenim podobnym PNN se nachdzi téméf ve vSech
Ranvierovych uzlech v CNS savct, kde uzavira perinodalni prostor obalem matrix podobné
PNN. Umisténi téchto struktur, které¢ se shoduje s polohou, ve které se regeneruji akéni
potencialy (Rasband, 2010), vedlo k domnénce, Ze se podileji na modulaci iontovych dé&jt
béhem vedeni axonli (Oohashi et al.,, 2002). Toto specializované ECM zde nazyvame
»perinodalni ECM*. Kromé PNN a perinodalni ECM jsou synapse CNS obklopeny difuzni
perisynaptickou matrix. Molekuly pfitomné v této matrix se UCastni synaptogeneze a
plasticity a jsou Casto modulovany ptsobenim matricovych metaloproteindz (MMPs)
(Ferrer-Ferrer and Dityatev, 2018; Tsilibary et al., 2014).

K dne$nimu dni se mnoho studii PNN zaméfilo na jejich roli v plasticit¢ a zotaveni po
poskozeni nervového systému; v posledni dobé se vSak ukdzalo, ze PNN maji nescetné
mnozstvi ucinkdit v mnoha rtiznych funkcich CNS, vcetné paméti, psychiatrickych

onemocnéni, drogové zavislosti a neurodegenerace (Sorg et al., 2016)

1.3.1. SloZeni perineuronalnich siti

PNN v podstat¢ sestavd z hlavniho fetézce slozeného z glykosaminoglykanu (GAG)
hyaluronanu, na ktery jsou vazdny CSPG. Matrix je stabilizovana vazebnymi proteiny a
tenascin-R dopliuje strukturu (Kwok et al., 2015; Oohashi et al., 2015). Slozeni PNN je
pon¢kud proménlivé; nicméné mechanismus, kterym se tvoii nejbéznéjsi typy PNN, je
obecné dobfe znam. Mnoho slozek PNN je exprimovano jiz v embryondlnich stadiich
vyvoje, zejména hyaluronan a nckteré CSPG. V kortexu jsou vazebné proteiny PNN a
agrekan a brevikan upregulovany pozdéji, v dobé tvorby PNN (Gao et al., 2018). K tvorbé
PNN dochazi jako k jednomu z poslednich akti neurdlniho vyvoje, ktery se shoduje s
uzavienim kritickych obdobi pro plasticitu. U mysi a potkanli zac¢ina kolem postnatalniho
dne 23 a trva 10 dni. U lidi za¢ina ve 2 letech a ukoncuje se v 8 letech (Carulli et al., 2010;
Oohashi et al., 2015; Rogers et al.,, 2018). Agrekan a link proteiny hyaluronanu a
proteoglykanu (HAPLN1; také zndmy jako CRTL1) a/nebo HAPLN4 (také znamy jako

BRAL2) jsou exprimovany neurony nesoucimi PNN, zatimco nékteré dalsi sloZky PNN,
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jako jsou tenascin- R a neurokan jsou exprimovany jak neurony, tak gliovymi buiikami

(Galtrey et al., 2008).
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Obr. 2 Klicové komponenty tvoiici PNN (Fawcett et al., 2019)

Klicové komponenty perineuronalnich siti — tedy ty, které jsou nezbytné pro jejich strukturu
a funkci — jsou ¢leny lektikanové rodiny chondroitin sulfatovych proteoglykanii (CSPG; viz
obrazek). CSPG agrekan je hlavni slozka vSech PNN a tfi1 dal§i CSPG (neurokan, versikan a
brevikan) jsou pfitomny v mnoha PNN v rizné mife (Dauth et al., 2016; Miyata et al., 2018;
Zimmermann and Dours-Zimmermann, 2008). Z nich je brevikan zvlast¢ koncentrovan
kolem perisynaptickych oblasti excitacnich termindlii koSikovych bun¢k (Favuzzi et al.,
2017). Vlastnosti PNN s riiznym slozenim CSPG byly malo studovany, i kdyZ je znamo, Ze
brevikan mé specifické ucinky (Brakebusch et al., 2002; Favuzzi et al., 2017).
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Ackoli se PNN lisi ve sloZzeni v ramci oblasti mozku i mezi nimi (Dauth et al., 2016) pro
vSechny PNN plati n€které obecné strukturdlni principy. PNN maji strukturu tercidlniho
komplexu ne nepodobnou struktufe chrupavky, sestdvajici z patefe z hyaluronanu
(produkovaného neurondlnim bunéénym povrchovym enzymem hyaluronan syntazou
pfitomnym v membrané¢ neuronii nesoucich PNN), na kterou se lektikany véazou
prostiednictvim své spojovaci domény, jak je ukdzano na obrazku. Glykoprotein tenascin-
R spojuje lektikany mezi sebou (Yamaguchi, 2000). Link proteiny (vcetné hyaluronanového
a proteoglykanového link proteinu 1 (HaPLN1) a HaPLN4) jsou nezbytné pro stabilizaci
vazby CSPG-hyaluronan (Carulli et al., 2010). Z lektikanii je znamo, ze brevikan ma
specifické role na synapsich a siln¢ interaguje s tenascinem-R a HAPLN4 (Aspberg et al.,
1997; Bekku et al., 2012, 2003; Hagihara et al., 1999). K CSPG jadrovym proteinim jsou
pripojené chondroitin sulfatové glykosaminoglykanové (CS-GAG) fetézce, kde se opakuji
disacharidy, které mohou byt sulfatovany v polohach 4 nebo 6 nebo disulfatovany v
polohach 4, 6 a 2, 6. Pravé pridani téchto sulfoskupin dava fetézcim CS-GAG jejich
nabojovou strukturu a vazebné vlastnosti (Kwok et al., 2015; Miyata and Kitagawa, 2017).
Kromé toho se mnoho molekul (v€etné neurotrofinti, semaforinu 3a a transkripéniho faktoru
OTX?2) vaze na fetézce CS-GaG, coz jim umoziiuje byt prezentovany synapsim a dalSim
procesim v okolité CNS a asociovat se s iontovymi kandly. Aglutininovy (WFA) lektin z
Wisteria floribunda se vdze na neidentifikovany sulfata¢ni motiv v fetézcich CS-GAG
vétSiny PNN, WFA-negativni PNN se vSak nachazeji v kiife, miSe a jinde (Galtrey et al.,
2008; Matthews et al., 2002). V CNS se nachazeji tfi dal$i formy kondenzované ECM: PNN
kolem pocate¢niho segmentu axonu (AIS), perinodalni ECM a axonélni povlaky. AIS PNN
(Briickner et al., 2006; John et al., 2006) ma v podstat¢ stejné slozeni jako PNN. Obsahuje
CSPG agrekan, brevikan (rekrutovany neurofascinem) (Frischknecht et al., 2009; Hedstrom
et al., 2007)) a neurokan, hyaluronan a tenascin-R. Axonalni povlaky obsahuji agrekan a
brevikan a obklopuji inhibi¢ni presynaptické vstupy do rtiznych typti neuronii (Briickner et

al., 2008).

1.3.2. Mechanismus a¢inku PNN

Manipulace s PNN muize 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 nachazeji v PNN, zatimco zbyvajicich 98 %

je ptitomno v difuzni matrix (Deepa et al., 2006). VéEtSina intervenci navrzenych k odstranéni
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funkce PNN, napiiklad ty, které vyuzivaly traveni CSPG pomoci chondroitindzy ABC
(ChABC), proto ovliviiji jak difuzni ECM tak PNN. Nicméné, knockouty vazebnych
proteinil, agrekanu nebo tenascinu-R u transgennich mysi, postihuji pievdzné¢ PNN, kde je
situovana vétsina téchto molekul (Briickner et al., 2000; Carulli et al., 2010; Rowlands et al.,
2018).0Obecné plati, ze proteoglykany (vcéetn¢ CSPG) uplatituji své Gcinky bud’ piimym
pusobenim na receptory, nebo Castéji ptitahovanim a lokalizaci efektorovych molekul na
mista, kde mohou interagovat s lokdlnimi receptory nebo ptisobit jako soucast tripartitniho
receptoru-ligand-GAG komplexu. Vazebné vlastnosti a interakce feté¢zci CS-GAG jsou
urceny motivy naboje, které jsou produktem jejich vzoru sulfatace (Gama et al., 2006;
Mikami et al., 2009; Mikami and Kitagawa, 2013; Sugahara and Mikami, 2007). CS-GAG,
které jsou ptritomné v PNN, maji sulfatacni vzorec, ktery se liSi od difuzniho ECM, ktery
davd PNN specifické vazebné vlastnosti (Deepa et al., 2006). Vysoky lokalni néboj
kondenzovanych CSPG v PNN poskytuje silné vazebné misto pro molekuly a efektory
spojené s PNN a muze také ovlivnit tfidéni iont (Frischknecht et al., 2009). Byla popsana
fada pfimych interakci s CSPG ptfitomnymi v PNN. Brevican, spolu s dalSimi CSPG,
interaguje s AMPA receptory a draslikovymi kanaly. Mobilita téchto membranovych
proteinll je omezena pritomnosti molekul ECM a §tépeni nebo odstranéni specifickych
slozek PNN muze ovlivnit kratkodobou synaptickou plasticitu a funkei excitacnich spojeni
na interneurony PV+ (Favuzzi et al., 2017; Frischknecht et al., 2009). Zda se, ze traveni
brevikanu nebo hyaluronanu ovliviiuje draslikové kandly. Mobilita téchto membranovych
protein je omezena pritomnosti molekul ECM a Stépeni nebo odstranéni specifickych
slozek PNN muze ovlivnit kratkodobou synaptickou plasticitu a funkci excita¢nich spojeni
na interneurony PV+. Zda se, Ze $tépeni brevikanu nebo hyaluronanu ovliviiuje pohyb
AMPA receptori mezi synaptickymi a extrasynaptickymi doménami pomoci pierusSeni
interakce mezi brevikanem a GluA1 podjednotkou AMPA receptoru. Tento Gc¢inek byl v§ak
pozorovan v jedné studii PV+ interneuronii (Favuzzi et al., 2017) ale v jiné chybél (Klueva
et al., 2014). Dalsi CSPG, neurokan, ovlivituje vazbu molekuly adheze nervovych bunck
(NCAM) a receptoru efrinu typu A 3 (EPHA3) na perisomatické synapse (Sullivan et al.,
2018). Kone¢n¢ dalsi mozné spojeni mezi matrici PNN a receptory AMPA je
prostiednictvim pentraxind, které ptsobi jako molekuly leSeni ECM v PNN (Xu etal., 2003).
Jeden ¢len této rodiny, neurondlni pentraxin 2 (NPTX2), je vyluovan z presynaptickych
zakonCeni ovliviiyjici neurony obklopené PNN. Vaze se na PNN a ovliviluyje AMPA
receptory a nasledné synaptické skdlovani a plasticitu (Chang et al., 2010; Lee et al., 2017;
Xu et al., 2003).
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Obecné se ukazalo, Ze PNN jsou zodpovédné za synaptickou stabilizaci a shlukovéani
receptorti, coz v koneéném disledku omezuje plasticitu (Fawcett et al., 2019; Frischknecht
et al.,, 2009; Pyka et al., 2011). Rovnéz se prokdzalo se, Ze PNN pfispivaji k mnoha
fyziologickym mozkovym funkcim, véetné 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). Dalsi experimenty postupné prokézaly, ze manipulace
nebo naruSeni PNN reaktivuje neuroplasticitu a zlepSuje uceni a pamét souvisejici se
starnutim nebo neurologickymi chorobami, jako je Alzheimerova choroba (Duncan et al.,
2019). Bylo vyvinuto né€kolik pfistupii pro manipulaci nebo odstranéni PNN za tcelem
zvyseni neuroplasticity, paméti a opravy CNS. Patii mezi n¢€ enzymaticka degradace molekul
ECM (Howell and Gottschall, 2012; Kwok et al., 2008; Romberg et al., 2013) , protilatky
blokujici inhibi¢ni ti¢inek PNN (Yang et al., 2017) nebo genetické modifikace, jako jsou
modely s genovou deleci riznych slozek PNN (Carulli et al., 2010; Romberg et al., 2013).

Pfirozené behavioralni zmény mohou také modifikovat PNN u hlodavci: obohacené
prostiedi snizuje pocet neuronti obklopenych PNN ve vizudlnim systému a mozecku
(Foscarin et al., 2011; Sale et al., 2007), ziskani paméti sluchového strachu (fear memory)
zvySuje hladiny PNN a CSPG mRNA v kife (Banerjee et al, 2017), vestibularni
kompenzace snizuje pocty PNN v vestibularni jadrech (Faralli et al., 2016) a uceni sniZuje
mnozstvi brevikanu v hipokampu (Favuzzi and Rico, 2018). Experimentélni odstranéni PNN
ma rizné dalsi €inky na neurondlni fyziologii. Napftiklad bylo zjiSténo, Ze enzymatické
Stépeni CSPGs ve zrakové kiife dospélych mys$i méni rovnovahu mezi inhibici a excitaci
snizenim inhibi¢ni aktivity, coz zplsobi, ze se neurondlni spojeni vrati do nezralého
juvenilniho stavu (Lensjo et al., 2017). Jak odstranéni vazebnych proteini z CNS u
transgennich mysi (ovliviiujici PNN), tak 1é¢ba ChABC (ktera ovliviiuje PNN 1 difuzni
matrix) maji ucinky jak na LTP, tak na dlouhodobou depresi (LTD) v perirhinalnim kortexu.
Tyto zmény jsou spajené s vylepSenim paméti pro rozpoznavani objektd (Griffiths et al.,

2008; Massey et al., 2008; Romberg et al., 2013).

1.3.3. PNN 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 neuront
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obklopeno PNN), injekce ChABC do amygdaly zvySily ztratu 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 kiry mysi inhibovalo podminovani ,,sluchového strachu a injekce
ChABC do sekundarni zrakové kiry ovlivnila dlouhodobé vzpominani na podminiovani
»zrakového strachu® (Thompson et al., 2018). Tyto studie naznacuji, ze schopnost odnaucit
se stresovym vzpominkam, kterd je obvykle spojovana s mladymi zvifaty, muze byt
dospé€lym obnovena travenim CS-GAG, pravdépodobné prosttednictvim modifikace PNN.
Odstranéni PNN miize také ovlivnit nekteré formy rozpozndvaci paméti. Napiiklad v
experimentu, ve kterém jsou piskomilové trénovani, aby rozliSovali mezi frekvencné
modulovanymi tony. Po odstranéni PNN v sluchové kiife byla schopnost dospélych zvirat
(ktera se v tomto paradigmatu obvykle uci pomalu) znovu se ucit nové toény a pfitom
nevymazavat zavedené vzpominky, na urovni mladych zvitat (Happel et al., 2014). DalSim
velmi pouzivanym modelem ziskédvani a uchovavani paméti je pamét pro rozpoznavani
objektlh (NOR-novel object recognition memory). U mys$i po kratké expozici predmétu tato
forma paméti degraduje béhem 12 hodin. U zvifat postradajicich PNN v perirhindlni kaie
(bud’ kvili lokalni injekci ChABC nebo kvili nedostatku HAPLN1 nebo agrekanu) bylo
ziskavani paméti normalni, ale retence paméti byla vyrazné prodlouZena na vice nez 48
hodin (Romberg et al., 2013; Sorg et al., 2016). Mysi s knockoutem tenascinu-R také
vykazuji zmény v hipokampélni paméti, véetn€ rychlejSiho reverzniho uceni, zlepSené
pracovni paméti a zvySené reaktivity na nové podnéty (Morellini et al., 2010). Zda se tedy,
7e modifikace PNN ¢ini paméti snadnéji modifikovatelné a silnéjsi.

Zajimavym neddvnym néavrhem je, Ze PNN by mohly poskytnout stabilni strukturu pro
umisténi synapsi a poskytnout tak Sablonu pro dlouhodobé paméti (Tsien, 2013). Myslenka,
ze by mohl existovat stabilni mechanismus uklddani paméti nezavisly na metabolismu, ktery
muze zastat na misté, aby umoznil synapsim vratit se na stejné misto (a tedy zachovat pamét’)
po epizodach, které zptisobuji synaptické stazeni, jako je ischemie nebo hibernace, je jisté
atraktivni. Soucasné dikazy vSak jasné ukazuji, Ze PNN nemohou byt jedinym
mechanismem takového kédovani paméti, protoze nékolik forem paméti zistava nedotéeno
a je dokonce prodlouzeno po degradaci CSPG chondroitinazou nebo hyaluronidazou

(Gogolla et al., 2009; Happel et al., 2014; Romberg et al., 2013; Slaker et al., 2015).
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1.4. ECM vyuzivana jako leSeni pro opravu poSkozené CNS

Omezena reparacni kapacita centralniho nervového systému (CNS) je znacnou lékatskou
vyzvou, protoze v soucasné dobé neexistuje zadna dostupna 1écba, kterd by umoznila obnovu
poskozenych spojeni. Slibné alternativy pro rekonstrukei struktur nervové tkdné nabizeji
rizné biomaterialy vyvinuté k aktivaci endogennich obnovovacich mechanismi a/nebo k
poskytnuti strukturdlni a biochemické podpory pro piihojeni transplantovanych bunék.
(Kubinova, 2017; Kubinova and Sykova, 2012; Saldin et al., 2017)

Na rozdil od uméle navrzenych materialti tkaiiového inzenyrstvi, které nedokazou napodobit
komplexni strukturu a chemii bunééného mikroprostiedi pozorované in vivo, biologické
leSeni obsahujici nativni extracelularni matrix (ECM) ptedstavuji struktury velmi podobné
strukturdm neporanéné hostitelské tkané¢ s mnohymi vyhodami, jako je komplexni ptirodni
sloZeni, trojrozmérna struktura, retence rustovych faktorii a bioaktivni vlastnosti, vcetné
stimulace angiogeneze a migrace endogennich progenitorovych bunék nebo modulace
imunitni reakce. (Crapo et al., 2011). Tyto jedine¢né vlastnosti leSeni ECM zajiStuji funkcni
remodelaci postizené oblasti, coz je na rozdil od tvorby zjizvené tkané, ktera obvykle
probihd pti standardnim hojeni (Badylak, 2002)

Biologické ECM scaffoldy byly pouzity pro rekonstrukci mnoha tkani, véetné myokardu
(Wang and Christman, 2016) kosternich svalti (Agrawal et al., 2009), §lach a vazii (Badylak
et al., 1999; Zantop et al., 2006), plic (Petersen, 2010), mocovych cest (Dedecker et al.,
2005; Wood et al., 2005), jicnu (Badylak et al., 2005), periferniho nervu (Karabekmez et
al., 2009) nebo tvrdé pleny mozkové (Bejjani et al., 2007) a jiz byly pouzity pro 1é¢bu mnoha
pacientll s tolerovatelnymi tkanovymi odpovéd'mi a pozitivnimi klinickymi vysledky

(Parmaksiz et al., 2016).

