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Abstrakt

Poranéni patefni michy patfi mezi nejvice devastujici poranéni, kterd mohou ¢loveka
postihnou. Poskozené axony nemohou regenerovat ze dvou hlavnich divodu. Jednak
proto, ze se okolo 1éze tvoti gliova / fibroticka jizva, a jednak kvuli nizké regeneracni
schopnosti neuront dospé€lé nervové tkan€. Moderni medicina neni v soucasné dobé
schopna poranénou michu 1éCit. Regenerace senzorickych axonti se jevi po
experimentalni strance snazsi, kvuli ulozeni senzorickych neurond v dorzalnich
gangliich, nachazejicich se mimo misni tkan. Pro 1écbu regenerace poranénych
senzorickych axont byla zkoumana kombinace genové terapie zprostiedkované adeno-
asociovanymi  virovymi  vektory a  aplikace  analogu cyklického
3’,5 -adenosinmonofosfatu (cAMP) — dibutyryl cAMP — do dorzalnich ganglii
potkanti. Index regenerace poskozenych senzorickych axond naznacil, ze kombinace
genové terapie a analogu cAMP nevedla k vétSimu funkénimu zotaveni senzorickych
axonu nez v piipadé pouziti samostatnych 1écebnych terapii. Dalsi metody
— imunohistochemie, Western blot a kvantitativni polymerazova tetézova reakce
v realném Case (RT-qPCR, z angl. real-time quantitative polymerase chain reaction) —
byly pouzity k navrZzeni mechanismu, jakym kombinovana terapie funguje. Bylo
zjisténo, ze analog cCAMP v kombinaci s genovou terapii snizuje transduk¢ni €innost
virového vektoru. Pouzitim RT-qPCR bylo zji§téno, ze dibutyryl cAMP ovliviluje
genovou expresi virového vektoru jiz na trovni transkripce. Kombinace genové terapie
a analogu cAMP nebyla dosud zkoumana, proto vysledky této prace maji dulezity
vyznam pro dalsi vyzkum zaméfeny nejen na terapie senzorickych deficiti po poranéni

michy, ale 1 na odvétvi genové 1éCby centralni nervové soustavy.
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Spinal cord injury is one of the most devastating injury that can affects a person.
Damaged axons can‘t regenerate for two main reasons. First, because glial / fibrotic
scar forms around the lesion, and second, because of the low regenerative capacity of
adult neurons. Modern medicine is currently unable to treat the injured spinal cord.
Regeneration of sensory axons appears experimentally easier, due to the storage of
sensory neurons in dorsal root ganglia located outside the spinal cord tissue.
A combination of gene therapy mediated by adeno-associated viral vectors and
application of the cyclic 3",5"-adenosine monophosphate (cAMP) analogue — dibutyryl
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CILE PRACE

Teoreticka ¢ast

1.

Sepsani literarni reSerSe zameétené na anatomii a funkci michy v téle, senzorické
drahy michy, mi$ni poranéni, limitujici faktory regenerace nervové tkané po

poranéni a terapii senzorickych deficitl po poranéni michy.

Experimentalni ¢ast

1.

Porovnani regeneracni kapacity senzorickych axonii po poranéni michy pomoci
genové terapie zprostfedkované adeno-asociovanymi virovymi vektory
exprimuyjicimi integrin a9 v kombinaci s jeho aktivatorem kindlinem 1 bez a po
aplikaci analogu cAMP — dibutyryl cAMP — do dorzalnich ganglii potkant.
Stanoveni mnozstvi inhibi¢nich molekul v misSni 1ézi po aplikaci adeno-
asociovanych virovych vektorta / dibutyryl cAMP nebo kombinované 1écby do
dorzalnich ganglii.

Ovéfit, zda dibutyryl cAMP skutecné ovliviiuje tvorbu jizvy okolo misni 1éze.
Zjistit, zda je n¢jakym zpusobem ovlivnéna exprese geni vnesenych adeno-

asociovanymi virovymi vektory v ramci genové terapie.