1.4.1. Alogenni a xenogenni ECM transplantaty

Alogenni i xenogenni biologické ECM materialy jsou v souc¢asné dobé transplantovany za
ucelem ndhrady tkani a organt. Jako xenoimplantaty se béZné pouzivaji ECM od savcl
neprimati (typicky prasat), coz mize byt spojeno s nepiiznivymi zanétlivymi reakcemi
hostitelské tkané v dusledku lidské imunitni odpovédi proti savéi ECM  pomoci anti-Gal a
anti-nonGal protilatek (Galili, 2015). I kdyz se zd4d role gal-specifickych protilatek v
xenogenni implantaci ECM minimélni (Badylak and Gilbert, 2008; Raeder et al., 2002)
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biomaterialy pochézejici z cloveéka by mohly byt vice Zadouci, protoze se vyhybaji obavam
souvisejicimi s potencidlnimi imunitnimi reakcemi a také pfenosem xenogennich nemoci.
Kromé xenogenni ECM se bézné piipravuji acelularni alostépy lidského pivodu z mrtvol a

pouzivaji se naptiklad jako kostni, chlopiiové, rohovkové nebo kozni stépy (Taylor, 2009).

1.4.2. Vék darcovské tkané jako dulezity faktor pro transplantaci

Je pozoruhodné, Ze veék darcovské tkané je dualezitym parametrem, ktery zplsobuje
vyznamné rozdily mezi vlastnostmi ECM ziskané ze stejného zdroje. Ukazalo se, Ze s vékem
narusta zesitovani ECM v diasledku neenzymatické glykace proteinti (Semba et al., 2010) a
ukladani tukové tkanég a fibrozy, zatimco biologické materialy pochazejici z mladsich zvirat
jsou spojeny s konstruktivnéjsi tkani vhodnou pro dané misto. (Sicari et al., 2012; Tottey et
al., 2011). Na druhé strané¢ se kadaverdzni tkané mohou lisit vékem lidskych darct a
predpoklada se, Ze jsou podstatné starSi nez praseci zdroje. Naptiklad srovnani zdroju lidské
a praseci tkan& pro injikovatelny hydrogel matrice myokardu odhalilo, zZe navzdory
podobnosti téchto matrix existuje zvysend obtiznost zpracovani lidské tkané a vyznamna
variabilita mezi pacienty (Johnson et al., 2014). Na rozdil od dosp¢lé tkané obsahuje ECM
z fetalni nebo neonatalni tkané€ vice nezralého kolagenu s né€kolika pficnymi vazbami, coz
podporuje efektivnéjsi remodelaci tkan¢ (Badylak, 2014; Freytes et al., 2008; Kurtz and Oh,
2012). Je proto mozné, ze ECM odvozena z fetdlni nebo neonatilni tkan¢ by vyvolala
ucinnéjsi a konstruktivni remodelaci tkan¢ nez ECM odvozend z dospélych nebo starych

tkani.

1.4.2.1. Pouziti neonatalni lidské tkané pro pripravu ECM

V tomto kontextu ptedstavuje lidsky pupecnik (UC- umbilical cord) vhodny zdroj neonatalni
tkang, ktery je snadno dostupny v dostatecném mnozstvi bez jakychkoli etickych omezeni.
Za zminku stoji, Ze UC se bé&zné pouziva v regenerativni medicin€ pro izolaci
mezenchymalnich kmenovych bun¢k (MSC) a endotelialnich bun¢k a miize také slouzit jako
zdroj pro izolaci kyseliny hyaluronové. Protoze jde o extraembryondlni tkan, odstranuje
piekazky souvisejici s vékem, jako je remodelace ECM, fibroza, oxidacni stres a dalsi
negativni zmény (Kurtz and Oh, 2012) Jako leSeni pro opravu nervové tkané byly
injikovatelné gelujici hydrogely in situ povazovany za vhodnéjsi nez vldknit¢ ECM, protoze

tyto materialy se mohou snadno ptizptisobit nepravidelnosti 1éze s minimalnim poskozenim
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tkan¢ b&hem aplikace. Za Ucelem vytvofeni injekénich hydrogeld 1ze ECM z riznych
decelularizovanych tkani enzymaticky solubilizovat do kapalné formy, kterd se za
fyziologického pH a teploty sama sestavi do formy hydrogelu (Badylak et al., 2005;
DeQuach et al., 2010; Okada et al., 2010). Dfive popsané injek¢éni hydrogely ECM
ptfipravené decelularizaci prase¢tho mozku (B-ECM), michy (SC-ECM) a praseciho
mocového méchyiu (UB-ECM) odhalily in vitro neurotrofické vlastnosti v prostfedi po
injekci do experimentalné vyvolané dutiny po mrtvici (Ghuman et al., 2016) nebo poranéni

michy (Tukmachev et al., 2016) in vivo.
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2. Cile prace a hypotézy

Posledni Iéta vyzkumu jasné ukazuji, ze ECM je nejenze stabiliza¢ni struktura pro nervovy
systém, ale aktivné se podili i na neuromodula¢nich dé&jich, plasticité CNS a v aktivaci 1
inhibici riznych drah. Ovlivnéni perineuronalnich siti uz v minulosti prokazalo zlepseni
pamétovych stop a névrat schopnosti modulace paméti do juvenilnich stadii.

V této studii jsme pouzili inhibitor vzniku hyaluronanu (4-methylumbilliferon) podévany

peroraln¢ a sledovali jeho vlivy na modulaci paméti.

Rovnéz bylo zjisténo, Ze materidly a hydrogely vytvotené z ECM jsou schopné ovliviiovat
regeneraci tkani, kvili jejich biomimeti¢nosti, trojrozmérné strukture a biologické aktivité
jejich molekul, které mohou aktivné piisobit v misté poranéni podptirné, chemotakticky a
pupecniku, jejichZ vlastnosti jsme ovérovali jak in vitro na riznych bunécnych liniich, tak

in vivo na modelu kortikalni fotochemické 1éze.

2.1. Stanovené hypotézy

e Perineuronalni sité jsou struktury tvofené hlavné chondroitinsulfaty ukotvenymi na
kostte z hyaluronanu. Je mozné pomoci perordlniho podani 4-methylumbilliferonu,
ktery je blokator syntézy kyseliny hyaluronové, rozvolnit perineurondlni sité a tim
zlepsit kratkodobou pamét'? Bude mit systémové podani 1€¢iva negativni efekt na

dalsi organy a motoriku?

e Hydrogely vytvotfené z extracelularni matrix se ukazuji jako vhodné leSeni pii
poranéni tkani. Je mozné vytvofit hydrogel z liské fetalni tkan€ pupecniku, ktery by

podporoval reparacni procesy v hojeni po poSkozeni nervového systému?
e V minulych studiich bylo pozorovano, ze hydrogel derivovany z ECM je v misté

poranéni relativné rychle degradovan. Je mozné strukturu vytvoienou z lidského

pupecniku stabilizovat pomoci genipinu a tim prodlouzit dobu degradace in vivo?

29



2.2. Dil¢i cile prace

Sledovani efektivity rozvolnéni PNN po perordlnim podéni 4-MU pomoci

imunohistochemickych a biochemickych analyz mozku a michy.

Pomoci behavioralniho testovani zjistit efektivitu 4-MU 1€cby na zlepSeni paméti po

2/3/6 mésicich 1écby a zjistit, zda efekt bude pfetrvavat i mésic po vysazeni 1écby.

Pomoci motorickych testi zjistit vliv na motorické schopnosti mysi po 6 mési¢ni
1é€bé a pomoci histochemické analyzy sledovat efekt na klouby, slezinu, jatra a

ledviny.

Vytvoreni extracelularni matrix z lidského pupecniku, jeho stabilizace pomoci
zesitovani a ovéfeni biokompatibilty in vitro na mezenchymalnich kmenovych

bunkach, DRG explantétech a spinalni fetalni linii.

Oveéfteni biokompatibility nové syntetizovan¢ho gelu z ECM, jeho gelace a migrace
makrofagt in vivo na potkanim modelu fototrombotické 1éze v intervalech 1 a 14 dni

po implantaci
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3. Materialy a metody

3.1. Experimentalni zvirata

Studie byly provadény na mySim kmenu C57BL/6JOlaHsd, kde bylo pouzito 24 my$i (n=12
4 /12 Q) ve véku 3 mésict (Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine) a potkanim kmenu
Wistar (n=187) o vaze (330+30g). VSechny experimenty byly provadény v souladu se
smérnici Evropského parlamentu a rady (2010/63/EU) ze dne 22. zafi 2010

o ochrané zvitat pouzivanych pro védecké Gcely a byly schvaleny etickou komisi Ustavu
experimentalni mediciny AV CR, Praha, Ceska republika.

Zvitata byla chovana v klecich s 12 h rezimem svétla a tmy a neomezenym ptistupem k vode

a potrave. VSechny behavioralni testy byli provedeny v pribehu denni faze cyklu.

3.2. Sledovani u¢inki 4-MU na mysSim modelu

Mysi (n=24) byly krmeny ad libitum krmivem s pfichuti cokolady s 5% obsahem 4-MU
v davce 6,5mg/g/den (n=8 &' /8 Q) nebo s ¢okoladovym kontrolnim krmivem (n=4 & /4 Q)
(Western diet, Sniff GmbH, TD.88137, Germany) po dobu 6 mésici. Cést zvitat byla
usmrcena piimo po 6 mésicich 1écby (4-MU n = 8, kontrola n = 4) a orgdny (mozek, micha,
slezina, jatra, ledviny a chrupavcita tkan) byly vypreparovany a pouzity pro biochemické,

histologické nebo qPCR analyzy.

3.2.1. Behavioralni testy

K pozorovani uc¢inku 4-MU byly provedeny série pamétovych a funkcénich lokomoc¢nich
testll. Spontadnni rozpoznavaci tkoly byly pouZity pro hodnoceni zmén paméti a plasticity
mozku. Rotarod a test sily tichopu byly pouzity pro ovéfeni dopadu léku na motorické

funkce, pohyblivost kloubtl a svalovou degeneraci.

3.2.1.1. Test spontanni alternace

Test spontanni alternace (SA) testuje pozornost vii¢i novym podnétiim a prostorovou pamét,

které jsou zavislé na hipokampu. Test byl proveden v Y-bludisti s rameny se stejnymi
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(Ennaceur and Delacour, 1988) (Winters et al., 2004) a mysi (Bartko et al., 2011).

Bludist¢ mélo vysoké homogenni bilé neprihledné stény vyrobené z extrudovaného
polystyrenu. VSechny stény byly 30 cm vysoké a kazdé rameno bylo 15,5 cm dlouhé a 8§ cm
siroké. Lampa osvétlujici bludisté a videokamera pro zdznam pokusti byly namontovany 40
cm nad zatizenim. Kazda mys byla umistnéna do stfedu bludisté a ponechana v ném po dobu
5 minut, kde zvifata typicky vykazuji tendenci vstoupit méné¢ do neddvno navstiveného
ramene. Byly zaznamenany pocty vstupti do ramene (aktivita) a stfidani ramen (alternace).
Alternace byla definovéana jako vstup, ktery se liSil od dvou ptedtim navstivenych ramen a
nebyla definovana Zadna zména, pokud se mys vratila do jednoho ze dvou ramen, které prave
byly navstiveny. Procento stfidani bylo vypocteno pomoci tohoto vzorce:

% Alternace = (Pocet alternaci / Celkové mnozstvi vstupitt) x 100%

3.2.1.2. Spontanni rozpoznavani objekti

V testu spontanniho rozpoznavani objektl (SOR) byly k ur€eni rozpoznavaci paméti mysi
pouzity dva znamé a jeden novy objekt v bludisti Y. Jedno rameno Y bludisté bylo pouzito
jako startovaci rameno a dal$i dvé ramena slouzila k zobrazeni objekti (ndhodné tvarované
predméty, rozméry ~10 cm x 5 cm x 5 cm). VSechny mysi si navykly na Y bludisté upravené
pro SOR kde 2 ramena byla 10 cm dlouhd, 8 cm Siroka a pocate¢ni rameno bylo 4,5 cm
dlouhé a 8 cm Siroké. Prozkoumavani bludisté probihalo 5 minut ve dvoudennim intervalu
pied prvym SOR testovanim (2mésicni interval).

Nasledujici testovaci relace byly oddéleny minimalné 48 hodinami.

Samotné testovani sestavalo z faze vzorku a faze vybéru.

Ve fazi vzorku byly na konec kazdého ramene umistény dva stejné predméty (Obr. 3A).
Mys byla ponechand v bludisti 5 minut kdy zkoumala dané totozné predméty. Faze vybéru
nasledovala po 3 a po 24 hodinach. Tyto intervaly byly oddéleny 48h fazi klidu, kterou
zvitata stravila v chovnych klecich.

Dobu mezi fazi vzorku a fazi vybé&ru stravili zvifata rovnéz v chovnych klecich.

Féaze vybéru byla proceduralné identickd s fazi vzorku, kromé toho, Ze objekt v jednom z
ramen byl nahrazen novym objektem, zatimco druhé rameno obsahovalo zndmy objekt
(Obr. 3B). Pro kazdé testovani pokusného jedince byl pouzit jiny objektovy par. Cas

straveny s dvojicemi objektii byl vyvazen 1 hodinu po expozici a pro experiment byly
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vybrany objekty bez preferenci. Cely proces byl zaznamendn na video a Cas straveny s
objekty byl vyhodnocovan z videozadznamti prvni a druhé faze testu. Doba, kdy zvite sed¢lo
nebo lezlo po samotném objektu byly vyfazeny. Pro fazi vybéru bylo vypocitano
diskriminaéni skore vyd€lenim rozdilu v prizkumu novych a znamych objektt celkovou
dobou prizkumu objektu. Skére 1 tedy odpovidalo pouze zkoumani nového objektu, zatimco
skore 0 odpovidalo mysi, kterd stejné zkoumala novy i znamy objekt. (Bralett’s test, one-

way ANOVA)

SOR testovani na oba ¢asové intervaly probihalo po 2/3/6 mésicich a 1 mésic po 1écbé.

Obr. 3 Faze vzorku (A) a volby (B) testu SOR pouzitého pro analyzu uchovani paméti
(Dubisova et al., 2022)

3.2.1.3. Test rotarodu a test sily ichopu

Rotarod a test sily uchopu byly provedeny po 6 mésicich 1é¢by 4-MU.

Pro test na rotarodu byl pouZit rotarodovy stroj s automatickymi ¢asovaci a snimaci padu s
bubnem o priméru 7 cm (ROTA-ROD 47700, UGO BASILE S.R.L., Italie). Pied
tréninkovymi lekcemi byly mysi (kontrola n=4; 4-MU n=8) zvyklé ziistat na staciondrnim
bubnu po dobu 60 sekund a pfedem trénovany na 5 otacek za minutu (RPM) po dobu 120
sekund. V testovaci fazi byla zvirata testovana po dobu 300 sekund s 10 otackami za minutu
ve 3 riznych dnech po tréninku.

Pro test sily tichopu byl pouzit test sily ichopu (BIO-GS3, Bioseb, Vitrolles, Francie). Mysi
(kontrola n=4; 4-MU n=8) byly testovany na sevieni pfednich koncetin. Testovani probihalo

3krat denné ve 3 po sobé nasledujicich dnech.
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3.2.2. Zpracovani tkani a histologie

3.2.2.1. Imunohistochemické barveni vzorka

Zvitata pouzita pro imunohistochemickou a histologickou analyzu (kontrola n=4, 4-MU
n=7) byla hluboce anestetizovana intraperitonealni injekci chloralhydratem (Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA), pak intrakardidlné perfundovéana fosfatovym pufrem (PBS), nasledovanym
4% paraformaldehydem v 0,1M fosfatovém pufru.