1 UvVOoD

Poranéni michy (PM) predstavuje devastujici neurologickou zménu ve fungovani pateini
michy, které ma pfimy dopad na fyzicky 1 psychicky stav pacienta. Jedna se o zavazny
neurologicky stav, ve kterém dochazi podle lokalizace a rozsahu vznikl¢ 1éze k Castecné,
nebo uplné ztraté motorickych, senzorickych a vegetativnich funkci v téle (Faltynkova,
2012; Curtis et al., 2018; Kiiz et al., 2019). K traumatickému PM nejc¢astéji dochazi
pfimym mechanickym zasahem do misni tkané napfiklad béhem autonehod ¢i padu
z vySky (Smith et al., 2005; Hall et al., 2019; Kiiz et al., 2019). Mezi netraumatické
pti¢iny PM potom patii napiiklad vaskularni nemoci, nadory ale i infekéni onemocnéni
nebo roztrousena skler6za (Amezcua et al., 2013; New & Marshall, 2014; Ge et al., 2019).
Nasledkem PM dochazi ke spusténi série biochemickych a imunologickych reakci
(Rowland et al., 2008; Wang et al., 2014a; Tran et al., 2018). Jednim z dusledkid PM je
také vznik gliové / fibrotické jizvy. Tvorba jizvy je dynamicky proces, ktery zahrnuje
spolupraci celé fady bunék. Gliova / fibroticka jizva vznika primarné proto, aby zabranila
Sifeni poskozeni béhem rané faze (n€kolik prvnich hodin az dnti) po poranéni. S postupem
Casu vsak jizva vytvaii mechanickou ale 1 biochemickou bariéru pro regenerujici axony
(Wang et al., 2002; Carbajal et al., 2011). Po PM nemohou axony regenerovat za prvé
proto, ze prostiedi 1éze inhibuje rist axont, a za druhé proto, ze vétSina poskozenych
axonu vyvola pouze slabou regeneracni odpoved (Wang et al., 2002; Day et al., 2004;
Dylevsky, 2016; Hara et al., 2017). V porovnani s obnovou motorickych axonl se
regenerace senzorickych axonu jevi provediteln€jsi diky ulozeni senzorickych neurond
v dorzalnich gangliich (DRG, z angl. dorsal root ganglia), tedy mimo samotnou michu
(Cihdk, 2016). Dalgim déivodem potom je, Ze neurony v DRG maji vy$§i regeneraéni
kapacitu v porovnani s miSnimi motoneurony (Bolivar & Udina, 2022; Shen et al., 2023).
Jednim z moznych zpusobu, jak senzorické funkce po PM obnovit, mize byt genova
terapie, napfiklad zprostiedkovana pomoci adeno-asociovanych virovych (AAV) vektora.
Pii AAV genové terapii je do senzorickych neurontt v DRG vlozena sekvence DNA
kodujici v dospélosti chybéjici molekulu zvanou integrin a9, tato sekvence zustava
extrachromosomalng. Integrin a9 je membranovy receptor, ktery se vaze na glykoprotein
tenascin C, ktery je vysoce upreagulovany v oblasti jizvy, diky Cemuz umoziuje
regenerujicim axonum vyuzit toto inhibi¢nim prostiedi ve prospéch regenerace michy,
a tak pomoci k obnové ascendentnich senzorickych drah (Cheah et al., 2016; Stépankova

etal., 2023). Dal§im nad€jnym experimentalnim pfistupem lécby PM je aplikace analogu



cAMP - dibutyryl cAMP (db-cAMP) — do mista léze ale i do DRG. Mnoho studii
podporuje teorii, ze aplikaci db-cAMP byla podpofena funkéni rekonstrukce
senzorickych drah bez vedlejsich u¢inka ovliviyjicich jiné bunécné procesy probihajici

v téle (Kajana & Goshgarian., 2008; Lau et al., 2013; Xia et al., 2017).



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Pateini micha

Centralni nervova soustava (CNS) predstavuje koordina¢ni a rozhodovaci centrum
nervové soustavy a je tvorena mozkem a patefni michou. Pateini micha (lat. medulla
spinalis) je trubice nervové tkané, ktera plynule pokracuje z prodlouzené michy podél
pateinich obratld (Cihak, 2016). Micha prochazi patefnim kanalem a lze ji nalézt
v rozmezi od velkého tylniho otvoru do urovné tretiho bederniho obratle (L, z lat.
vertebara lumbalis) u novorozenct, u dospélych jedinci do urovné L1 az L2 (Fiala
& Valenta, 2020). Micha je na svém povrchu obalena vazivovymi vrstvami tvoricimi
mis$nimi obaly, které odpovidaji jednotlivym mozkovym obalim. Barva michy je
predev§im ovlivnéna svazky myelinizovanych vlaken, nachazejicich se na jejim povrchu,
které dodavaji mise bily az svétle nazloutly odstin (Druga et al., 2011). U ¢lovéeka se délka
michy pohybuje v rozmezi 40 az 50 cm, Siroka je piiblizn€ od 10 az 13 mm a vazi okolo
30 az 35 g. Micha je rozdélena na 31 segmentd, mezi jednotlivymi segmenty ovSem
nejsou patrné ostré hranice. Z kazdého miSniho segmentu vychazi nervova vlakna pro
jeden par misnich nerva. U ¢lovéka vystupuje z michy 31 part misnich nervt - 8 krénich,
12 hrudnich, 5 bedernich, 5 kiizovych a 1 kostréni. Z michy vystupuji jednak somaticka
(motoricka a senzitivni) nervova vlakna, a jednak vegetativni nervova vlakna. Z ptednich
misnich kofen vystupuji sestupna (motoricka) nervova vlakna, naopak do zadnich
misnich kofent vstupuji vzestupna (senzoricka) nervova vlakna. V zadnich kofenech
misnich nervl jsou lokalizovana DRG - nervové uzliny vietenovitého charakteru,
ve kterych se nachazeji perikarya pseudounipolarnich neuronti, schopna prenaset signaly
z nervovych zakong&eni perifernich nervii do CNS (Cihak, 2016). Micha je tvorena bilou
hmotou mis$ni (lat. substantia alba) a Sedou hmotou misni (lat. substantia grisea), kdy
Sed4d hmota misni je obklopena bilou hmotou misni. Ve stfedu Sedé hmoty misni je ulozen
uzky misSni kanal vyplnény mozkomiSnim mokem. Bild hmota mi$ni je tvoifena
z nervovych vlaken obalenych myelinovou pochvou, zatimco Seda hmota misni obsahuje
téla neuront. Na pficném fezu misni tkane (viz Obr. 1) je patrné, ze Seda hmota misni
vybiha kolem mis$niho kanalku ventralné a dorzalné, vytvati se tak dva predni a dva zadni
rohy misni tvarem pfipominajici pismeno H nebo siluetu motyla (Fiala & Valenta, 2020).
Pti¢ny fez misni tkan€ je pfevazné kruhovitého tvaru, pouze v krénim a hornim hrudnim
tseku je pii¢ny fez michy ovalného charakteru (Cihak, 2016). Micha zastava v téle dvé