Hlavu jsme nésledné fixovaly v paraformaldehydu po dobu 1 tydne. Mozek byl z lebky
vypreparovan a pienesen do roztokidl se zvySujici se koncentraci sachar6zy od 10-30 %.
Mozek byl poté zalit do zalévaciho média OCT (00411243; VWR, USA), zmraZen a na
kryostatu (CryoStar NX70 ThermoScientific, Massachusetts, USA), pak byly natezany série
20um koronalnich fezii, které byly umistény na podlozni sklicka a skladovany pfti -20 °C.
Pted barvenim byly mozkové koronalni fezy permeabilizovany 0,5% Tritonem X-100 v PBS
pii pokojové teploté po dobu 20 minut. Lipofuscinové autofluorescence byla zhasena pufrem
octanu amonného 50mM s CuS04. K blokovani endogenniho biotinového signalu jsme
pouzili endogenni biotin blocking kit (#Ab64212, Abcam, GB).

PNN byly vizualizovany aglutininem Wisteria floribunda (WFA), ktery specificky oznacuje
zbytky N-acetylgalaktosaminu beta-1 glykoproteini v ECM neuront (1:150; biotinylovany
WFA, L1516, lektin z Wisteria floribunda, Sigma Aldrich, USA) a agrekanem (1:150; Anti-
agrekan, krali¢i polyklonalni, #AB1031, Merck, Germany), kterej je jeden z CSPG vézany
na feté¢zce HA v PNN. Blokovéni nespecifické vazby agrekanové protilatky a WFA bylo
provadéno pii pokojové teploté za pouziti 10% chemiblokatoru (Chemiblocker, #2170,
Merck, Némecko) v 1X PBS s 0,2% Tritonem po dobu 2 hodin.

Primarni a sekundarni protilatky byly zfedény v roztoku stejné¢ho sloZeni jako byl
imunoblokujici roztok. Primérni protilatky proti agrekanu a biotinylované WFA byly
inkubovany ptfes noc pii 4 °C. WFA byla vizualizovdna pomoci streptavidinu
konjugovaného s Alexa Fluor 488 (1:200; S32354, Life Technologies, USA). Agrekan byl
obarven kozi-anti-krali¢i sekundéarni protilatkou konjugovanou s Alexa Fluor 594 (1:300;
A11012, Life Technologies, USA). Jadra byla obarvena pomoci DAPI (1:1000; D1306,
Invitrogen, USA). Poté byly fezy prekryty krycim sklickem a upevnény médiem proti
vyblednuti Vectashield (#H-1000; Vector Laboratories, Burlingame, USA).
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3.2.2.2. Imunohistochemicka analyza PNNs

Snimky fluorescenéniho barveni WFA byly pofizeny mikroskopem Leica (Leica DMI
6000B, Némecko) s pouzitim 20x objektivu a nasledné analyzovany softwarem ImageJTM
(NIH, USA). Pocet WFA pozitivnich (WFA+) neuroni jsme stanovily v hipokampalni
oblasti ze Ctyf mozkovych ezt od kazdého zvifete (n=4 na skupinu). Intenzita barveni WFA
byla métena z WFA+ neuronti nachazejicich se v hipokampélni oblasti CA1-3. Hodnota
intenzity byla vypoctena jako: CTCF (Calculate the Corrected Total Cell Fluorescence)=
Integrovana hustota vybrané bunky — integrovana hustota odecti pozadi. Kromé intenzity
byl sledovan celkovy pocet bun¢k obklopenych PNN, ktery byl pocitan z poctu WFA+
neurontl v oblasti CA1-CA3. Pro statistickou analyzu byl pouzit Bartlettliv test, jednosmérna
ANOVA.

Fluorescen¢ni snimky neuronti (40 neuroni/mys; n = 4 na skupinu) z hipokampalni oblasti
CA2/CA3 obarvenych na agrekan byly pofizeny pomoci konfokalniho mikroskopu Zeiss
LSM 880 Airyscan (Zeiss, Némecko) s objektivem 20x. Sledovani PNN obarvenych
agrekanem bylo také provedeno pomoci fluorescenéniho mikroskopu (Leica DMRXA,
Némecko) se softwarem Neurolucida 2019 (MBF Bioscience, USA). 3D trasovani bylo
provadéno manualné, poc¢inaje té¢lem neuronti. PNN na dendritickych vétvich byly sledovany
soucasnym pomalym pohybem podél osy z, aby byl sledovany segment udrzovan v ohnisku.
Finalni PNN trasovani konkrétnich neurond byla ulozena a Neurolucida Explorer 2019
(MBF Bioscience,USA) byl pouzit k provedeni podrobné analyzy morfologické struktury.
Ziskand data byla dale exportovéna a statisticky zpracovana pomoci GraphPad Prism
Software (8.0). Rozdily mezi skupinami byly analyzovany pomoci Kruskal Wallisova testu,

nasledovaného Dunnovym vicenasobnym srovnévacim testem.

3.2.2.3. Extrakce a kvantifikace glykosaminoglykanu (GAG)

GAG analyzy byly provedeny na 3 zvifatech na skupinu. Purifikace GAGs byla provedena
podle protokolu z (Lin et al., 2011). Mozky a michy byly vypreparovany, zmrazeny na
suchém ledu a skladovany pii -80 °C. Acetonovy praSek vzorku byl piipraven homogenizaci
vzorkil s chlazenym acetonem a desikovan pii 4 °C. VysuSeny prasek byl resuspendovan v

roztoku pronazy (pufr obsahujici 0,1 M Tris-acetat, 10 mM octan vapenaty, pH 7,8) pii 37

35



°C pies noc. Vzorky byly poté centrifugovany, naStépeny proteiny ze supernatantu byly
vysrazeny 5% kyselinou trichloroctovou. Supernatant po centrifugaci jsme promyli
diethyletherem a GAG ptitomné ve vodné fazi roztoku se vysrazely ptes noc pii 4°C pomoci
5% octanu sodného a ledové chladného 75% etanolu. Vysrdzené GAG byly ziskané
centrifugaci a vysuSeny pii 4 °C. Tento prasek GAG byl znovu rozpustén ve vodé a
skladovan pfi -20 °C. Celkovy obsah GAG v kazdém vzorku byl kvantifikovan pomoci
turbidimetrického testu s cetylpyridiniumchloridem (CPC) (Manley and Hawksworth,
1966). K sestaveni standardnich kiivek byl pouzit chondroitin sulfat-A (Sigma Aldrich,
USA).

3.2.24. Analyza genové exprese

Zmény v genové expresy mRNA souvisejicich se syntézou HA (hasl, has2, has3),
hyaluroniddzami (hyall, hyal2, hyal3, tmem2, spaml), proteoglykany chondroitin sulfatu
(acan, bcan, ncan, vcan), tenascinem-C (tnc), synaptickym ristem (ngf, gria2, syp) a
receptory pro HA (CD44, lyvel) byly stanoveny pomoci kvantitativni real-time PCR (qPCR)
po 6 mé&sicich 1écby 4-MU a 4 tydny po 1é€bé a byly porovnany proti kontrolni nelécené
skupin¢ zvifat. RNA jsme izolovali z paraformaldehydem fixovanych zmrazenych
tkanovych tezt pomoci High Pure RNA Paraffin Kit (Roche, Némecko). Mnozstvi RNA
bylo kvantifikovano pomoci NanoPhotometeru P 330 (Implen, Némecko) a izolovand RNA
byla reverzné transkribovana za pomoci termalniho cykleru T100 Thermal Cycler (Bio-Rad,
USA) do komplementarni cDNA pomoci transkripti Universal ¢cDNA Master (Roche,
Némecko).

Reakce qPCR byly provedeny pomoci roztoku cDNA, FastStart Universal Probe Master
(Roche, Némecko) a TagMan Gene Expression Assays (Life Technologies,USA) a byly
provedeny v kone¢ném objemu 10ul obsahujicim 45ng extrahované RNA, kdy se
amplifikace provedla na real-time PCR cykleru (QuantStudio 6, ThermoFisher, USA).
Vsechny amplifikace probihaly za stejnych podminek cykl: 2 minuty pti 50 °C, 10 minut
pii 95 °C, nasledovanych 40 cykly po 15 s pti 95 °C a 1 min pii 60 °C. VSechny amplifikace
byly provedeny v duplikétech a do kazdého pole byla zahrnuta negativni kontrola (voda) s
gapdh jako referenénim genem. K zobrazeni symetrické velikosti pro nahoru a doli
regulované geny byla pouZita stupnice log?2.

Hodnoty nelé€enych zvifat byly stanoveny jako nulova ¢ara. Vysledky byly analyzovany

pomoci hodnot 8Ct za pouZiti jednosmérného testu ANOVA s Kolmogorov-Smirnov.
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3.2.3. Histopatologické hodnoceni

Pro histopatologické hodnoceni byly odebrany vzorky sleziny, jater a ledvin a fixovany po
dobu 24 hodin ve 4% paraformaldehydu v 0,1 M PBS. Vzorky byly zpracovany podle
standardizovaného protokolu s pouZzitim autotechnikonu Leica ASP 6P25 (Leica Biosystems
Nussloch GmbH, Némecko) do parafinovych bloki pomoci zalévaci stanice Leica EG
1150H (Leica Biosystems Nussloch GmbH, Némecko). Pfiblizn€¢ 10 um platky byly
nafezany na rotaénim mikrotomu Leica RM2255 (Leica Biosystems Nussloch GmbH,
Némecko), umistény na standardni sklitka (Bammed sro, Ceskéa republika) a obarveny
hematoxylinem-eosinem (H&E) (DiaPath, Italie).

Vzorky kloubni chrupavky byly fixovany 24 hodin ve 4% paraformaldehydu v 0,1 M PBS a
poté¢ byly 4-krat promyty destilovanou vodou beéhem 24 hodin. Chrupavky byly
dekalcifikovany vodnym roztokem 15% EDTA s pH 8,0, ktery byl ménén kazdé 3 dny po
dobu 2 tydnt. Vzorky jsme oplachly destilovanou vodou, oSetfily zvySujici se koncentraci
sacharozy (10-20-30%) v PBS a pak byly nafezdny na kryostatu (CryoStar NX70
ThermoScientific, USA), umistény na podlozni sklicka a skladovany pfi -20 °C. Rezy tkani
obarvené H&E byly pozorovany a zobrazeny pomoci mikroskopu Zeiss (Zeiss Axioskop 2

Plus, Zeiss, Némecko).

3.2.4. Statisticka analyza pouZzita pri redukci PNN pomoci 4-MU

Data jsou prezentovana jako primér + standardni chyba praméru (SEM), statisticka
vyznamnost byla analyzovdna pomoci SigmaPlot V13 (Systat Software Inc., USA) a
GraphPad Prism Software (8.0) s *p < 0,05, **p < 0,01, * **p <0,001.

3.3. Priprava a aplikace hydrogeli na potkanim modelu cerebralni léze

3.3.1. Decelularizace a priprava ECM hydrogeli z pupec¢niku

Pro ptipravu ECM hydrogelu z lidskych pupeéniki (UC-ECM) byly pupecniky ziskany od
zdravych donoSenych novorozencti po spontannim porodu s informovanym souhlasem darcti
za pouziti pokynii schvélenych Etickou komisi Fakultni nemocnice (Plzef, Ceska republika).
Asi 10—15 cm pupecni tkané bylo zmrazeno (>16 h pti -20°C), asepticky transportovano do

laboratofe a nasledné¢ rozmraZeno a pfi¢n€ nafezano na kousky (<0,5 cm délka). Kousky
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tkan¢ byly michany v lazni 0,1 M fyziologického roztoku pufrovaného fosfatem (PBS;
IKEM, Ceska republika) béhem 48 hodin pti 120 ota¢kach za minutu Pti 4 °C. PBS lazen
byla vyménéna tiikrat az pétkrat, nez byly kousky tkané namoceny v roztoku 0,02%
trypsinu, 0,05% EDTA (120 minut pfi 120 otackach za minutu, 37 °C) a poté v 0,1% kyselin¢
peroctové v 4,0% etanolové lazni (120 minut pfi 300 ot./min; Penta, Ceska republika) a v
sérii namaceni v PBS a v deionizované vod¢ (dH20O). Nakonec byly kousky tkané
lyofilizovany po dobu 24 hodin (FreeZone® 2,5; Labconco Corporation, USA) a
rozmélnény na prasek (Mini-Mill Cutting Mills; Thomas Scientific, USA). Pro aplikaci in
vivo byl praskovy ECM sterilizovan v etylenoxidu pti 37 °C pies noc.

Pro piipravu hydrogelti byly praskové vzorky ECM solubilizovany pomoci 1,0 mg/ml
pepsinu v 0,01 N HC1 (Sigma, Némecko) v koncentraci 10 mg ECM/ml a michany pii
pokojové teploté po dobu 48 hodin za vzniku roztoku pregelu (pH 2). Roztok pepsin-HCI-
ECM byl neutralizovan na pH 7,4 pomoci 0,1 N NaOH, pak izotonicky vyvazen 10xPBS a
zfedén 1xPBS na kone¢nou koncentraci 8 mg/ml, coz umoziuje gelovaténi in vivo (Ghuman
et al., 2016; Tukmachev et al., 2016). Pro vytvofeni hydrogelu byl neutralizovany pregel
ulozen pti 37 °C po dobu 45 min.

Pro vytvoteni zesitovaného ECM byl neutralizovany pregel udrzovan pfi teploté 37 °C po
dobu ~120 minut spolecné s genipinem (Sigma, Némecko) v koncentraci 1mM, ktery byl

solubilizovan v 50% DMSO, z ¢ehoz vznikl genipinem zesitovany hydrogel (ECM/G).

3.3.2. Charakterizace hydrogelu ECM

3.3.2.1. Utinnost decelularizace tkané

Absence bunéénych jader v decelularizovanych tkanich byla prokézana barvenim
hematoxylinem a eosinem (H&E). Jadra byla obarvena fluorescenénim barvivem 4',6-
diamidino-2-fenylindolem (DAPI, 1:1000; Invitrogen, USA). Dvojvlaknova DNA (dsDNA)
byla izolovéana z nativni a decelularizované tkané podle pokynii vyrobce (DNeasy® Blood
& Tissue Kit; Qiagen, Némecko) a kvantifikovana pomoci spektrofotometru (Nano-
Photometer® P-Class, USA). Obsah DNA byl normalizovan na po¢ateéni hmotnost suchého
vzorku. Pro kazdou nativni a decelularizovanou tkan byl test opakovan tiikrat. Délka paru
bazi zbytkové DNA byla stanovena na 2% agarézovém gelu (Sigma, Ceska republika)
obsahujicim 0,5% SYBR Safe DNA Gel Stain (Thermo Fisher Scientific, Nizozemsko) a
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vizualizovéna ultrafialovym prosvicenim za pouziti referencniho Zebtiku s 50 pary bazi (bp)

(Cleaver Scientific, UK).

3.3.2.2. In vitro charakterizace na bunécné kulture

3.3.2.2.1. Mezenchymalni kmenové burnky

Mezenchymalni kmenové buiiky (MSC) lidské kostni dfen¢ (hBM) byly ziskdny od
Bioinova, Ltd. (Ceska republika) a kultivovany, jak bylo popsano diive (Sponer et al., 2016),
v kompletnim médiu obsahujicim médium MEM Alpha (Lonza, Némecko), 5% lyzat
krevnich desti¢ek (Bioinova, Ltd., Ceska republika) a gentamicin (10 mg /ml; gentamicin
Lek®; Lek Pharmaceuticals, Slovinsko).

MSC derivované z lidské tukové tkané (hASC) byly ziskadny od zdravych dobrovolniki,
kteti podstoupili liposukci z estetickych diivodi a podepsali informovany souhlas.
Lipoaspirat byl opakované promyt v PBS a enzymaticky $tépen kolagendzou (0,3 PzU/ml,
Collagenase NB 6 GMP; Serva Electrophoresis GmbH, Némecko) pii 37 °C, centrifugovan
pii 1000 ot./min po dobu 5 minut a bunky byly kultivovany za standardnich podminek.
MSC Human Wharton's jelly (hWJ) byly odebrany z cerstvych lidskych pupecniki, jak je
popsano v ¢asti decelularizace tkani a ptiprava hydrogeld ECM.

Asi 10—15cm z pupecniku bylo asepticky transportovano do sterilniho PBS s antibioticko-
antimykotickym roztokem (Sigma) pii 4 °C. Po odstranéni krevnich cév byla zbyvajici tkan
nasekdna na malé kousky (1-2mm?) a pfenesena do 10cm kultivaénich misek Nunc
(Schoeller, Ceska republika) obsahujicich kompletni médium. V 10. den byly explantaty
odstranény z kultivacnich misek a zbyvajici adherentni bunky byly kultivovany po dobu 3
tydnti nebo do 90% konfluence.

hMSC byly kultivovany pii 37 °C a 5 % COz ve zvlh¢ené atmosfére; médium bylo ménéno
dvakrat tydné. Bunky ve tfeti pasazi byly analyzovany na povrchové markery a pouzity pro
hodnoceni ECM hydrogelu.

Pomoci pritokového cytometru (FACSAria™; Becton Dickinson, USA) byly oba typy MSC
analyzované na charakteristické povrchové markery a to: CD90, CD73, CD29, CD10, CD44
(Exbio, Ceska republika), CD105 (BioLegend, USA) a HLA ABC (BD Pharmingen, USA)
a negativni na CD14, CD34, CD45 (Exbio, Ceska republika), CD133 (Miltenyi Biotec,
USA), VEGFR2 (BioLegend, USA), CD31 a HLA-DR (Pharmingen, USA). Analyza dat
byla provedena pomoci softwaru BD FASCDiva.
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3.3.2.2.2. Lidské nervové kmenové bunky

Podminéné (conditionally) imortalizované lidské fetalni neuralni kmenové buiiky (NSC)
linie SPC-01 byly vytvotfeny z 8-mi tydnti staré lidské fetalni michy, jak bylo popsano diive
(Pollock et al., 2006). Buiiky byly kultivovany v baiikach pro tkanové kultury, Cerstvé
potazené lamininem (10 mg/ ml) v DMEM/F12 (Gibco, Life Technologies, USA) a doplnéné
lidskym sérovym albuminem (0,03 %; Baxter Healthcare Ltd., UK), lidskym apo-
transferrinem (100 mg/ml), putrescinem DiHCI (16,2 mg/ml), lidskym rekombinantnim
inzulinem (5 mg/ml), progesteronem (60 ng/ml), L-glutaminem (2 mM), seleni¢itanem
sodnym (40 ng/ml), 4-OHT (100 nM) (vSe od Sigma, Némecko), lidskym EGF ( 20 ng/ml),
lidskym bFGF (10 ng/ml) (PeproTech, UK) a primocinem 100 mg/ml (InvivoGen, USA) pfi

37 °C a5 % CO2 ve zvlh¢ené atmosfére.

3.3.2.2.3. Bunéény rist a proliferace

Pro stanoveni in vitro proliferace hMSC byly hydrogely ECM umistény do 96jamkové
desticky (90 pl/jamka) a nasazenymi bunikami (5000 bunék/cm2 ve 100 ul média). Buiky
nasazené na jamky bez hydrogelu (plast pro tkanové kultury) slouzily jako kontrola.
Bunééna proliferace byla méfena pomoci testu WST-1 (Roche, Némecko) po 1, 3, 7 a 14
dnech kultivace. 10 pl ¢inidla WST-1 bylo pfidano do kazdé jamky obsahujici 100 pl
kultivaéniho média a desti¢ky byly inkubovany po dobu 2 hodin pii 37 °C. Absorpce byla
mefena pomoci ¢tecky desticek Tecan Spectra pfi 450 nm. Kazdy typ hydrogelu byl
naockovan bunkami trojmo. Pro kazdy typ hydrogelu bylo provedeno Sest nezavislych
experimentl tfi Sarzi hydrogelu. Morfologie hMSC péstovanych na hydrogelech byla
zkouména imunofluorescenénim barvenim na aktinovd vldkna. Po fixaci ve 4%
paraformaldehydu v PBS po dobu 15 minut byly buniky promyty PBS a obarveny Alexa
Fluor 568 faloidinem (1:400; Molecular Probes, USA); jadra byla vizualizovana pomoci
fluorescenc¢niho barviva DAPI (1:1000; Invitrogen, USA).

Pro stanoveni biokompatibility zesitovanych hydrogeli byly hydrogely pipetovany do
96jamkové desticky (90 ul/jamka) a naockovany hMSC buitkami (5000 bun¢k/cm2 ve 100
ul média). Bunécna proliferace byla méfena pomoci testu Alamar Blue po 4 h, 3 dnech, 7

dnech a 14 dnech kultivace. Kazdy typ hydrogelu byl naockovan trojmo. Pro kazdou
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koncentraci bylo provedeno Sest nezavislych experimentt tfi Sarzi hydrogelu. Po 14 dnech

v kultufe byly bunky vizualizovany pomoci Live/Dead Barveni (Sigma, Némecko)

3.3.2.24. Riist a diferenciace neuralnich kmenovych bunék

Pro sledovani ristu a diferenciaci neurdlnich kmenovych bun¢k (NSC) byly tyto buiiky
nasazené v mnozstvi 100 000 bunék/cm?2 na kryci sklicka potazené lamininem (kontrolni
vzorek), nebo na UC-ECM hydrogelové disky, které byly vytvofené uvnitf valcové formy
s prumérem 0,8cm (Scaffdex, Finsko).

Po 7 a 14 dnech kultivace byly buniky fixovany ve 4 % paraformaldehydu v PBS po dobu 15
minut, promyty PBS a obarveny pomoci Alexa Fluor 568 faloidinu. Déle bylo provedeno
imunohistochemické barveni proti lehkym neurofilamentim (70 kDa) pomoci mySiho
monoklondlniho IgGl (NF70, 1:400; klon DA2, Merck Millipore, USA) a mySsiho
monoklonalniho IgG proti proteinu 2 asociovanému s mikrotubuly (MAP2, 1:1000; klon
AP20; Millipore, USA). Jadra byla vizualizovana pomoci fluorescen¢niho barviva DAPI
(1:1000, Invitrogen, USA). Snimky byly pofizeny pomoci konfokélniho mikroskopu Zeiss
LSM 5 DUO (Carl Zeiss, Microlmaging GmbH, Némecko).

Rist a diferenciace NSC na zesitovaném a nezesitovaném (ECM; ECM/G) byla
stanovovana pomoci suspenze 30 000 bun¢k SPC-01, které¢ byly nasazeny na sklenéné kryci
sklicka potazend lamininem nebo 200 000 bun¢k na ECM gely a kultivovana na 24jamkové
desticce s kultivacnim médiem po dobu 7 a 21 dna.

Bunky byly poté fixovany ve 4% paraformaldehydu v PBS po dobu 15 minut a promyty
PBS. Rast a diferenciace bunék SPC-01 byly analyzovany pomoci imunofluorescen¢niho
znaceni pro Alexa-Fluor 568 Faloidin (1:400; Molecular Probes, Eugene, OR, USA), glidlni
fibrilarni kysely protein (GFAP, 1:800; mysi monoklonalni IgG1 konjugovany s Cy3;
Sigma), beta-I1I-tubulin (1:1200; krali¢i monoklonélni IgG; Abcam, USA), NG2 chondroitin
sulfat proteoglykan (1:400; krali¢i polyklonalni IgG; Abcam, USA). Kozi anti-kralici IgG
(H + L) konjugovany s AlexaFluor 594 (1:400; Life Technologies, USA) byl pouzit pro
vizualizaci beta-IlI-tubulinu a protilatek NG2. Jadra byla vizualizovana pomoci
fluorescencniho barviva 4',6'-diamidino-2-fenylindol (DAPI) (1:1000; Life Technologies,
USA). Snimky byly potfizeny pomoci konfokalniho mikroskopu Zeiss LSM 5 DUO.
Bunéény rist byl stanoven z 10 ndhodnych zornych poli v kazdém gelu a analyzovéan pomoci

Image] (NIH, USA).
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3.3.2.2.5. Kultura explantatu dorzialnich kofenovych ganglii na UC-ECM

Ganglia dorzalnich kofenli (DRG) byla extrahovana ze ¢ty 3—5dennich potkani Wistar
(Velaz, Ceska republika). Michy byly vypreparovany a DRG z hrudnich a bedernich ¢asti
byly izolovany, umistény do studeného Hankova vyvéazeného solného roztoku bez
Ca2+/Mg2+ roztoku (Invitrogen, USA) a oCistény od perifernich nervovych vybézkti. DRG
explantaty byly poté umistény na UC-ECM hydrogely ve 24jamkovych destickach a
kultivovany v neurobazalnim médiu (Invitrogen, USA) doplnéném 2% B27 (Life
Technologies, USA), 2 mM L-glutaminem (Invitrogen, USA), 0,5 % NGF (50 ng/ml;
PeproTech), uridinem (17,5 mg/ml; Sigma) a primocinem (2 pl/ml; PeproTech) ve zvlhéené
atmosfére pii 37 °C a 5 % CO2. Médium bylo ménéno kazdé 3 dny. Po 7 dnech kultivace
byly DRG fixovany pomoci 4% paraformaldehydu v PBS po dobu 10 minut a obarveny
protilatkou anti-NF160 (klon NN18, 1:200; Sigma), sekundarni protilatku Alexa Fluor 488
(1:200; Invitrogen) a bunééna jadra (DAPI, 1:1000; Invitrogen). Fluorescen¢ni snimky byly
potizeny pomoci fluorescencniho mikroskopu Leica (Leica DMI 6000B) a softwaru
TissueGnostic (TissueGnostics GmbH, Némecko). Oblast extenze neuriti a nejdelsi délka
neuritii byly stanoveny pomoci specialniho zadsuvného modulu pro ImagelJ (Neuritel)

(Torres-Espin et al., 2014). Test hydrogelu byl opakovan tfikrat.

3.3.2.2.6. Axonovy rist na hydrogelech zesitovanych a nezesit'ovanych ECM;

ECM/G

Ganglia dorzélnich kofenli (DRG) byla vypreparovana z dospélych (2 mésice) samct
potkanti Wistar (Velaz, Ceska republika). Neurony byly disociovany 0,2% kolagenazou z
Clostridium histolyticum a 0,1% trypsinem (oba od Sigma, Némecko) a poté centrifugovany
pres 15% hovézi sérovy albumin (BSA, Sigma, Némecko). DRG byly kultivovany na
krycich sklickach potaZzenych hydrogely ECM a ECM/G (300 pl, koncentrace genipin 1
mM) v DMEM (ThermoFisher, USA) doplnéném penicilin-streptomycin-fungizonem (1 %,
Lonza, Svycarsko), ITS + (1 %), NGF (10 ng/ml) a mitomycinem C (0,5 pg/ml, vie od
Sigma, Ceska republika) po dobu 2 dnti. Buiiky byly fixovany 4% paraformaldehydem v
PBS a barveny anti-beta-III-tubulinem (1:1200; Abcam, UK) a kozim anti-mysim IgG Alexa
Fluor 488 (1:400, Life Technologies, USA) a zobrazeny na fluorescenénim mikroskopu

AxioCam HRc Axioskop 2 Plus (Zeiss, Némecko) s objektivem 20x a softwarem Imagel
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(NIH, USA). Pro analyzu bylo vypocteno procento neuronti s neurity del§imi nez télo buiky

ze 3 jamek a 3 nezavislych oblasti v kazdé jamce. Experiment byl opakovéan ttikrat.

3.3.2.3. Injekce hydrogeli UC-ECM do potkaniho modelu kortikalni

fototrombotické 1éze

Pro testovani biokompatibility hydrogelu UC-ECM in vivo byla vytvotfena fokalni mozkova
fotochemicka 1éze v motorickém kortexu u potkanii. Pro vytvofeni 1éze bylo zvife umisténo
do stereotaktického aparatu pod isofluranovou (3%) anestezii, fez na temeni hlavy byl
vytvofen ve stfedni ¢afe a perikranidlni tkan byla vypreparovana, aby se odhalila bregma.
Fokalni cerebralni ischemie byla provedena podle (Andérova et al., 2006) nasledovné:
Bengalské ¢ervei (Sigma, Ceské republika) byla injikovéana pies pravou stehenni Zilu (0,08
g/ml fyziologického roztoku; 1 pl/g hmotnosti zvitete) a lebka byla osvétlena nad primarnim
motorickym kortexem (2 mm rostralni a 2 mm pravostranné k bregm¢) pomoci svazku
optickych vladken zdroje studené¢ho svétla (KL 1500 LCD; Zeiss, Némecko) po dobu 10 min.
Kize ptrekryvajici lebku byla poté seSita. Sedm dni po fokalni cerebralni ischemii byl do
lebky zvitete vyvrtan maly otvor v misté 1éze a do 1éze bylo injikovano 10 ul UC-ECM (n=4)
nebo fyziologického roztoku (n=4)/ zesitovany ECM/G (n=5) a ECM (n=5) (do hloubky 2
mm) za pouZiti stifkacky Hamilton (Hamilton Company, Svycarsko) a stereotaktického

zafizeni.

Zvitata byla usmrcena 24h (kontrola, UC-ECM, ECM, ECM/G)/2 tydny (ECM, ECM/G) po
implantaci, pfedavkovanim anestezii a intrakardialné perfundovana 4% paraformaldehydem
v 0,1 M PBS. Mozky byly vyjmuty, fixovany ve 4% paraformaldehydu po dobu 10 dnti a

fezany ve zmrazeném stavu (-24 °C).

3.3.2.3.1. Analyza ECM derivovaného z lidskych pupeénikii

Korondlni fezy o tloust’ce 40 um byly obarveny pies noc pii teplote 4 °C na buné¢na jadra
pomoci DAPI (1:1000; Life Technologies, USA), mysi monoklonalni IgG pro CD68 (EDI,
1:150; Abcam, USA), kozi polyklonalni IgG pro CD206 (c-20; 1:250; Santa Cruz, USA),
nebo mys$i monoklonalni IgG1 pro COL-I (1:1000, COL-I; Abcam, USA) zfedéné v 0,1M
PBS obsahujicim kozi (nebo osli — v zavislosti na hostitelském organismu sekundérnich

protilatek) sérum (1 :10 oba; Sigma, Némecko) a Triton X-100 (0,1 %). Barvici roztok
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postradajici Triton X-100 byl pouZit pouze v piipadé extraceluldrniho antikolagenového
barveni. Jako sekundarni protilatky byly pouzity kozi anti-mysi IgG konjugovany s Alexa
Fluor 594 (1:400) pro COL-I, osli anti-mysi IgG konjugovany s Alexa Fluor 488 (1:400) pro
CD68 a osli anti-kozi IgG konjugované s Alexa Fluor 594 (1:400) pro CD206 (vse od Life
Technologies). Fluorescen¢ni snimky byly pofizeny pomoci konfokalniho mikroskopu Zeiss
LSM 5 DUO. Relativni poc¢et makrofagi v oblasti hydrogelu byl stanoven ze tfi nahodné

vybranych fezii pomoci objektivu 20x a softwaru ImageJ.

3.3.2.3.2. Analyza zesitovaného versus nezesittovaného ECM

Koronalni fezy o tloustce 40 um byly obarveny na bun&tna jadra pomoci DAPI (1:1000;
Life Technologies, USA), krali¢i monoklonalni IgG pro vimentin (1:200, Abcam), mysi
monoklondlni IgG1 pro CD68 (ED1; 1:150, Abcam) kozi polyklondlni IgG na CD206 (c-
20; 1:250, Santa Cruz, Heidelberg, Némecko) nebo mysi monoklonélni IgG1 na kolagen 1
(1:1000, COL-I, Abcam) ziedéné v 0,1 M PBS obsahujicim kozi (nebo osli) — v zavislosti
na hostitelském organismu sekundérnich protilatek) sérum (oba 1:10; Sigma) a Triton X-
100 (0,1 %) ptes noc pii 4 °C. Barvici roztok postradajici Triton-X byl pouzit pouze v
pripad¢ extracelularniho anti-kolagenového barveni. Jako sekundérni protilatky byly kozi
anti-mysi IgG konjugované s AlexaFluor 594 (1:400) pro kolagen I, osli anti-mysi IgG
konjugované s AlexaFluor 488 (1:400) pro CD 68 a osli anti-kozi IgG konjugované s
AlexaFluor 594 (1:400;) pro CD206 (vse od Life Technologies, USA). Fluorescencni
snimky byly potfizeny pomoci konfokdlniho mikroskopu Zeiss LSM 5 DUO. Relativni pocet
mikroglii/makrofagi (CD68+) a (CD206+) v oblasti obklopujici 1éze byl stanoven z fezi
nasnimanych fluorescenénim mikroskopem (Leica, Olympus Optical, Némecko) s pouZzitim
objektivu 20x a softwaru ImagelJ. Mnozstvi ED1 pozitivnich a CD206 pozitivnich
makrofagl bylo vztazeno k poctu vSech bunécnych jader obarvenych na DAPI v oblasti

obklopuyjici 1éze.

3.3.3. Statisticka analyza pouzita pri ECM

Data byla prezentovana jako primér + standardni chyba meéfeni SEM). Statisticka
vyznamnost byla analyzovana pomoci jednosmérné ANOVA s Tukeyho vicenasobnou
srovnavaci post hoc analyzou (GraphPad Prism, San Diego, CA, USA) s hladinou p <0,05

povazZovana za statisticky vyznamnou.
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4. Vysledky a diskuse

4.1. Modifikace ECM blokaci syntézy kyseliny hyaluronové

4.1.1. Neinvazivni podani 4-Methylumbelliferonu

PNN piedstavuji slibny cil Iécby pro mnohéd onemocnéni mozku nebo poranéni CNS. Proto
4-Methylumbelliferonu (4-MU), jakoZto inhibitor syntézy HA, mliZe mit Siroky potencial ve
funkéni modulaci struktur bohatych na HA. 4-MU je 1€k schvaleny pro klinické pouziti.
Denni peroralni davka ve vysi 1200 mg/den po dobu 3 mésict je u lidi dobie tolerovana,
nevykazuje zdvazné nezadouci u¢inky a rovnéz slouzi jako ddvka pouzivana pro zkoumani
novych indikaci 1éCiva (Nagy et al., 2015; Trabucchi et al., 1986). K dosazeni a udrzeni
ucinné koncentrace 1é¢iva v orgdnech jako je mozek, je vSak nutnad vyssi davka 4-MU
z divodu jeho rychlé clearance, coz znamena nizkou systémovou biologickou dostupnost
(<3 %) (Nagy et al., 2015). V této studii jsme pouzili peroralni davku ~6,7 mg/g/den (5 %
4-MU v krmivu), které bylo jiz diive prokazano jako dobfte tolerované a u¢inné terapeutikum

(Hedwich F. Kuipers et al., 2016; H. F. Kuipers et al., 2016; Nagy et al., 2015).