funkce, a to prevodni a reflexni. Pfevodni funkce michy spociva v ndpomoci vedeni



signalt z mozku (eferentni neurony) do t€la nebo naopak z perifernich nerva (aferentni
neurony) do mozku. Vedenim nervového signalu do receptoru zajistuje micha
jednoduchou pohybovou aktivitu, ktera ovliviluje sympatikus i parasympatikus (Fiala
& Valenta, 2020). Patefni michou prostupuji dvé zakladni misni drahy a jedna doplitkova.
Mezi zakladni mi$ni drahy se fadi vzestupna (senzitivni) a sestupna (motorickd) draha.
Jako doplitkova misni draha se uvadi propriospinalni, kterd propojuje jednotlivé miSni
segmenty. VSechny misni drahy jsou tvofeny vlakny bilé miSni hmoty (Druga et al.,

2011).

Dorzalni ganglion

Obr. 1: Pfi¢ny fez michou s detailem na DRG, lokalizovana mimo misni tkan. Vytvofeno
v BioRender.com.


http://BioRender.com

2.2 Senzorické drahy michy

Informace zachycené smyslovymi receptory na periferii (napf. v kizi, svalech, slachach)
jsou prenaseny vzestupnymi nervovymi drahami z bilé hmoty mis$ni do mozku. Prvnim
neuronem drahy je zpravidla pseudounipoléarni buitka DRG, nebo neuron nachézejici se
v Sedé hmoté misni, ktera pfijima primarni senzorickou informaci. Existuje mnoho
senzorickych drah a drah, které pfenaseji ruzné typy smyslovych informaci z oblasti
periferie do mozkové kury. U clovéka mezi hlavni smyslové drahy patii
spinothalamické drahy, drahy zadnich misnich provazci a proprioceptivni citlivosti

(Daroff & Aminoff, 2014).

2.2.1 Spinothalamické drahy

Spinothalamické drahy (neboli drahy vedouci z michy do thalamu, také nazyvany jako
anterolateralni systém) jsou fazeny mezi jedny z nejdilezitéjSich drah nervového
systému. Celkove jsou tyto drahy tii — tractus spinothalamicus, tractus spinoreticularis
a tractus spinotectalis. Prvnim neuronem vsech tfech trakta je pseudounipolarni burka
DRG, dale se lisi pouze prubéhem vedeni senzorického vstupu. Tyto drahy se skladaji ze
tfi neuront (viz Obr. 2 A) a zajist'uji vedeni informace o dotyku, teple a bolesti (Ganog,

2015).

2.2.2 Draha zadnich miSnich provazci

Draha zadnich misnich provazci (také nazyvana lemniskalni systém) spada mezi
tfineuronové senzorické misni drahy (viz Obr. 2 B) prenasejici informace z receptoru kiize
a pohybového aparatu — dotyk, diskriminacni Citi, vibrace, statickd ¢ast propriocepce
— tah, tlak, vnimani vahy, polohy a téla v prostoru. Senzorické informace jsou vedeny
michou, mozkovym kmenem a thalamem az do mozkové kury (Grim & Druga et al.,

2014).

2.2.3 Drahy proprioceptivni citlivosti

Drahy proprioceptivni  citlivosti  (spinocerebelarni draha) pfendsi nevédomé
proprioceptivni informace ziskané ze svalovych vietének, Golgiho S§lachovych télisek
a kloubnich pouzder do mozecku (Daroff & Aminoff, 2014). Viceméné jde o informace
pro mozecek o stavu svali a Slach. Nektera vlakna se vraceji do kosterniho svalu

(monosynapticky reflex), anebo piimo konéi na misnich motoneuronech (Cihak, 2016).
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Obr. 2: Schéma mozku a michy, ukazujici rozdil v senzorickém pfepojeni prvnich tfech neuront
anterolateralniho (A) a lemniskalniho systému (B). Vytvofeno v BioRender.com.

2.3 Typy senzorickych neuronu v dorzalnich gangliich

Bunécna téla senzorickych neuronti se nachazeji v DRG (nebo v trigeminalnich gangliich
v pripadé obliCeje, kterym v této praci nebude veénovana veétSi pozornost)
a oznacuji se jako pseudounipolarni buiky. Tyto buiiky maji spoleény usek dendritu
a axonu. Timto spole¢nym tsekem vytvareji strukturu pfipominajici tvar pismene T, ¢imz
umoziuji rovnou prenaset akéni potencial z dendritu na axon — dendrit inervuje cile na
periferii a axon potom vede informaci do michy (Lillmann-Rauch, 2012; Jessell

& Siegelbaum, 2021).