A CH,
Y 5
/R 4-methylumbelliferone
HO 0 0
B
N-acetylglukosamin Kyselina glukuronova N-acetylglukosamin Kyselina glukuronova
< UDP > <—— UDP/4A-MU —>
UDP- N-acetylglukosamin UDP-Kyselina glukuronova UDP- N-acetylglukosamin 4-MU-Kyselina glukuronova
I I
N-acetylglukosamin-f (1,4) glukuronova kyselina X
v s
hyaluronan hy an

Obr. 4 (4) Molekularni struktura 4-methylumbelliferonu (B) Mechanismus ucinku 4-MU na
blokaci vzniku kyseliny hyaluronové. 4-MU se vaze na kyselinu glukuronovou, cimz

zabranuje navazani UDP a vytvoreni hyaluronanu. (Nagy et al., 2015)
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Aby se zabranilo krmeni sondou, 4-MU bylo smichdno s krmivem s ¢okolddovou pfichuti a
jeho konzumace byla povolena ad [libitum. Abychom zabranili ubytku hmotnosti po
konzumaci 4-MU (H. F. Kuipers et al., 2016), kombinovali jsme 1é¢bu 4-MU s dietou s
vysokym obsahem tuku doporucenou pro hlodavce. Ukazali jsme, Ze vmichani 4-MU do
cokoladového krmiva je snadny a neinvazivni zplsob podéni 1éku zvifatim. Pouziti
c¢okoladové prichuté bylo rovnéz z divodu srovnatelnosti nasi studie s pfedchozimi pracemi

(H. F. Kuipers et al., 2016; Tsuchiya et al., 2020).

r

4.2. Testovani ucinki dlouhodobé 1é¢by 4-MU na mozek a jiné organy

4.2.1. 4-MU zlepSilo zachovani paméti v behavioralnim testovani

Ke zkoumani vlivu 4-MU na neuroplasticitu jsme pouzili sadu behavioralnich testa
zamétenych na kratkodobou pamét’. Behavioralni testy byly zahdjeny 2 mésice po 1€cbé 4-
MU a to z diivodu naSeho predeslého pozorovani u poranéni michy, kde se behavioralni
piinosy 1é€by 4-MU se objevuji az 6 az 7 tydnt po 1é¢bé (Kwok et al., 2021). Rozhodli jsme
se tedy zahdjit naSe behavioralni testovani 2 mésice po 1€cbé 4-MU.

Nejprve jsme zkoumali spontanni alternaci (SA) po 2 a 6 mésicich 1écby 4-MU (Obr. 5A).
Tento test je zaloZen na pocitani stiidani ve tfech po sobé jdoucich vstupech do ramen
labyrintu, které pfedtim nebyly navstiveny, ¢imz kvantifikuje ochotu hlodavcii zkoumat
nové prostiedi a také kratkodobou prostorovou pamét. Mezi skupinami nebyl pozorovan
zadny rozdil v celkové aktivité nebo alternaci. Tyhle vysledky naznacuji, Ze chovani mys$i
nebylo 1é€bou ovlivnéno. Poté jsme testovali rozpoznavaci pamét’ pomoci SOR testu po 2,
3 a 6 mésicich 1écby 4-MU a 1 mésic po 1é€bé. Tento test je zalozen na tendenci hlodavet
interagovat vice s novym nez se znamym piedmétem. Zvifata jsou testovana v rtuznych
casech po vystaveni objektiim, ¢imz se méfi pamétova perzistence. Ve vSech sledovanych
intervalech jsme pozorovali trend zlepSeni paméti, a zaroven signifikantni zlepSeni paméti
bylo zjisténo po 2 mésicich 1é¢by ve 3hodinovém intervalu ve srovnéni s kontrolni skupinou.
Rovnéz jsme videli signifikantni zlepSeni paméti po 6 mésicich 1éCby v intervalu po 24
hodinach ve srovnani s kontrolni skupinou a skupinou, ktera byla mésic po 1écb¢ (Obr. SB).
Obdobné pozorovani zlepSeni paméti po 24 hodinovém intervalu bylo diive pozorovano u
knock-outovanych mysi, kterym chybél gen Haplnl, ktery kdéduje spojovaci protein
nezbytny pro tvorbu PNN v CNS, a rovnéz po enzymatické degradaci struktur PNN pomoci
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chondroitindzy ABC v perirhindlnim kortexu (Romberg et al., 2013). NaSe vysledky
naznacuji, Zze peroralni 1é¢ba 4-MU by mohla prostiednictvim down-regulace PNN zlepsit
pamet’.

Abychom zjistili, zda je efekt 4-MU trvaly, provedli jsme SOR test mésic po ukonceni
6mésicni 1écby. Zjistili jsme, Ze u¢inek 4-MU po 1 mésici nepietrvavd a hodnoty v SOR
teste se vratili na skoére pred 1écbou. Zatimco vysokad Uroven neuroplasticity vyvolana
redukci PNN po 1é¢bé 4-MU usnadnuje uchovani paméti, nedostatek trvalych pamétovych
stop ve skupin€ mésic po 1é€be naznacuje, ze je vyzadovana konstantni nizka hladina PNN.
(Obr. 5B) Kromé toho vysledky také naznacuji zapojeni dalsiho mechanismu v fizeni paméti
pfi rozpoznavani objekti, ktery je nezavisly na PNN. Ukézalo se, ze HA reguluje obnovu,
proliferaci a diferenciaci nervovych kmenovych bun¢k v gyrus dentatus hipokampu (Su et
al., 2017). Je mozné, Ze pretrvavajici nizka hladina HA vyvoland prodlouZenym podavanim

4-MU brani hipokampalni neurogenezi, ktera je nezbytnd pro ziskavani a tvorbu paméti.
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Obr. 5 Test spontanni alternace, aktivity a spontanni rekognice

Test spontanni alternace (SA) a aktivity po 2 a 6 mésicich lécby pomoci 4-MU. (A) SA stejné
jako test aktivity neukazaly Zadné signifikantni zmeny po podani lécby 4-MU ve srovnadni s
kontrolnimi zviraty. (B) Test SOR byl proveden po 2/3/6-ti mésicich lécby 4-MU a poté po 1
meésic po lécbé (vymyti). Vyznamné zlepSeni skore SOR bylo zjisténo po 2 mésicich léchy ve
3 hodinovém intervalu u zvirat lécenych 4-MU ve srovnani se skupinou 1 mésic po lécbé.
Rovnez jsme pozorovaly signifikantni zlepseni ve 24 hodinovém intervalu po 6 mésicich
lécby ve srovnani s kontrolni skupinou a stejné tak skupinou zvirat 1 mésic po léché.

SOR skore kleslo na kontrolni urovern po 1 mésici vymyvani, coz naznacuje, ze ucinek 4-MU
je docasny. *p<0,05; **p<0,01, jednosmerna ANOVA; Tukeyho vicendsobny srovndvacit

test.

4.2.2. 4-MU sniZuje mnozstvi GAG v CNS

Pro urceni u¢inku systémové 1é€by 4-MU na syntézu HA, jsme nejprve zkoumali miru
snizeni GAG v CNS. HA patii do rodiny GAG, ktera také zahrnuje heparin/heparansulfat,
chondroitin sulfat, dermatansulfat a keratansulfat. Analyzu a izolaci GAG jsme provedli
podle naseho uz diive publikovaného protokolu (Lin et al., 2011). Lécba pomoci 4-MU vedla
k vyznamnému snizeni celkovych GAG o 50 % v miSe a 28 % v mozku (Obr. 6) ve srovnani
s mySmi, které byly krmeny kontrolnim krmivem. Vyraznéjsi snizeni GAG v miSe mohlo
byt zpusobeno rozdily v metabolismu HA mezi mozkem a michou. Vysledky vsak potvrzuji,

ze peroralni 1éEba 4MU by mohla u¢inné snizit hladinu HA v CNS.
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Obr. 6 Léecba 4-MU vedla ke snizeni GAG v CNS. Celkovy obsah GAG (ug/mg) byl
normalizovan na mnozstvi GAG u kontrolni skupiny mysi. Léecba 4-MU vedla k vyznamnému
snizeni celkoveho GAG jak v mise (ze 100% na 49,93% = 3,99 %, p=0,0127), tak i v mozcich
(ze 100 Y%ona 72,46 % £4,51 %, p= 0,0300). V misSe byla pozorovana vyraznéjsi redukce nez
v mozku (50,07 % vs. 27,54 %) (n=3), Studentiiv t-test, dvoustranny padr.

4.2.3. Podavani 4-MU zredukovalo mnoZstvi PNN v oblasti hipokampu

Jiz diive bylo prokdzano, Ze rozpoznavaci pamét souvisi s hipokampem a pfilehlymi
kortikdlnimi oblastmi vCetné entorhindlniho, perirhinalniho a parahipokampalniho kortexu,
které se podileji na normalni funkci paméti (Baxter, 2010). V piedchozich 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).

Tyto struktury jsou vysoce integrované, kdy perirhinalni kiira je zapojena do rozpoznavani
objekti v kratkych retencnich intervalech, zatimco hipokampus je spojen hlavné s
prostorovou navigaci a pii kodovani, konsolidaci a ziskavani neprostorové paméti véetné
paméti pro rozpoznavani objektl. Zkoumali jsme tedy U¢inek 4-MU na expresi PNN v

hipokampu.
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4.2.3.1. Imunohistologicka vizualizace PNN pomoci WFA

V nasi studii jsme potvrdili snizeni PNN po 1écbé 4-MU v hipokampu. Pro zobrazeni PNN
jsme pouzili barveni pomoci WFA, kter¢ selektivné oznacuje zbytky N-acetylgalaktosamin-
beta-1 glykosaminoglykani v ECM, ¢imz jsme nejprve vyhodnotili U¢inek 4-MU na
intenzitu PNN a celkovy pocet neuroni nimi obklopenych (Obr. 7A). Zatimco celkovy

pocet WFA pozitivnich neuronti ztistava podobny, dochazi k vyznamnému poklesu intenzity

WFA kolem tél neuronii jak ve skupiné lécené 6 mésici 4-MU, tak ve skupiné, ktera byla
mesic po 1écbé (Obr. 7B)
A
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Obr. 7 (A) Reprezentativni snimky imunofluorescencniho barveni WFA v CA1-CA3 oblasti
hipokampu u kontrolnich mysi, mysi léecenych 4-MU po dobu 6-ti mesicit a mysi 1 mésic po
lécbe (WOE-wash out effect- efekt vymyvani). (B) Intenzita barveni WFA a celkovy pocet
bunek pozitivnich na WFA stanoveny v oblasti hipokampu (CAI1-CA3). Vyznamny pokles
intenzity barveni WFA byl pozorovan po 6 mésicich léecby 4-MU a pretrvaval i 1 mésic po
lécbe ve srovnani s kontrolni skupinou (n= 4 na skupinu) ***p<0,001; jednosmerny test

ANOVA. WOE — vymyvaci efekt. Méritko: 50 ym.
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4.2.3.2. Imunohistologicka vizualizace PNN pomoci agrekanu

Agrekan patii mezi CSPG, a je pfitomen téméf ve vSech PNN-pozitivnich neuronech
v mozku, kde tvofi integralni strukturu PNN pomoci vazby na HA fetézce prostfednictvim
Haplnti (Galtrey et al., 2008; Kwok et al., 2011). Pfedchozi studie prokézaly zmény v
dendritické délce a arborizaci neuronti béhem plasticity. Abychom prozkoumali ucinek 4-
MU na dendritickou plasticitu, provedli jsme imunohistochemické barveni na agrekan a
kvantifikovali jsme dendritickou arborizaci PNN kolem jednotlivych neuront v hipokampu
(Obr. 8). Analyza jednotlivych hipokampalnich neuront pomoci barveni agrekanem po 6
meésicich 1é¢by odhalila snizeni plochy a objemu PNN kolem neuronti a rovnéz délky PNN
kolem dendritu (Obr. 8A-C). Analyza arborizace neuront také zjistila snizeni dendritické
slozitosti pokrytych PNN, coz je reflektovano v poctu arborizacii, uzli a konct dendrit
(Obr. 8D-F). Podobné jako u barveni WFA se barveni agrekanem kolem neuronii
neobnovilo ani jeden mésic po ukonceni 1écby 4-MU (Obr. 8C). Tyto vysledky ndm
potvrdily, ze HA je zékladni slozkou pro tvorbu PNN a ze inhibice syntézy HA vede k
vyznamnému snizeni morfologie PNN v hipokampdalnich neuronech. Tato studie byla
zamétfend na hipokampalni oblast CA2/CA3 s nejvyraznéj$im agrekanovym zbarvenim, a

proto ucinek 4-MU na PNN v jinych oblastech musi byt potvrzen v budoucich studiich.
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Obr. 8 (4-C) Zobrazeni neuronii s obarvenymi PNN pomoci agrekanu v hipokampalni
oblasti CA2/CA3 u (A) kontroly, (B) 4-MU po 6-ti mésicich lécby, (C) skupine 1 mésic po
lécbe 4-MU (WOE)

(D-F) Priklady trasovani PNN u (D) kontrol, (E) po 6-ti mésicich lécby 4-MU a (F) 1 mésic
po lécbe 4-MU

Sipky v A, B, C zndzoriuji PNN neuronii trasovanych v D, E, F. WOE-washout effect.
Meévitko: (A-D) 50 um, (E, F): 20 um.
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Obr. 9 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. (n = 4 na skupinu, 40 neuronu na zvire) ***p<0,001,** p<0,01, *p<0,05, Kruskal

Wallisiiv test, ndasledovany Dunnovym testem vicendasobného srovnani.
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Nase vysledky naznacuji korelaci zlepSeni rozpoznéavaci paméti a snizeni PNN po 6 mésicich
1écby 4-MU. Toto zjisténi také souhlasi s predchozi studii, ktera prokazala, ze zlepSeni
rozpoznavaci paméti souvisi s redukci PNN v hipokampu a jeho ptfidruZzenych oblastech,
jako je perirhinalni kortex (Romberg et al., 2013). Také je tfeba poznamenat, ze velka cast
mozkové ECM existuje jako difizni kompartment a kondenzovana ECM vcetné PNN
predstavuje maly podil z celkového ECM. Systémova inhibice HA pomoci 4-MU, ktera
postrada specificitu, mize proto také zpisobit zménu u difuzni ECM. V této studii
systémova inhibice HA zptsobila snizeni PNN, coz korelovalo se zvySenou retenci paméti.
Na druhou stranu mésic po ukonceni 1écby 4MU utlum PNN stale pretrvaval, zatimco efekt
zlepSujici pamét’ zmizel. To naznacuje, Ze je do fizeni paméti pro rozpoznavani objektt
zapojen dal$i mechanismus nezavisly na PNN, ale souvisejici s ECM. Jiz dfive bylo
prokéazano, ze HA a jeji receptor CD44 reguluji hipokampalni neurogenezi a prostorovou
pamét’ zavislou na hipokampu (Raber et al., 2014; Su et al., 2017). Je proto mozné, ze
pretrvavajici nizkd hladina HA vyvoland prodlouzenym podavanim 4-MU brani
hipokampalni neurogenezi, kterd je nezbytna pro ziskavani a tvorbu paméti. Tato data
naznacuji, Ze na zotaveni plasticity po 1é¢bé 4-MU mohou byt krom& PNN zapojeny 1 dalsi

faktory.

4.2.4. Zmény genové exprese sledované pomoci RT-qPCR

Pro zkoumani vlivu 1écby 4-MU na expresi genti souvisejicich s metabolismem HA (has1-
3, hyall-3, tmmem?2), signalizaci (CD44) a neuroplasticitou (ngf, gria2, syp), jsme pouzili
RT-gPCR analyzu (Obr. 10).

HA je syntetizovana transmembranovymi enzymy HASI-3 a vytlatovdna na bunécny
povrch, kde pfi interakci s jinymi rozpustnymi molekulami PNN tvoti PNN strukturu (Kwok
et al., 2010). Kazd4 izoforma HAS vykazuje rizné enzymatické aktivity a riizné pozadavky
na bunécnou zasobu UDP-cukr in vivo. Zdéa se, ze HASI produkuje nizkou hladinu
hyaluronanu v bunikdch s nizkym obsahem nukleotidovych cukr, HAS3 produkuje HA
vysokou rychlosti 1 pfi minimalnim obsahu substratu (Rilla et al., 2013) V mozecku jsou
HAS2 a HAS3 produkovany cerebelarnimi neurony obklopenyma PNN (Carulli et al.,
2006). Na druhé stran¢ bylo prokazano, Ze genetické ablace syntézy HA v mozku geneticky
modifikovanych mysi Has3—/— neodhalila Zadné detekovatelné zmény ve struktufe nebo
sloZzeni PNN (Arranz et al., 2014), coZ by mohlo byt zptisobeno kompenzacni regulaci jinych
HAS. In vitro 1é¢ba 4-MU snizila biosyntézu HA a expresi HAS2 a/nebo HAS3 v rliznych
rakovinnych bunéénych liniich (Kultti et al., 2009; Saito et al., 2013), kostni dfeni
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(Goncharova et al., 2012) nebo lidskych kloubnich chondrocytech (Ishizuka et al., 2016).
V nasi studii jsme pozorovali snizeny trend exprese has3 ve skupiné mysi 1é¢ené 4-MU po
dobu 6-ti mésicli a vyznamné sniZzeni ve skupiné 1 mésic po 1é¢be. Exprese ostatnich
izoforem hasl a has2 a rovnéz HA degradujici enzym hyal3 nebyla detekovana (Obr. 10).
Kromé toho jsme také pozorovali vyznamné sniZzeni exprese receptoru pro HA, CD44. Tato
data podporuji predchozi studii, kde 4-MU reguluje expresi HAS (Rilla et al., 2013) a
metabolismus HA vedouci ke snizené tvorb&é PNN.