Senzorické neurony v DRG maji sva specializovana nervova zakonCeni v kizi,
svalech, kloubech a dalSich tkanich po celém téle. Pfi senzorické stimulaci generuji
elektrické signaly, které se §ifi po nervovych vldknech do michy, a poté do mozku, kde

jsou smyslové informace zpracovany a interpretovany. Senzorické neurony v DRG se daji
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rozdélit dle n€kolika parametri — podle prenasené informace, velikosti a syntetizujici

latky.

2.3.1 Klasifikace neuronu podle pirenasené informace
. Nociceptory: Tyto smyslové neurony jsou zodpoveédné za detekci a prenos signalt
bolesti. Reaguji na Skodlivé nebo potencialné Skodlivé podnéty, jako jsou extrémni

teploty, mechanicky tlak nebo chemické drazdivé latky.

. Mechanoreceptory: Tyto neurony jsou citlivé na mechanické sily a reaguji na
dotek, tlak, vibrace a tah. Pomahaji pfi detekci riznych hmatovych vjemu a hraji roli

Vv propriocepci.

. Termoreceptory: Tyto neurony se specializuji na detekci zmén teploty a predavaji
tyto informace CNS.
. Proprioceptory: Tyto smyslové neurony poskytuji informace o poloze a pohybu

téla. Podileji se na vnimani téla a koordinaci pohybu.

. Chemoreceptory: Tyto neurony jsou citlivé na chemické zmény v prostredi

a mohou detekovat specifické chemické latky (Karnovsky et al., 2022).

2.3.2 Klasifikace neuronu podle velikosti

Podle velikosti bunécnych tél neuroni se rozdéluji neurony DRG na malé, stfedni
a velké. Malé neurony vedou bolestivé signaly z termoreceptord. Stfedné velké neurony
vedou signal z tlakovych a dotykovych receptort, kdezto velké neurony zajist'uji vedeni

signala z proprioceptivnich receptorti (Druga et. al., 2011).

2.3.3 Klasifikace neuronii podle syntetizujici latky

DRG obsahuji komplexni fadu bunécnych tél smyslovych neurond, které maji rtizné
funkce a inervuji rizné cile. Mnoho proteind, jako jsou napiiklad kanalové proteiny, je
uzce spjato s funkci neuront. Metoda, ktera je schopna identifikovat lokalizaci proteint

ve slozitych tkéanich s vysokym rozliSenim, je imunohistochemie (Mescher, 2008).

2.4 Poranéni pateini michy

PM piedstavuje jedno z nejzavaznéjSich poranéni, které postihuje kazdy rok miliony lidi
na celém svété (Wyndaele & Wyndaele, 2006). Podle vySe a zavaznosti PM jsou
rozliSovany pentaplegie, tetraplegie, paraplegie, tetraparéza a paraparéza. Obecné lze

tvrdit, Ze ¢im blize je miSni 1éze k oblasti krcni patefe, tim jsou dalekosahlejsi dasledky



PM a zéavaznost ochrnuti pacienta (Kfiz et al., 2019). PM se projevuje zavaznymi
problémy a komplexnimi zménami u pacienta. Léze mize vzniknout pfimym, nebo
nepiimym zasahem do misni tkdné€. Pfimym vlivem je mechanickém poskozeni patefniho
obratle a nasledné poskozeni patefniho kanalu, ve kterém je micha ulozena. K takovému
poskozeni mize dojit vlivem urazu, padu ¢i nehody, zapficinéné naptiklad sportovni
aktivitou, autohavarii nebo nasilnou trestnou ¢innosti (Smith et al., 2005; Fassett et al.,
2008; shrnuto v Chan et al., 2016; Hall et al., 2019; Ktiz et al., 2019). Neptimo lze michu
poskodit chemickymi, fyzickymi nebo biologickymi vlivy, napf. nedostateCnym
prokrvenim tkané, vzniklou infekci, nadorem utlacujicim michu nebo ptisobenim radiace
(Schultheiss et al., 1986; Hasturk et al., 2009; New & Marshall, 2014; Ge et al., 2019;
Kftiz et al., 2019; Jaja et al., 2019). Mikroskopické srovnani nezranéné a poranéné misni
tkané je zobrazeno na Obr. 3. Jestlize u mechanického zasahu dojde k ndhlému preruseni
michy, dochézi ke vzniku tzv. miSniho Soku. Tento stav je nastava tehdy, kdyz dojde
k nahlému preruseni vSech eferentnich vzruchi pod urovni PM. Tento stav se projevuje
prechodnym vymizenim reflex(i, hybnosti, senzorického Citi ale i k paralyze svali,
zapojenych do vylucovani a mikce. Mi$ni Sok trva v rozsahu né€kolika dnu az tydnl a jeho
odeznéni zalezi na rozsahu a lokalizaci misni 1éze. Po odeznéni miSniho Soku postupné
dochazi, podle zavaznosti poranéni, k pomalé obnové reflexni Cinnosti, kterda nekdy
prechézi az k hyperreflexii. Kromé ztraty motorické, senzorické a autonomni funkce po
PM lze u pacienta zaznamenat také vznik psychickych traumat (Faltynkova, 2012; Cobo
Cuencaet al., 2015; Ktiz et al., 2019).
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Obr. 3: Mikroskopicky snimek, ukazujici rozdil mezi nezranénou a poranénou misni tkani.
(A) Nezranéna micha. Vpravo je ukazan pfi¢ny fez a vlevo je ukazan podélny fez nezranénou
michou. (B) Poranéna micha. Pravy pri¢ny fez poranénou michou ukazuje detail poranéné tkané
a vznikl¢é kavity. Levy podélny fez poranénou michou ukazuje vzniklou kavitu v komplexnosti
s nezranénou tkani. Barveno luxolovou modfi. Zvétseni 20 .