U dalsich klicovych slozek PNN (acan, bcan, ncan, vcan, tnc), doslo k vyznamnému snizeni
exprese mRNA u neurocanu (ncan) po 6 mésicich 1écby 4-MU a rovn€z meésic po 1écbé.
Neurocan je jednim z klicovych CSPG vézajicich HA v PNN a je silnym inhibitorem
neuronalni a gliové adheze a vyrtstani neuritd. SniZeni mnozstvi ncan by mohlo potencialné
vést k tolerantnéjsimu prostiedi, které podporuje neuroplasticitu. Pro sledovani ac¢inku 4-
MU na souvisejici down-regulaci PNN a ECM pfti synaptické plasticite, jsme urcili také
expresi pro nervovy ristovy faktor (ngf), AMPA-selektivni glutamétovy receptor 2 (gria2)
a synaptofyzin (syp). Pozorovali jsme signifikantni down-regulaci syp po 6 mésicich 1écby
4-MU. Pro gria2 byla down-regulace pozorovédna jak ve skupiné lécené 4-MU, tak ve
skuping, ktera byla mésic po 1écbé. Tyto vysledky naznacuji, ze uc¢inek 4-MU na mozkovou
ECM byl dlouhodoby a nedochézi k obnové struktur PNN, ani na Girovni genové exprese ¢i

na urovni proteint, a to ani 1 mésic po ukonceni 1€¢by.
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6 meésicni lécba 4-MU
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Obr. 10 mRNA exprese vybranych genii po (4) 6 mésicich lécby 4-MU a (B) I mésic po
ukonceni lecby. Vyznamné zmény exprese byly pozorovany u neurokanu (ncan),
glutamatového ionotropniho receptoru AMPA typu podjednotky 2 (gria2), synaptofyzinu
(syp), (CD44) po 6 mésicich lécby a u syntazy kys. hyaluronové typu 3 (has3), ncan a CD44
ve skupinée 1 mésic po lecbé ve srovnani s kontrolni skupinou. (kontrola n=4), (4-MU n=)),
(1 mésic po léecbe n=4). * p < 0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; ****p<0,0001 vs. kontrola,

jednosmerna ANOVA; Student-Newman-Keulsova metoda.
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4.2.5. Histopatologicka analyza vybranych tkani po dlouhodobé 1é¢bé 4-MU

Kromé své nosné a lubrikacni funkce v chrupavce plni HA fadu fyziologickych funkei v téle.
Systémova inhibice syntézy hyaluronanu pomoci 4-MU (10 mg/g télesné hmotnosti) u mysi
s deficitem apolipoproteinu E interferovala s ochrannou funkci endotelidlniho glykokalyxu,
usnadiovala adhezi leukocytl, ¢imZ podpofila nédsledny zanét a progresi aterosklerdzy
(Nagy et al., 2010). Naruseni produkce pomoci HA intravendzni injekce 4-MU (100ul 3mM
roztoku) snizilo hematopoetickou aktivitu in vitro a snizilo migraci transplantovanych
hematopoetickych kmenovych/progenitorovych bunék do difené ozafenych mysi
(Goncharova et al., 2012). Na druh¢ strané 4-MU snizilo prozanétlivou aktivaci kloubnich
chondrocytl a explantati chrupavky in vitro prostfednictvim mechanismu nezavislého na
HA (Ishizuka et al., 2016) nebo zmirnilo zanétlivou reakci na modelu mysi artritidy (3
mg/g/den) a v lidskych revmatoidnich synovidlnich fibroblastech (Yoshioka et al., 2013).
Navzdory nékolika studiim o podavani 4-MU na riznych modelech experimentalnich
onemocnéni, stale chybi systematickéd histopatologicka studie zabyvajici se potencidlnimi
vedlejSimi ucinky vysokych davek 4-MU. V soucasné studii jsme navodili dlouhodobou
nespecifickou inhibici syntézy HA systémovou lécbou 4-MU v dévce ~6,7 mg/g/den. Davka
vychazi z ptedchozi publikace (Nagy et al., 2015), ale je mnohem vys$si nez schvéalena davka
hymerchromonu k 1é¢b¢ zluCovych spazmii. Pozoruhodné je, Zze LD50 4-MU pro peroralni
podani bylo hlaseno 2850 mg/kg u mysi a 6200 mg/kg u potkant (Bethesda (MD), 2021).

Navzdory ptekroceni hlaSené oralni LD50 (u mysi) vice nez dvakrat, zadné zvife béhem
6mési¢niho krmeni v nasi studii nezemielo a nebyly sledované zddné zjevné behavioralni
nasledky, coZ naznacuje mnohem vyssi snaSenlivost peroralniho podani 4-MU, nez bylo
diive uvadéno v databazi Pubchem. Aktudlni LD50 pro mysi je uvadéna z roku 1968
(Lontane et al., 1968) kde priprava léCiva a necistoty mohly vést k pozorovanému rozdilu.
V nasi studii jsme pouzili farmaceuticky 4-MU (5 % w/w), ktery se v n€kolika ptedchozich
studiich ukazal jako tolerovatelny, napt. na modelu roztrousené sklerozy (Mueller et al.,
2014), osteoartrozy (Tsuchiya et al., 2020) a diabetu (Sunkari et al., 2015). Na zaklad¢é nasich
udaj a nedavnych studii je nepochybné nutné ptehodnotit LD50 pro peroralni davku 4-MU
u mysi. Abychom urcili potencialni negativni efekt systémového podavani 4-MU na rizné
tkané a jejich funkce, provedli jsme histopatologickou analyzu chrupavky, sleziny, jater a
ledvin. Pomoci rotarodu a testu uchopu po 6 mésicni 1é¢be jsme sledovali, jestlize

dlouhodobé¢ systémové podavani 4-MU muize poskodit chrupavky, coz by mnélo dopad na
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pohybové schopnosti sledovanych mysi. Vysledky pouzitych motorickych testt (rodarod a
test sily uchopu) ukazuji, Zze zvifata nemnéli problém s motorikou. V obou testech jsme
nezjistili zadné rozdily v rovnovaze, koordinaci, motorickém pldnovani a ovladani ptednich

koncetin mezi 1é¢enou a nelécenou skupinou (Obr. 11).
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Obr. 11 (A) Test sily uchopu a (B) rotarod test. (C) Vysledky mezi kontrolni a lécenou
skupinou neukazaly zadné zmeny v sile uchopu prednich koncetin ani motorickych funkci po

6 mésicich lécby. (kontrolan = 4) (4-MUn = 8§)

Ackoli vrotarod testu ani testu Uchopu nebyl pozorovan Zzadny motoricky deficit u
sledovanych jedincii, pti histopatologické analyze jsme pozorovali zmény ve struktufe
chrupavky u mysi lécenych 4-MU a to atrofii hyalinni chrupavky, kde byly pozorovany

kostni trabekuly s rezidualni, intermitentné¢ se regenerujici hyalinni chrupavkou (Obr. 12).
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C kontrola

Obr. 12 Obarvena kloubni chrupavka Alcianovou modri. (A, C) Kloub v kontrolni skupiné
mysi je pokrytej standardné silnymi hyalinnimi chrupavkami. (B, D) Po lécbé 4-MU je
pozorovana atrofie hyalinni chrupavky a trabekuly se zbytkovymi, intermitentné se

regenerujicimi hyalinnimi chrupavkami. Meritko: A, B: 100 um, C, D: 10 um

Ve slezin¢ (Obr. 13B) jsme pozorovali extramedularni hematopoézu a zndmky anémie u
skupiny lécené 4-MU, coz by mohlo naznacovat kompenzaci narusené krvetvorby v kostni
dreni po 1écb¢ 4-MU, popsané v (Goncharova et al., 2012). V jatrech kontrolnich zvitat i
zvitat 1écenych 4-MU byla detekovana steatdza i extramedularni hematopoéza (Obr. 13C),
coz bylo pravdépodobné zplisobeno vysokym obsahem tuku v pouzitém krmivu (1,25 %
cholesterolu), které jsme pouzili ke snizeni Ubytku hmotnosti zvitat pti lé€beé 4-MU (H. F.
Kuipers et al., 2016). V ledving jak u kontrolni, tak u 1é¢ené skupiny nebyly zjistény zadné
patrné zmény glomerult a tubuli (Obr. 14).
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Obr. 13 lustrativni HE barveni sleziny (A, B) a jater (C) u kontroly (A, C) a po 6-ti mésicich
lécby 4-MU (B). (A) Normalni pohled na slezinu u kontrolniho zvirete. (B) Po lecbé 4-MU
byl pozorovan mirné snizeny obsah erytrocytii se znamkami extrameduldrni hematopoézy ve
sleziné (Cerna sipka). (C) Lehka steatoza (C-Cervend Sipka) s extrameduldrni hematopoézou
(C-Cerna Sipka) byla detekovana v jatrech v kontrolni, tak ve 4-MU skupiné (ilustrativni

obrazek). Meritko: A, B 100 um, C 10 um
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Obr. 14 [lustrativni HE barveni ledvin u kontroly a po 6 mésicich lécby 4-MU. Mezi
kontrolni a lécenou skupinou nebyly zjistény zadné vyznamné zmeny glomerulti a tubulu.

Meritko: 100 um

Histopatologické pozorovani pfi uziti tak vysoké davky 4-MU prokazovalo spiSe mirné
komplikace a celkové dobrou toleranci 1éCiva.

Dlouhodoba systémova lécba 4-MU po dobu 6ti mésict vedla k atrofii chrupavky, ktera ale
neovlivnila motorické funkce. M¢ly by byt provedeny dalsi studie, které by systematicky
prozkoumaly vSechny potencialni nezadouci u¢inky 4-MU v jinych orgéanech, a to napiiklad

v jatrech, slezing ¢i kloubech, a to i v dlouhodobéjsim intervalu 1écby.

4.3. Pouziti ECM vytvoiené z lidskych pupecnikii ve fototrombotické 1ézi

Obnova architektury a funkci nervové tkané hraje klicovou roli v 1é€be poranéného
centralniho nervového systému (CNS). Pro rekonstrukci poskozené nervové tkané bylo
vyvinuto a implementovano n¢kolik strategii na zvifecich modelech. Jednou z téchto
strategii je premosténi léze pomoci biomimetického leSeni, které je schopno vyplnit dutinu
1éze a poskytnout potfebné mikroprostredi pro remodelaci nervové tkang.

Jako tkanové leSeni pro opravu nervové tkané byly pouzity rizné syntetické a ptirodni
hydrogely (Bellamkonda et al., 1995; Geller and Fawcett, 2002; Kubinova and Sykova,
2012; Schmidt and Leach, 2003) ale tyto materialy obvykle nedokazou napodobit komplexni
strukturu a slozeni nativni tkdné. Decelularizované tkané¢ mohou byt transformovany na
leseni ptirodniho piivodu a v rtiznych aplikacich pouzité v tkaniovém inzenyrstvi (Spang and
Christman, 2018). Tyto biologické nosice, slozené z nativni extracelularni matrix (ECM),
maji mnoho vyhod, v€etné 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 formé
hydrogelt klinicky pfijatelnéj$i, nebot’ tyto materialy si zachovéavaji svou biologickou
aktivitu v kombinaci s vyhodou moznosti injek¢éni aplikace a in situ polymerizace.
Injikovatelné ECM hydrogely z riznych tkani 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 2z praseci a lidské tkané. ECM z lidskych pupeénikl byla posléze implantovana do
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fototrombotické 1éze, kde byla sledovana jeji degradace a imunogenicita. Rovnéz jsme se
zaméfily na degradaci vytvofeného materidlu a jeho stabilizaci pomoci kovalentniho

zesitovani genipinem.
4.3.1. Priprava UC-ECM z lidskych pupe¢nikii

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 tkané lidského ptivodu se snadnou dostupnosti, bez jakychkoli etickych
nebo regulacnich opatieni. Vzhledem k vysokému mnozstvi kyseliny hyaluronové, ktera
zpusobuje masivni bobtnani tkdni navazovanim vody, vyzadoval decelulariza¢ni postup UC-
ECM vice promyvacich kroktt v dH20 a PBS k dukladnému odstranéni bunék z ECM.
Dulezité bylo zjisténi, Ze michani tkdné v trypsin/EDTA bylo nezbytnym krokem k
dosazeni gelovaténi vysledného ECM hydrogelu (Obr. 14AB).

Obr. 14 (4) UC-ECM po procesu decelularizace. (B) UC-ECM ve formé hydrogelu.
(C) Reprezentativni obrazky ze skenovaci elektronove mikroskopie UC-ECM, UB-ECM, SC-
ECM a B-ECM. Meritko predstavuje 1 um.
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UC-ECM byla uspésné decelularizovana s miniméalnim bunénym obsahem v skeletu
Barveni H&E a DAPI potvrdilo nepiitomnost rezidudlnich bunéénych jader (Obr. 15A).

Ptedchozi studie (Crapo et al., 2011; Ghuman et al., 2016; Leung et al., 2012) ukazuji, ze
DNA obsazena v ECM by neméla piekrocit 50 ng/mg tkan¢, aby nedoslo k vyvolani imunitni
reakce u piijemce. N4a§ protokol decelularizace UC zajistil uc¢inné odstranéni bunck a
vysledna UC-ECM obsahovala <50 ng nebo zadnou rezidudlni dsDNA, a proto splnila
zékladni pozadavek pro klinickou aplikaci. Rovnéz jsme decelularizovali 1 praseci tkan, a to
konkrétné¢ mocovy méchyt (UB- urinary bladder), michu(SC- spinal cord) a mozek (B-
brain), z kterych jsme pak vytvofili ECM pro porovnani uUc¢innosti nové vytvoieného
materialu z lidského pupecniku s materialy pouzitymi v ptedeslych studiich (DeQuach et al.,

2010; Medberry et al., 2013).

Obsah DNA

HE&E

DAPI

DAPI

Obr. 15 (A) Prvni fada: H&E barveni (zleva doprava) rezu UC, UB, michy (SC) a mozku
(B) pred decelularizaci. Druha rada: H&E barveni UC-ECM, UB-ECM, SC-ECM a B-ECM
po decelularizaci. Treti radek: DAPI barveni na DNA (zleva doprava) UC, UB, SC a B rezu
thané pred decelularizaci. Ctvrty Fadek: Barveni DAPI na obsah zbytkové DNA v UC-ECM,
UB-ECM, SC-ECM a B-ECM. Meéritko predstavuje 50 um. (B) kvantifikace dsDNA.
Teckovana cara ukazuje maximdalni povolené mnozstvi dsDNA (50 ng/mg) na mg suché

hmotnosti. Data jsou zobrazena jako priimer — standardni chyba priimeéru, n=3.
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Fetalni a novorozenecké tkané obecné obsahuji vysoké hodnoty GAG (Leung et al., 2012) ,
coz jsme také pozorovali v derivované pupecnikové UC-ECM, kterd vykazovala velky
obsah téchto molekul, zahrnujicich taky chondroitin sulfaty, heparin, heparan sulfat a
kyselinu hyaluronovou. GAG obsahnuté ve vytvorené UC-ECM jsme zobrazily pomoci
barveni alcidnovou modii (Obr. 16A) Stejné tak byly sledovany molekuly kolagenu (Obr.
16B), lamininu (Obr. 16C) a fibronektinu (Obr. 16D). Tyto molekuly mohou vézat cytokiny

a ristové faktory, jako je bFGF, coz mize také piispivat k rekonstrukci nervové tkané.
(Crapo et al., 2012; Badylak, 2004; Horn et al., 2007; Seif-Naraghi et al., 2012; Wang and
Spector, 2009)
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Obr. 16 (A) Barveni alcianovou modri pro kyselé mukopolysacharidy v lidske UC-ECM,
praseci UB-ECM, SC-ECM a B-ECM. (B) Imunohistochemicka lokalizace kolagenu, (C)
lamininu a (D) fibronektinu. Méritko predstavuje 100 um. (E) Obsah kolagenu a (F) sGAG
na mg suché hmotnosti jednotlivpych ECM pomoci kolorimetrickych cinidel. Data jsou
zobrazena jako prumér — standardni chyba prumeéru. *p<0,05,**p<0,01, n=3. sGAG,
sulfatovany glykosaminoglykan.
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4.3.2. Potvrzeni bunééné proliferace a podpora neuronového ristu in vitro a

biokompatibility in vivo na modelu fototrombotické 1éze

Pro zjisténi kompatibility nami vytvofeného UC-ECM jsme material testovaly in vitro ve 4
typech testll, a to proliferace a chemotaxe hWJ-MSC, hBM-MSC a hASC, podpora
proristani neuritl za pouziti explantatovych kultur z potkanich DRG a urceni neuronové
diferenciace NSC na UC-ECM. Rovnéz jsme sledovali kompatibilitu UC-ECM v mozkové
tkani in vivo pomoci aplikace UC-ECM do fototrombotické 1éze v potkanim modelu.