2.4.1 Patofyziologie poranéni

Patofyziologii PM lze klasifikovat do dvou fazi — primarni a sekundarni (McDonald
& Sadowsky, 2002; Kiiz et al., 2019). V primarni fazi dochazi k mechanickému
poskozeni michy, zatimco v sekundarni fazi dochazi ke sledu biochemickych
a imunologickych reakci. Dle Casové osy lze déje sekundarniho poranéni rozdélit na
akutni (<2 dny), subakutni (2 dny az 2 tydny), stfedni (2 tydny az 6 mé&sicit) a chronickou
fazi (>6 meésict). Akutni faze nasleduje ihned po primarni fazi. Béhem probihajicich
reakci v akutnim stddiu sekundarni faze dochazi kinfiltraci imunitnich bunék
(makrofagy, lymfocyty a neutrofily), které iniciuji tvorbu zanétlivych cytokint, jako je
tumor nekrotizujici faktor-a (TNF-a), interleukin (IL)-1B nebo IL-6. Navic dochazi diky
pritomnosti zanétlivych bun€k k iniciaci oxida¢nimu stresu a poSkozeni DNA. V akutni
fazi PM dochazi také ke zvySeni koncentrace neurotransmitert, jako je napiiklad
glutamat. Narast koncentrace glutamatu vede k excitotoxicité, ktera muze vést az

k apoptoze bunék, které nebyly poskozeny béhem samotné primarni faze. DalSimi
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klinickymi pfiznaky akutni faze je edém, zvyseni intracelularnich vapenatych iontt
a poskozeni endotelu cév. Kvuli zvySenému piisunu vapenatych ionti do bunky dochazi
k naruSeni homeostazy, jejimz dusledkem je vznik intracelularni hyperkalcémie.
Projevem intracelularni hyperkalcémie je aktivace kalcium — dependentnich proteas,
které vedou k dysfunkci mitochondrii, nasledné¢ ke snizenému pfisunu kysliku az
k apoptoze bune€k nervové tkané. Pokud pretrvavaji reakce akutni faze, muze dojit
k pfechodu do subakutni faze. V této fazi probiha demyelinizace axond spojené s axonalni
remodelaci, Wallerova degenerace a fagocytoza poskozené tkané burikami imunitniho
systému. Tato faze je také charakterizovana vznikem tzv. gliové / fibrotické jizvy
(viz kap. 2.5.1). Ve stfedni fazi probiha pokracovani d€ji ze subakutni faze v delSim
Casovém rozmezi. Pokud pfetrvavaji vySe zminéné reakce, dochéazi k prechodu do
chronické faze. Tato faze vede k odumirani axont, tvorbé cystické dutiny a k utvrzeni
hermetické bariéry gliové / fibrotické jizvy, ktera brani regeneraci misni tkané (Schanne
etal., 1979; Hausmann et al., 2003; Pineau & Lacroix, 2007; Rowland et al., 2008; Wang
et al., 2014a; shrnuto v Ahuja et al., 2017; Tran et al.,2018).

2.5 Limitujici faktory regenerace dospélé CNS

Poskozeni nervové tkané je povazovano za nejvice devastujici poranéni, projevujici se
v mnoha oblastech zivota jedince. Pti poskozeni jakéhokoliv typu tkané se schopnost
regenerace odviji od fady faktorti. Za stéZejni faktor regenerace lze zminit genetickou
predispozici bunék delit se a diferencovat v urcity bunécny typ. Déle je regenerace
poskozené tkané zavisla dostatecném cévnim zasobeni tkané. Ackoliv je nervova tkan
velmi dobfe cévné zasobena, nervové buriky postradaji schopnost délit se. Kvuli ztraté
zakladni podminky regenerace, ktera vymizi brzy po narozeni jedince, disponuje nervova
tkan velmi omezenym regeneracnim potencialem. Dojde-1i naptiklad k poSkozeni axonu,
dochazi k rozpadu celé struktury nervové buiky a vyplnéni prazdného prostoru gliovymi
burikami. Navzdory tomu, pokud bude zachovana myelinova pochva u poskozenych
misnich nervi, muze dojit k iplnému obnoveni funkci u misnich nervi (Dylevsky, 2016).
Nerovnovaha mikroprostfedi v misté¢ poskozené nervové tkané je dal§im limitujicim
faktorem, zapficinujicim inhibici regenerace. Nerovnovaha mikroprostfedi po poranéni
CNS je zpusobena enormnim nartstem inhibi¢nich molekul a minimalni pfitomnosti
rastovych faktorti, podporujicich regeneraci a obnovu funkce nervové tkané. V misté

poskozené nervové tkan€é dochazi ke vzniku gliové / fibrotické jizvy.
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2.5.1 Gliova / fibroticka jizva