Z nékterych studii vyplyva, ze ECM nosi¢, ktery je odvozen z ptivodniho typu tkéng,
nachéazejici se v misté poranéni, mize mit jedinecné slozeni molekularnich slozek pro
indukci konstruktivni tkanove specifické remodelace. Napiiklad srde¢ni ECM prokazalo
schopnost poskytovat tkdnove specifické podnéty pro rust a diferenciaci srde¢nich bunék
(Wang and Christman, 2016). Rovnéz ECM ze skeletalniho svalu specifického pro tkan
odhalilo lepsi vysledky pti 1é¢be 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 Ginky na in vitro
rust neuritd (Crapo et al., 2012; Leung et al., 2012), nebo in vivo neurotrofické vlastnosti pii
opravé poranéni michy (Tukmacheyv et al., 2016). Pti sledovani proliferace jsme v nasi studii
pomoci eseje WST-1 po 1/3/7 a 14 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 obéma skupinami (Obr. 17).
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Obr. 17 (A) Porovnani proliferace hBM-MSC, (B) hASC, (C) a hWJ-MSC na lidskée UC-
ECM, praseci UB-ECM, SC-ECM, B-ECM a kontrolni TCP na 1, 3, 7 a 14 dni s pouzitim
cinidla WST-1. Rychlost proliferace byla hodnocena na spektrofotometru a zndzornéna jako
opticka hustota. (D) Morfologie proliferujicich hWJ-MSC na UC-ECM, (E) UB-ECM, (F)
SC-ECM a (G) B-ECM byla zndzornéna po 14 dnech. Data jsou zobrazena jako

stredni — standardni chyba prumeéru. Meéritko predstavuje 50 um. *p <0,05,

**p <0,01, #p <0,001, n = 6. hASC, bunky stromatu odvozené z lidské tukové tkane; hBM-
MSC, lidské mezenchymalni kmenové buniky izolované z lidské kostni diené; hWJ, lidské
Whartonovo Zelé; TCP, plast pro tkanové kultury.

Pro sledovani migrace jsme pouZzili migracni esej, kterd prokazala chemotaktickou aktivitu
a stimulaci migrace pomoci UC-ECM pro vSechny typy MSC.

V dal$im testu jsme se snaZili ovéfit schopnost ECM hydrogelti podporovat preriistani
neuritl na DRG explantatovych kulturach z potkani michy. Po 7 dnech kultivace neurity
husté vycnivaly z tél DRG bez signifikantnich rozdiliit v délce nebo plose neuritd mezi

hydrogelem a Matrigelem, ktery slouzil jako pozitivni kontrola (Obr. 18).
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Obr. 18 Chemotakticke viastnosti hydrogelit ECM zkoumané pomoci xCELLigence ® RTCA
DP Cell Invasion and Migration Assay ukazujici migraci (A) hBM-MSC, (B) hASC a (C)
WJ-MSC smérem k UC-ECM, UB-ECM, SC -ECM a B-ECM 6 hodin po naockovani.

Vysledky jsou normalizovany ke kontrole (kultivacni médium bez doplnkii) (n = 5).
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(D) Kultivace explantatu DRG na hydrogelu UC-ECM barveném DAPI a NF160. DRG byly
kultivovany po dobu 7 dnit na UC-ECM a Matrigelu a nejdelsi délka neuriti (E) a plocha
neuritu (F) byly urceny pomoci NeuriteJ ImageJ plug-in. Data jsou zobrazena jako priumér
— standardni chyba priméru, (n = 3). Meritko predstavuje 200 pum. DRG-ganglion

dorzalnich koreni misnich.

V minulych studiich se ukazalo, Ze jedine¢né slozeni a mikrostrukturdlni rysy ECM maji
vliv na fizeni bunécného ristu a vyvoje (cell fate) nebo morfologii (Bonnans et al., 2014).
Abychom sledovali neurotrofické vlastnosti hydrogelu UC-ECM, ur¢ili jsme nervovou
diferenciaci kultury NSC. NSC rostli na hydrogelu UC-ECM a po 7 dnech vykazovaly
expresi ¢asného neuronalniho markeru NF70 (Obr. 18). Zarovei je tieba poznamenat, Ze na
rozdil od rozptylenych NSC kultivovanych na krycich sklickach potazenych lamininem,
maji NSC péstované na hydrogelech UC-ECM tendenci rlst v odliSnych shlucich s
ohrani¢enymi hranicemi. Po 14 dnech v kultuie NSC proliferovaly a diferencovaly se na

neuronové bunky pozitivni na neuronalni marker MAP2 (Obr. 19C).

kontrola UC-ECM UB-ECM SC-ECM B-ECM

Obr. 19 (A) Rust a diferenciace NSC linie SPC-01 na krycich sklickach potaZenych
lamininem (kontrola) a na UC-ECM, UB-ECM, SC-ECM a B-ECM. Imunobarveni na
neurofilamenta NF70 a DAPI po 1 tydnu v kulture, (B) phalloidin a DAPI po 2 tydnech v

NF70/DAPI >

O Phalloidin/DAPI 00

MAP2/DAPI
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kulture a (C) MAP2 a DAPI po 2 tydnech v kulture. MéFitko 50um. NSC-neurdlni kmenovda
burika.

4.3.3. In vivo hodnoceni ECM hydrogelu

Nakonec jsme in vivo prokazali gelaci a biokompatibilitu UC-ECM na potkanim modelu
fototrombotické 1éze, kde jsme injekéné aplikovaly 10ul hydrogelu do fokalni ischemické
léze vytvofené v motorické kuie potkana. Jak je ilustrovano na Obr. 20AB na barveni
kolagenem a DAPI po 24 hodinach, UC-ECM vytvofil uvniti 1éze kompaktni hydrogel, ktery
byl vysoce osidlen endogennimi bunkami. Hostitelské makrofagy byly pievladajicim
bunéénym typem piitomnym v 1ézi a také UC-ECM byla husté infiltrovana rezidentnimi
makrofagy s ptevladajicim fenotypem podobnym M2-buniky CD206+ (75,7 % £ 5,0 % vSech
infiltrujicich bun¢k v gelu, n = 3). (Obr. 20C)
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Obr. 20 Koronalni Fezy mozku ilustrujici gelaci in vivo a bunécnou infiltraci hydrogelu UC-
ECM 24 hodin po implantaci do fototrombotické ischemické léze v motorické kiire potkana.
(A, B) Fyziologicky roztok (kontrolni léze, prvni fada) a UC-ECM hydrogel (druha rada)
byly injikovany do mista léze 7 dni po indukci léze. (A) Barveni na bunécna jadra (DAPI).
Meritko predstavuje 1 mm. (B) Barveni na DAPI (modrd) a kolagen I (Cervend). Méritko
predstavuje 500 um. (C) Infiltrace makrofagii do kontrolni léze a hydrogelu UC-ECM je
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znazornena barvenim EDI (zelend) a CD206 (Cervend). Bunécna jadra byla obarvena na
DAPI (modra). Teckovand cara ukazuje hranici léze a intaktni mozkovou tkan, hvézdicka

predstavuje misto léze. Meéritko predstavuje 20 pm.

Fenotyp makrofagii podobny M2 byl také nalezen pomoci SC-ECM a UB-ECM hydrogelu
u potkaniho poranéni michy (Tukmachev et al., 2016) a UB-ECM injikovaného do krysich
dutin stfedni cerebralni ischemické 1éze (Ghuman et al., 2016). M2-pozitivni makrofagova
infiltrace v reakci na acelularni ECM pozitivné korelovala s konstruktivni remodelaci
hostitelské tkan¢, zatimco fenotyp M1 vedl k ukladani husté pojivové tkané a zjizveni tkané
v del$im casovém obdobi (Badylak, 2014; Brown et al., 2009). Tyto vysledky rozsituji dfive
popsané¢ ECM hydrogely a prokazaly UC-ECM jako snadno dostupny material lidského

puvodu, ktery poskytuje vhodné mechanické a bioaktivni vlastnosti vhodné pro opravu CNS.

4.4. Stabilizace UC-ECM hydrogeli za pomoci sit'ovani genipinem

Kontrola degradace skeletu ECM je nezbytna pro proces konstruktivni remodelace tkané,
protoze degradujici biomateridl je postupné nahrazovan endogennimi buiikami, které
vytvareji novy funkéni ekvivalent ECM na rozdil od zjizvené tkané (Kubinova, 2017).

V nasi pfedchozi studii jsme pfipravili a charakterizovali ECM hydrogel odvozeny z lidské
pupecni $itliry a zjistili jsme, Ze je srovnatelny s ECM hydrogely odvozenymi z CNS a non-
CNS prasecich tkani (Koci et al., 2017). Jak bylo ukdzano v nasich piedchozich studiich, a
navzdory vyhodnym bioaktivnim vlastnostem, vykazuji fyzikaln€ zesitované hydrogely
ECM slabou strukturalni stabilitu a rychlou in vivo degradaci pfi aplikaci do akutni nebo
subakutni 1éze CNS, coz zase omezuje jejich pouziti pro aplikaci in vivo. RovnéZ jsou pii
zanétlivych stavech implantované hydrogely ECM rychle naplnény rezidentnimi bunikami,
coz vyrazn¢ zrychluje rychlost degradace skeletti na bazi ECM (Tukmachev et al., 2016).
Zpomalujici degradace miize také prodlouzit ptitomnost bioaktivni matrice ECM v 1ézi CNS
a umoznit tak rezidentnim buitkdm a axonti repopulaci ECM leseni, coz umozni remodelaci
tkan¢ a funk¢ni premosténi 1éze. Naro¢ny problém pii aplikaci biomateriali pro neuralni
regeneraci predstavuje degradovatelnost ECM v misté aplikace. Z téchto diivodua se hledaji
netoxické, biokompatibilni a reprodukovatelné techniky k prodlouzeni a kontrole
degradovatelnosti ECM hydrogelii. Abychom tento problém vyfesili, v této studii jsme se
zamérili na zvyseni odolnosti hydrogelt ECM proti degradaci in vivo kovalentnim

zesitovanim pomoci genipinu a vyhodnoceni proveditelnosti zesitovanych materiala in vitro

71



se zamé&fenim na jejich biokompatibilitu a podporu vyvoje neurontl. BéZnou metodou pro
snizeni degradace rtiznych biomateriald je jejich chemické sitovani. Formaldehyd nebo
glutaraldehyd jsou béZnymi €inidly pouzivané pro stabilizaci ECM (Schoen et al., 1988; Xi-
xun et al., 2008) nicméné vysoka cytotoxicita a potencialni indukce zanétlivé reakce brani
pouZziti téchto sloucenin jako implantatl v nervové tkani (Schmidt and Baier, 2000; Speer et
al., 1980). Z tohoto divodu bylo jako kandidat pro zlepSeni stability ECM hydrogelt
vybrano necytotoxické sitovadlo genipin (Sung et al., 2003, 1998).

Genipin je pfirodni sit'ujici nizkotoxicka latka pochézejici z plodl gardénie. Tato molekula
je bézné uzivana diky své nizké cytotoxicit¢ jako stabilizator struktury, napf. kolagen,
zelatina, chitostan nebo ECM matrice (Ma et al., 2014; Macaya et al., 2011). Vaze proteiny
nebo peptidy, jako je kolagen, ktery je nejvyznamnéjsi slouceninou ECM. Tato latka dokaze
premostit volné aminoskupiny lysinovych nebo hydroxylysinovych zbytkii rGznych
polypeptidovych fetézcli monomernimi nebo oligomernimi sitovymi vazbami v kolagenu
(Macaya et al., 2011; Sung et al., 2003, 2001, 1998). Kromé¢ toho se skelet ECM sklada z
podstatného mnozstvi glykosaminoglykanti a také dalSich proteinti, které mohou tvoftit dalsi
substrat pro proces sitovani (Koci et al., 2017). Ke stabilizaci skelett ECM bylo zesit'ovani
genipinem pouzito uz v predeslych studiich v hydrogelu myokardu (Wassenaar et al., 2016),
decelularizované miSe (Jiang et al., 2013) nebo v decelularizovanych $tépech z celych jater
(Wang et al., 2016), kde se ukdzalo, ze ma niz8i cytotoxicitu a in vivo imunogenicitu, nez
jejich protéjSky oSettené glutaraldehydem. Kromé toho mé genipin fadu klicovych
antidepresivni ucinky, které této slouceniné poskytuji terapeuticky potencial pro
onemocnéni CNS (Li et al., 2016). Z téchto diivodti jsme v nasi dalsi studii opét pouzili ECM
odvozeny z lidskych pupecnikd, kterou jsme zesit'ovali genipinem pro zlepSeni strukturalni
stability a vyhodnotili jsme schopnosti ziskanych materiald pro opravu nervové tkane.
Nase prace navazovala na piedeslou studii, a proto ovéteni biokompatibility in vitro jsme
stanovovali pomoci proliferace lidskych mezenchymalnich kmenovych bun¢k (MSC),
axonalniho rastu disociovanych neuronti z dorzalnich kofenovych ganglii dospélych
potkant a rtistu a diferenciace lidskych fetalnich nervovych kmenovych bunék. Pro ovéteni
vlastnosti zesitovanych hydrogell in vivo sme materidl testovali opét na modelu subakutni
fototrombotické kortikalni ischemické 1éze u potkant, kde byla potvrzena gelace in situ a

rovnéz prodlouzena retence zesitovanych hydrogelt.
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V na$i predchozi studii jsme charakterizovali strukturu a sloZeni hydrogelu ECM
derivovaného z lidského pupecéniku, ptfi¢emz bylo stanoveno mnozstvi celkového kolagenu
(543 pg/mg suché hmotnosti ECM) a glykosaminoglykant (6,6 pg/mg suché hmotnosti
ECM) (Koc¢i et al.,, 2017). Slozeni hydrogelu ECM potvrzuje piedchozi zavéry o
chemickych slouceninach ECM (Koc¢i et al., 2017; Ungerleider et al., 2016). Proteiny
detekované v ECM jsou hlavné fetézce kolagenu alfa-1(I), alfa-2(I),alfa-1(III) a alfa-1(I1),
které byly relativné zesileny v ECM ve srovnani s nativni tkani. Na druhou stranu proces
decelularizace vede k ubytku jinych typt kolagenu, jako je kolagen alfa-1(IV,V,VL,XI,XII)
fetézec, kolagen alfa-2(IV,V,VI,XI) fetézce nebo kolagenového alfa-3(VI) fetézce, stejné
jako k podstatnému snizeni fibronektinu, Fibrilinu-1, 2, tenascinu a podjednotky beta-1 a
gama-1 lamininu. Nékteré z cytoskeletalnich nebo cytoplazmatickych proteint, jako je Actin
pro hladkou svalovou aortu, cytoplazmaticky aktin 2, myosin-11, filamin-A,
tropomyosinovy beta fetézec a alfa-1 ftetézec, kaveolin-1, myosin-10 a 9 byly stéle

zachovany v ECM matrici, ale ve velmi nizkém rozsahu.

4.4.1. Bunecna proliferace v piitomnosti genipinu a zesitovaného ECM/G

Pti vyvoji injikovatelnych hydrogeld je davka sitovaciho ¢inidla omezena jeho toxicitou,
protoze hydrogely ECM se musi zesit'ovat in situ bez moznosti vymyti piebytku sitovacich
¢inidel z matrix. Pro vyhodnoceni toxicity a uc¢inku sitovacich ¢inidel na bunécnou
proliferaci byly v kultufe MSC byly rtizné koncentrace volného genipinu piidané do
kultivaéniho média testovany po 1, 4 a 7 dnech kultivace, Jak je ziejmé z Obr. 21A,
proliferace MSC se vyznamné¢ snizila, kdyZz koncentrace genipinu v kultivatnim médiu byla
5 mM a vyssi.

Rovnéz jsme sledovali proliferaci MSC nasazenych na hydrogely zesitované pomoci
ruznych koncentraci genipinu (ECM/G). Proliferace byla sledovéna po 3, 7 a 14 dnech
kultivace (Obr. 21B). Vyznamné sniZeni buné¢né proliferace v porovnani s nezesitovanym
ECM bylo zjisténé na ECM hydrogelech zesitovanych s koncentraci genipinu stejnou nebo
vys$i nez SmM. Také bylo zjisténo, Ze koncentrace sitovaciho ¢inidla 1 mM byla shledana
biokompatibilni a bez vyznamnych G¢inkl na proliferaci MSC. Tato koncentrace poskytla
vyznamnou odolnost hydrogelu ECM vici degradaci in vitro bez Skodlivého uéinku na
bunécnou proliferaci, axonalni puceni a rist a diferenciaci nervovych kmenovych bunék.
Podpora zesiténych ECM hydrogeli pro neuralni kmenové buitkky a MSC mé velky vyznam

jako dikaz neuro-podporujicich vlastnosti hydrogeltt ECM a také pro pfenos bunék, protoze
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bylo prokdzano, Ze tyto typy bunék zvysuji terapeuticky ptinos ECM (Tukmachev et al.,
2016; Zaviskova et al., 2018). Je ziejmé, ze cytotoxicky ucinek zesitovanych hydrogelt
nastava pfi vyssi koncentraci genipinu nez v ptipad€ volnych sitovacich ¢inidel, které byly
pridavané do kultivaéniho média a cytotoxicky ucinek vyssich koncentraci genipinu je s
nejvetsi pravdépodobnosti zplisoben zbytkovymi nebo nenavazanymi sitovacimi ¢inidly
v matrix. Uginek zesitovéani genipinu na zvyseni mechanické pevnosti ECM hydrogelu byl
dale potvrzen sldbnouci kontrakci hydrogelu po naockovani MSC ve 3D kultufe. Kontrakce
matrixu po osazeni MSC nebo jinych typti bun¢k podobnych fibroblastiim piedstavuje bézny
jev pro materialy na bazi kolagenu, ktery mize zatézovat schopnost matrice vyplnit dutinu
1éze(Medberry et al., 2013). Sitovani s 1| mM genipinem vyznamné¢ snizilo kontrakci ECM
bez ovlivnéni zivotaschopnosti MSC, a tak zlepSilo schopnost hydrogelu ucinné vyplnit 1éze
v kombinaci s MSC.
A
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Obr. 21 Proliferace MSC v rozlicnych koncentracich (A) volného genipinu a na hydrogelech
ECM/G zesitovanych riznymi koncentracemi genipinu (B). Bunécna proliferace byla
hodnocena pomoci testu Alamar Blue. Data jsou normalizovana na pocatecni hodnoty
ziskané na zacatku experimentu na nezesitovanem ECM, které byly nastaveny jako 100%
Zivotaschopnost bunék (teckovana zadkladni cara), (*p < 0,05, **p < 0,01 vs. nezesitovany

ECM, n=6).
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Obr. 22 (A) Kontrakce hydrogelovych disku ECM a ECM/G zesitovanych riiznymi
koncentracemi genipinu, 4 hodiny, 24 hodin a 48 hodin po 3D naockovani pomoci MSC (5
x 105 ve 200 ul hydrogelu). Kontrakce je vyjadiena jako procento piivodni plochy
hydrogelového disku (*p < 0,05, **p < 0,01 vs. nezesitovany ECM, n = 3). (B)
Zivotaschopnost MSC nasazenych v hydrogelech ECM a ECM/G zesitovanych s riiznymi
koncentracemi genipinu, po 4 hodinach, 24 hodindach a 48 hodinach po naockovani 3-D

bunék. Zivotaschopnost je vyjadiena jako procento pivodni Zivotaschopnosti bunék v

nezesitenem ECM (*p < 0,05, **p < 0,01 vs. nezesiteny ECM, n = 3).
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Schopnost MSC rust z povrchu do hydrogeliu ECM byla pozorovana po 1 tydnu kultivace
(C-E) kdy bunky vytvorily propojenou 3D sit' v nezesitenem ECM, stejné jako v ECM/G

zesitovaném 1 mM genipinem.

4.4.2. Vliv sitovani na axonalni rist a na rist a diferenciaci nervovych kmenovych

bunék

Stejné jako v predesl¢ studii jsme sledovali G¢inek zesitovaného ECM/G hydrogelu s 1 mM
genipinem pomoci analyzy axondlniho ristu senzorickych neuroni, tentokrat izolovanych z
dospélych DRG. Procento neuront, které vykazovaly axonalni rtst, bylo mnohem nizsi nez
na krycich skli¢kach potazenych lamininem, na druhou stranu nebili pozorovany vyznamné

rozdily mezi nezesitovanym ECM a ECM/G (Obr. 23).
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Obr. 23 Axonalni rist disociovanych neuronii ganglii dorzalnich korenit dospélych potkanii

(DRG) na hydrogelech ECM, ECM/G s koncentraci genipinu 1 mM. (A—B) DRG kultura na
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ECM hydrogelech barvenych na beta-1lI-tubulin. (C) Procento bunék s neurity delSimi nez
telo bunky. Meéritko predstavuje 50 um (n = 3)

Proliferace nervovych kmenovych bunék (linie SPC-01) byla hodnocena po 1 a 3 tydnech
kultivace na nezesitétném ECM a ECM/G (1 mM). Hodnoty hustoty bun¢k na riznych
hydrogelech ECM se v obou ¢asovych intervalech vyznamné neliSily. Diferenciace SPC-01
pak byla analyzovana po 3 tydnech v kulture. Buitky SPC-01 se $itily z klastrti a pokryvaly
velké plochy na hydrogelech a byly pozitivni hlavné na hranicich Sificich se klastrti na
neuronalni marker beta-III-Tubulin. MenSina bun¢k byla také pozitivni na astrocytarni
marker GFAP (Obr. 24). Diferenciace na oligodendrocyty nebyla pozorovana. V intervalu
3 tydnt byly pouze jednotlivé bunky pozitivni na NG2, bud’ na ECM hydrogelech nebo na

krycich sklickach potazenych lamininem (nezobrazeno).

B | ]

Obr. 24 Nervové kmenové bunky (SPC-01) kultivované (A,E), na krycich sklickach
potazenych lamininem, (B,F) nezesitované ECM, (C,G) ECM/G . Bunky byly obarveny (A-

D) GFAP (¢ervenad) a DAPI (modra) nebo (E-H) beta-I1I-tubulin (cervend) a DAPI (modra).
Meritko: 50 um.
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4.4.3. 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 piedeslé prace (Koci et al., 2017) injikovali hydrogely in situ do fokalni ischemické
1éze vytvotrené v motorické kiife potkana. ECM a ECM/G vytvorili gely v misté implantace,
které byli infiltrovany hostitelskymi bunkami. Rovnéz bylo sledovano zvySeni retence
zesitovaného hydrogelu ECM/G po dobu 2 tydnti od injekce in situ v porovnani s ECM bez
genipinu. V minulych studii je zndmo, Ze pfi in vivo aplikaci zesitovaného ECM kolagenu
byla vyvoland prozanétlivd odpoveéd, jakou je napt. aktivace makrofdgi a zvySeni
uvoliiovani prozanétlivych cytokint, kdy sila neptiznivé reakce hostitele zavisi na mire
zesitovani.(Delgado et al., 2015). Proto pro stanoveni zanétlivé reakce v okoli 1éze oSetfené
ECM a ECM/G hydrogelem byl po 2 tydnech analyzovan relativni pocet
mikroglii/makrofagl pozitivnich na CD68 (ED1) a CD206 (ED2) v oblasti obklopujici 1éze
(Tab. 1). Mezi skupinou ECM a ECM/G nebyly nalezeny Zadné vyznamné rozdily v
relativnim poc¢tu ED1 i CD206 pozitivnich bunék, coz naznacuje, Ze genipinové zesitovani

hydrogelu ECM nezvysilo zanétlivou reakci v ischemické kortikalni 1ézi.

Tab. 1 Procento EDI a CD206 pozitivnich bunék v oblasti léze po injekci ECM a ECM/G

do ischemické kortikalni léze. (n = pocet zvirat).

ECM ECM/G
ED1 (% cell number) 33.84+£1.09 (n=5) 35.56 £3.17 (n=135)
CD206 (% cell number) 28.05+2.97 (n=15) 30.09+1.91 (n=5)

V této studii reakce makrofagii neodhalila Zddné vyznamné zmény, které by naznacovaly
zvySenou imunogenicitu ECM/G ve srovnani s nezesitovanym ECM. Kromé toho byla
prevalence CD206+ makrofagii podobnych M2 zjisténa jak ve skupinach ECM, tak ECM/G,
podobné jako v naSich piedchozich studjich (Koci et al., 2017; Tukmachev et al., 2016). To
naznacuje, Ze pti vystaveni zanétlivému prostfedi subakutni ischemické kortikalni 1éze byla
biokompatibilni koncentrace zesitovani genipinem (1 mM) U¢innd pro gelaci in situ a
prodlouzeni odolnosti hydrogelu ECM bez zvySeni zanétlivé reakce. Jak je zndzornéno na
Obr. 25A,E na barveni kolagenu, ECM 1 ECM/G vytvoftily po 24 hodinach kompaktni
hydrogel uvniti 1éze a ten byl osidlen hostitelskymi bunikami, jako jsou fibroblasty nebo
makrofagy. Pozoruhodna infiltrace bunék pozitivnich na vimentin byla pozorovana v

hydrogelech ECM 1 ECM/G (Obr. 25B,F). Degradace ECM a hydrogelu ECM/G pak byla
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stanovena 2 tydny po implantaci. Zatimco nezesitény ECM degradoval (Obr. 25C), ECM/G
byl stale detekovan v 1ézi bez jakékoli znamky zesilené zanétlivé reakce fibrotického
zjizveni (Obr. 25G). Z nasich vysledku je ziejmé, Ze zesitovani genipinem u¢inné zvysilo
retenci hydrogelu ECM v 1€zi, zatimco postupna degradace byla ziejma v okolni tkéani, kde
byly fragmenty ECM/G vysoce infiltrovany hostitelskymi buitkami. Bohuzel jsme kvili
ktehkosti oblasti 1éze nebyli schopni provést kvantitativni analyzu, ktera by odhalila

hydrogelovy efekt na kavitaci a bunécnou infiltraci (Obr. 25D,H).

2 tydn

ECM

ECM/G

Obr. 25 Koronalni Fezy mozku ilustrujici gelaci a bunécnou infiltraci hydrogelii ECM (A-
D) a ECM/G (E-H) in vivo, v intervalech (4,B,E,F) I den a (C,D,G, H) 2 tydny po injekci
do fototrombotické ischemické léze v motorickém kortexu potkana. (A,C,E,G) Barveni na
kolagen I (cervena) a bunécna jadra (DAPI, modra). (B,F) Barveni na vimentin (zelend) a
DAPI (modra). (D,H) Infiltrace makrofagu (ED1, zelend) do léze pomoci (D) nezesiteného
ECM hydrogelu a (H) ECM/G 2 tydny po injekci hydrogelu do oblasti léze. Bunécnd jadra
byla obarvena na DAPI (modra). Teckované ctverecky v C, G ukazuji plochu zobrazovanou

v D, H. Meévitko: (A,E,C,G) 100 um, (B,D,F,H) 50 yum.
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5. Zavér

Tato prace sleduje roli extracelularni matrix v modifikaci funkci nervové soustavy jak
pomoci inhibice syntézy hyaluronanu po systematickém podani 4-Methylumbilliferonu, tak
i moznosti pouziti ECM jako podptrného leseni po poranéni mozkové tkané.

Extracelularni matrix (ECM) je struktura vypliujici mezibunéény prostor ve vSech typech
tkani. V mozku tvoti 20% obsahu a vyskytuje se jak v difuzni, tak i v kondenzované podob¢.
Tato sit’ mé nejen podpiirnou a strukturalni funkeci, ale 1 aktivné zasahuje do fyziologickych
1 patologickych procesti v CNS. Je dilezitou komunika¢ni cestou mezi neurony a gliovymi
buiikami. Krom¢ ionti a jinych anorganickych molekul obsahuje makromolekuly,
syntetizované v neuronech a gliovych bunikach. lontové prosttedi ECM neni stale, zavisi na
neuronové aktivité a obsahuje difundujice neuroaktivni latky, které se vazou i na mimo-
synaptickych vysoce afinitnich vazebnych mistech neuronti, axonli a gliovych bun¢k. Pfi
zkoumani vlivu systémového pouziti 1éCiva perordlni davkou 6,7mg/g/den po dobu 6ti
meésict 1écby a mésic po jejim ukonceni jsme pozorovaly jak v behaviordlnim testovani
paméti, tak 1 pomoci imunohistologie a analyzy genové exprese, zmény poukazujici na
snizeni mnozstvi PNN siti v mozku i miSe.

Behavioralni testovani paméti bylo provadeéno po 2/3/6 mésicich a mésic po ukonceni 1écby.
Sice jsme nepozorovaly rozdily v testu spontanni alternace, ani v aktivité sledovanych
jedinct, ale v testu, zaméteném na kratkodobou pamét’ (SOR) jsme sledovali trend zlepSeni
paméti ve vSech sledovanych intervalech. Zaroveil byl pozorovany signifikantni rozdil
v 24hodinovém intervalu mezi skupinou testovanou po 6 meésicich a to jak vici kontrolni
skupiné, tak 1 skupiné mésic po 1é€bé. Tyto vysledky naznacuji, Ze G€inek 4-MU neni
permanentni a ¢asem upada.

Imunohistochemickd analyza rovnéZ podpoftila nasi hypotézu moZnosti ovlivnéni PNN
pomoci 4-MU. Barveni neuronii na WFA i agrekan neukazovali sniZzeni po¢tu neuronil
obklopenych PNN, ale intenzita barveni na WFA byla vyssi u kontrolni skupiny v porovnani
se skupinou 1é¢enou 6 mésict, tak i skupinou 1 mésic po 1écbé. Podobné vysledky jsme
pozorovali pti analyze délky a plochy neuront pokrytych PNN pfi barveni na agrekan. Tady
jsme rovnéz pozorovali vyznamni redukci PNN u skupiny lécené 6 mésict, tak 1 u skupiny
mesic po 1écbé.

Imunohistologické vysledky PNN po mésici 1écby ukézali, Ze sit€ nebyli obnoveny po
mesiénim intervalu po vysazeni léciva, i kdyz jsme pozorovali behavioralni zmény

v pamétovych testech, kdy se vysledky vratili na uroven kontrolni skupiny.
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Dlivod miZe byt ten, Ze PNN nejsou jedind struktura, ktera se projevuje na zménach chovani
pii testovani paméti a mize to znamenat urcitou kompenzaci jinych systémi
v neuroplasticite.

Rovnéz genova analyza ukazovala zajimavé vysledky, hlavné v jednom sledovaném genu a
to CD44, coZ je receptor pro HA. Po 6 mésicich 1é¢by jsme sledovali signifikantni pokles
tohoto receptoru, zatim co 1 mésic po vysazeni 1éCby byl tento gen signifikantné up-
regulovan. Toto pozorovani také naznacuje, ze 1écba 4-MU nemé permanentni G¢inky a po
jeji vysazeni se receptory pro HA zacinaji obnovovat.

Zaveérem této prace jsme sledovali negativni ucinky systémové 1écby na motorické
schopnosti mysi a histologickou analyzu vybranych organt, a to hlavné kloubt.

Diivodem bylo, Ze peroralni 1écba 4-MU, ktery neselektivné inhibuje HAS, kdyZ je podavana
systémov¢, mize blokovat tento enzym v tkanich, coz mtize zptisobovat rizné defekty.
Zam¢tily jsme se hlavné na motoriku, z divodu velkého mnozstvi HA v této struktute.
Motorické testy sice neprokazaly zddné zmény po 1éCby, ale histologickd analyza kloubt
poukazovala na atrofii chrupavky. V zbylych sledovanych organech (slezina, jatra, ledviny)
jsme nepozorovaly zadné zadvazné zmény, které by poukazovali na vysokou toxicitu dané
1é¢by 1 pii tak dlouhodobém uzivani.

Ve druhé studii, zamétené na ECM jsme vytvofili materidl pomoci decelularizace lidské
pupecnikové tkané. Jak bylo ukazano v predeslych c¢astech této prace, vékem nartsta
zesitovani ECM v disledku neenzymatické glykace proteinti (Semba et al., 2010) a ukladani
tukové tkan¢ a fibrozy. Rovnéz pfi pouziti xenotransplantati existuje riziko vzniku imunitni
odpovédi hostitele proti implantované tkani ¢i struktute. Jako vhodné feSeni se nabizi pouziti
fetalni tkané z lidskych pupecnikt. Tato moznost fesi oba predeslé problémy se stafim tkané
arovneZ s xenotransplantaty a je ziskatelnd pomérné€ jednoduse a bez etickych problémt.

V prvnim kroku jsme vytvofili hydrogel UC-ECM z pupecéniku, kterého vlastnosti byli
porovnané se 3 hydrogely derivovanymi z prase€ich tkani, kterych vlastnosti byli potvrzené
uz v predeslych studiich. Tento hydrogel byl sledovan jak in vitro kde bylo prokazana
podpora proliferace WJ-MSC (derivované z pupecniku), podpora proristani axonli a
neurdlni kmenové buiky, které rostli na hydrogelu UC-ECM a po 7 dnech vykazovaly
expresi casného 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, ze hydrogely derivované¢ z ECM
jsou relativné rychle degradovany, jsme se snazili najit zpiisob stabilizace, ktera by

zachovala pozitivni vlastnosti ECM a zaroven degradace by byla redukovana. Pro tento cil
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jsme si vybrali genipin, ktery kovalentné situje 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 nepotlacoval buné¢nou proliferaci
MSC, prorastani axonl ani diferenciaci NSC. Rovnéz v in vivo aplikaci in situ do
fototrombotické 1éze jsme pozorovali gelovani, infiltraci hostitelskymi makrofigy a
existenci gelu ve vytvorené 1ézi jesté po 2 tydnech od implantace.

V uvedenych studiich byl m{j ptinos jak piipravé a navrhu realizace dil¢ich studii, tak po
realizaéni  strance, a to v behaviordlnich analyzach, pfipravach  vzorkd,
v imunohistochemickém a histochemickém vyhodnocovani dat, a mikroskopickych a

molekularnich analyzach.
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6. Souhrn

ECM je nejen podptrna fyzikalni struktura nervové soustavy a jinych tkani, ale podle
poslednich poznatki je to aktivni systém, zapojujici se do celkové homeostazy a funkce
tkani. Rovnéz hydrogely vytvoiené z extracelularni matrix jsou schopné, po jejich aplikace
do mista zranéni nebo 1éze, modulovat odpovédi nervového systému, V nervové soustave
je mozné¢ jeji modifikaci na rtiznych trovnich ménit a tym modulovat aktivitu, motilitu 1
imunitni odpovéd’ organismu na riizné 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 prokézéan jak behaviordlnim testovanim, tak imunohistochemickou a molekularni
analyzou. Pfi zkoumdni motorickych funkci jsme nepozorovali rozdily mezi 1éenou a
nelécenou skupinou a rovnéz pii analyze organli jsme nezaznamenali patologické zmény,
které by mohli byt zplisobeny systémovou inhibici HA v organismu. V dalsi ¢asti 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 zpiisob netoxického kovalentniho zesitovani pomoci 1mM genipinu. UC-ECM 1
G-ECM nevykazovali negativni u¢inky na MSC proliferaci a axondlni rist senzorickych
neuroni DRG in vitro a rovnéz vykazovali stabilni gelaci in situ po aplikaci do
fototrombotické 1éze in vivo. Stejné€ tak jsme pozorovali kompaktni strukturu gelu v 1ézi 14

dni po aplikaci ECM/G infiltrovanou hostitelskyma makrofagy, coz naznacuje, ze kovalentni

-----
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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 G-ECM 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 G-ECM infiltrated by host macrophages, suggesting that covalent stabilization

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