Gliova / fibroticka jizva je nazev pro kompaktni sitovou strukturu, kterd tvori
mechanickou a biochemickou bariéru po poranéni CNS. Primarnim ukolem jizvy je
ochranit poskozenou nervovou tkarn pred zanétlivymi procesy a dale v rané fazi zanétlivé
reakce iniciovat proces hojeni tkané. Stejné jako u tvorby jizev v jinych organech
a tkanich je pfitomnost gliové / fibrotické jizvy zcela zasadni pro ochranu neporanéné
tkané. Na druhou stranu predstavuje jizva v pozdni fazi zanétlivé reakce prekazku pri
regeneraci nervovych vlaken a znovuobnoveni funkéni tkan€ michy. Bariéra jizvy je
tvorena jednak burikami, a jednak molekulami extracelularni matrix (ECM), viz Obr. 4
(Snow et al., 1990; Frisén et al., 1995; Preston et al., 2001; Wang et al., 2002; Carbajal et
al., 2011).

2.5.1.1 Nebunécné slozeni

Nebunécné komponenty gliové / fibrotické jizvy jsou tvoreny slozkami ECM, které
predstavuji biochemickou a mechanickou bariéru pro regeneraci nervové tkané. Mezi
slozky ECM, podilejici se na vzniku jizvy, patii pfedev§im fibronektin, laminin,
kolageny, hyaluronan, chondroitin sulfatové proteoglykany (GSPGs, z angl. chondroitin
sulfate proteoglycans), tenascin C a mnoho dalSich molekul. Jako hlavni inhibitory
axonového ristu, které byly nalezeny v myelinu, patii glykoprotein asociovany
s myelinem (MAG, z angl. myelin-associated glycoprotein), myelinovy glykoprotein
oligodendrocyta (OMgp, z angl. oligodendrocyte myelin glycoprotein) a Nogo-A. Tato
molekularni bariéra utvafi strukturu 1éze a vytvaii inhibi¢ni mikroprostredi v jejim okoli,
které brani regeneraci axont (Snow et al., 1990; McKerracher et al., 1994; Colognato
et al., 1999; Wang et al., 2002; Day et al., 2004; Yu et al., 2011; Wang et al., 2015; Zhu
et al., 2015; Hara et al., 2017).

2.5.1.2 Bunécné slozeni

Do procesu tvorby jizvy je zapojeno i mnoho bunéénych komponent. V hojném poctu
jsou zastoupeny piedevsim astrocyty a mikroglie, dale naptiklad neutrocyty, makrofagy,
oligodendrocytové progenitorové bunky (OPCs, zangl. oligodendrocyte progenitor
cells), fibroblasty a endotelialni buiiky (Lein et al., 1991; Frisén et al., 1995; Naik et al.,
2003; Carbajal et al., 2011; Sindrilaru et al., 2013; Li et al., 2020).
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2.5.1.2.1 Astrocyty
Mezi hlavni buriky, podilejici se na vzniku gliové / fibrotické jizvy, patii astrocyty. Diky

imunitnim buinikam, které produkuji chemokiny a cytokiny, dochazi k migraci astrocyta
do mista poskozené tkan¢, kde se déli a proliferuji. V okoli 1éze dochazi k aktivaci
astrocytu, které obklopuji 1ézi a hypertrofuji — vytvoii mnohem vétsi a delSi astrocytarni
vybeézky, které ohrani¢i poskozenou tkan. Reaktivni astrocyty produkuji molekuly, které
se podileji na vzniku zanétlivého mikroprostfedi jizvy, jako jsou napiiklad zanétlivé
cytokiny a reaktivni formy kysliku (ROS, z angl. reactive oxygen species) (Frisén et al.,
1995; Giulian et al., 1998; Zamanian etal., 2012; Liu et al., 2014). U reaktivnich astrocytd
dochazi také ke zvySeni produkce gliovy fibrilarniho kyselého proteinu (GFAP, z angl.
glial fibrillary acidic protein), ktery se vyznamné podili na astrocytarni syntéze
cytoskeletarnich vlaken a pseudopodii. Zmnozenim astrocytarnich vybézkt vznika
hermeticka bariéra, ktera neumoziiuje vyménu neuropienasecu, trofickych faktord, iontd
a dalSich latek mezi nezranénou a poskozenou tkani. Cely proces tvorby gliové jizvy

astrocyty se nazyva reaktivni astroglioza (Eddleston & Mucke, 1993; Frisén et al., 1995).

2.5.1.2.2 Mikroglie

Po astrocytech jsou mikroglie druhou nejzastoupené;si bunéénou komponentou v jizvé.
Mikroglie pfedstavuji jediné imunitni buiiky v nervovém systému a jejich funkci lze
analogicky srovnavat s makrofagy, ktefi maji s mikrogliemi stejny ptuvod. Z pohledu
lokalizace vuci 1ézi jsou makrofagy pfitomny v epicentru léze, kdezto mikroglie se
koncentruji spiSe v periferii 1éze (Hines et al., 2009). Po poranéni nervové tkané
prechézeji mikroglie z klidového stavu do stavu aktivovaného, ve kterém produkuji
cytokiny, neurotransmitery, neutrofické faktory a fagocytuji poskozené buiiky 1 odpadni

metabolity bunék (Junqueira & Carneiro, 2005).

2.5.1.2.3 Neutrofily a makrofagy

Neutrofily jsou prvnimi buiikami imunitniho systému, které proniknou do mista 1éze
(Beck et al., 2010). V chronické fazi zanétu podporuji zanétlivé mikroprostiedi 1éze
predevsim produkci zanétlivych cytokind, serinovych proteas, ROS a reaktivnich forem
dusiku (Beckman et al., 1990; Nguyen et al., 2007, Kumar et al., 2018). Kdezto v akutni
fazi zanétu se neutrofily spolupodileji stejné jako makrofagy na fagocytdze poskozenych
bunek. Pokud dojde ke stimulaci neutrofili lipopolysacharidy, aktivuje se exprese

inhibitora leukocytarnich proteas, které redukuji aktivaci jaderného faktoru-xB a expresi
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TNF-a. Potlacenim produkce zanétlivych faktord bude dochazet k inhibici zanétlivého
mikroprostiedi 1éze, coz je zaddouci stav pro iniciaci regenerace funk¢ni tkané michy

(Ghasemlou et al., 2010).

Makrofagy jsou dal§imi z imunitnich buné€k, které se podileji na reakcich
probihajicich v gliové / fibrotické jizvé. Makrofagy vznikaji pfeménou monocytu
v poskozené tkani a jsou rozdélovany do dvou hlavnich populaci, a to M1 a M2. Populace
makrofagi M2 se podili na ochrané poskozené tkané tim, ze fagocytuje apoptotické
bunky. Naproti tomu subpopulace makrofagi M1 produkuje zanétlivé cytokiny a ROS,
které piispivaji k rozvoji zanétu v misté 1éze (Sindrilaru et al., 2013; Kobashi et al., 2020;

Han et al., 2021).

2.5.1.2.4 Oligodendrocytové progenitové bunky

Dal$i bunécnou komponentou, kterd se vyznamné podili na tvorbé jizvy, jsou OPCs.
Podobné jako u astrocytd dochéazi i u OPCs v misté léze k hypetrofii a v nékterych
ptipadech dokonce i k diferenciaci OPCs na astrocyty (Rhodes et al., 2006; Hackett et al.,
2018). Ve studii Milich et al. (2021) provedli jednobunécné sekvenovani RNA vsech typtu
bunék vyskytujicich se v akutni fazi PM u laboratornich mys$i. V této studii byla
zduraznéna skutecnost, ze v okoli 1éze se v akutni fazi zanétu nachazi velké mnozstvi
OPCs, které produkuji GSPGs, coz ma pfimy dopad na zménu struktury léze. Jeden
z typu GSPGs, ktery je exprimovan na bunééné membrané OPCs, se nazyva neuron

gliovy antigen 2 (Nishiyama et al., 1991).

2.5.1.2.5 Fibroblasty a endotelidlni bunky

Fibroblasty jsou buriky, které jsou odvozeny od pericytu. Fibroblasty se spolupodileji na
tvorbé jizvy, tim ze produkuji rizné molekuly ECM (napft. kolagen, laminin, GSPGs).
Aktivita fibroblasti je zodpovédna za vznik velmi husté, nepropustné, vazivové sité
v jizvé (Lein et al., 1991; McKeon et al., 1991; Tang & Goldberg, 2000; Alberts et al.,
2002). Endotelialni buriky a adhezivni buriky se spolupodileji na angiogenezi po poranéni
misni tkané. Diky tomu je oblast 1éze obohacena o vétsi mnozstvi kapilar, které zasobuyji

tkan kyslikem a zivinami (Schenkel et al., 2002; Naik et al., 2003).
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jizvalaxony

Obr. 4: Detail inhibi¢ni bariéry gliové / fibrotické jizvy po misni 1ézi. (A) Poranéna micha
s gliovou / fibrotickou jizvou. Oblast michy ve ¢tverci ukazuje komplexnost bunécného
a nebunécného slozeni jizvy po misni 1€zi. Vytvoreno v BioRender.com. (B) Kavita, oblast jizvy
amisni tkan€. V obd¢lniku je znazornéna oblast 1éze, ktera byla detailné hodnocena na pritomnost
inhibi¢nich molekul a rostouci axony na mikroskopickych snimcich C-D. Zelené jsou zobrazeny
axony, které jsou pritomny kaudaln¢, pod misni 1ézi. M¢fitko 200 um. ZvétSeni 20x.
(C) Mikroskopicky snimek misni léze s detailem na inhibiéni bariéru jizvy (Cervenc)
arostouci axony. V obdélniku je znazoména oblast jizvy, ktera je znazornéna na mikroskopickém
snimku D. M¢fitko 100 um. Zvétseni 20%. (D) Priblizeny mikroskopicky snimek misni 1éze (C)
s detailem na inhibi¢ni bariéru jizvy a axony. M¢fitko 50 pm. ZvétSeni 63 x.
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2.6 Terapie senzorickych deficiti po miSni lézi

Kvuli nizké regeneracni kapacité nervové tkané a vzniku gliové / fibrotické jizvy neni
v soucasné dobé medicina schopna obnovit poskozené funkce po PM. Hlavnim cilem
1écby akutniho PM je snizit rozsah sekundarniho poskozeni a usnadnit neurologickou
regeneraci a funkéni zotaveni tkané. V klinické praxi je pii nadmérmém tlaku patetnich
obratll na michu proveden chirurgicky zakrok, ktery ma za cil dekompresi michy.
Dekompresi michy se v klinické praxi oznaCuje zékrok, ktery odstrani vSechny
mechanické piekazky poSkozujici michu (Batchelor et al., 2013). V moment€, kdy jsou
zahojeny vSechny zlomeniny a eliminovany sekundarni projevy PM, je zahajena jako
doprovodna lécba intenzivni rehabilitace, ktera ma stabilizovat michu v pate¢nim kanalu
a omezit vznik moznych komplikaci. Rehabilitace probiha po dobu nékolika mésica
a rehabilitaCni pfistup je upraven kazdému pacientovi podle neurologické urovné
a rozsahu léze. Pfi rehabilitaCnim postupu se klade diraz na obnoveni nebo maximalni
zlepSeni senzo-motorickych funkci (Kiiz et al., 2019). Jako podpurna asymptomaticka
terapie jsou po PM podavany kortikosteroidy, kvali jejich neuroprotektivnimu

a protizanétlivému ucinku (Bracken et al., 1990; Bracken et al., 1997).

Dalsi moznosti 1é¢by senzorickych deficiti po PM jsou v soucasné dobe
zkoumany pouze experimentalné. Neurologické vyzkumy se ubiraji riznymi sméry.
Jednim z experimentalnich pfistupl je podani neuroprotektivnich latek, které maji za cil
zmirnit procesy probihajici v sekundarni fazi PM (Hayashi et al., 2005; Kurt et al., 2009;
Cabrera-Aldana et al., 2017; Qiao et al., 2023) DalSim pfistupem je aplikace
neutrofickych faktort, které podporuji rast a regeneraci nervovych bunék (Siegel et al.,
2000; Blesch & Tuszynski, 2003; Wu et al., 2011; Wang et al., 2014b; Anderson et al.,
2018; Yamanaka et al., 2019). Na druhé strané se usiluje o snizeni nebo odstranéni
inhibi¢nich molekul v jizvé podanim blokatora gliové jizvy a protilatek proti inhibitoram
axonového rustu (Bradbury et al., 2002; Gonzenbach & Schwab, 2008; Harvey et al.,
2009; Khalil et al., 2022; Hirt et al., 2023). DalSim terapeutickym pfistupem je
transplantace bunék a tkani, ktera zaznamenala za posledni dvé dekady obrovsky rozmach
v fadé€ klinickych 1 medicinskych odvétvich. Bunécna terapie nabizi cilenou transplantaci
raznych druhti bunék do téla experimentalniho modelu poranéni za tcelem obnovy
a regenerace bunék a tkani. Bunécna terapie aplikuje po PM do mista léze predev§im
kmenové buiky, konkrétné neuralni / progenitorové kmenové buiky, mezenchymalni

kmenové bunky, embryonalni kmenové buiiky a indukované pluripotentni kmenové
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bunky. Kmenové buriky vykazuji diky pfimému mezibunécnému kontaktu, parakrinnimu
a imunomodula¢nimu efektu moznost modulovat vznikly zéanét. Navic diky
vicesmémému diferenciacnimu potencialu kmenovych bunék muze dojit k jejich
diferenciaci na neurony, coz muze napomoci funk¢ni rekonstrukci nervové tkané (Parr et
al., 2008; Amemori et al., 2013; Salewski et al., 2015; Fan et al., 2018; shrnuto v Pang et
al., 2021; Chang et al., 2021; Cheng et al., 2021; Jones et al., 2021; Wang et al., 2021).
Kromé kmenovych bunék byly v bunécné terapii zamétené na 1écbu PM také aplikovany
Schwannovy buiiky a buriky ¢ichového pouzdra. Nekolik studii ukazuje, ze transplantaci
Schwannovych bunék, bunék Cichového pouzdra a nervovych kmenovych bunék byla
podpofena myelinizace poSkozenych axona (Xu et al., 1997; Sasaki et al., 2006; Salewski
et al., 2015). Kromé inhibi¢ni bariéry jizvy predstavuje kavita, vznikla po PM, prekazku
pro regeneraci miSni tkané. Pouziti biomateriald predstavuje slibnou moznost, jak
vzniklou kavitu vyplnit a pomoci regeneraci misni tkan€ (Gupta et al., 2006; Mothe et al,
2013; Slotkin et al., 2017; Altinova et al., 2020). VSechny vySe zminéné experimentalni
pristupy vsak podporuji vice funk¢ni zotaveni motorickych funkci nez senzorickych,
nebo pouze zmirnuji sekundarni fazi PM. Jelikoz jsou senzorické neurony jsou ulozeny
v DRG, které jsou lokalizovany mimo bilou a Sedou hmotu misni, zd4d se byt
experimentalni obnoveni senzorickych funkci mnohem proveditelnéjsi nez obnoveni
motorickych funkci. Jednim z moznych terapeutickych piistupa, jak senzorické funkce

po PM obnovit, se jevi genova terapie a pouziti analogu cAMP — db-cAMP.

2.6.1 Genova terapie

Genova terapie je povazovana za moderni 1éCebny pfistup, ve kterém dochazi k oprave,
nebo vyjmuti mutovaného genu ¢i dokonce nahrazeni mutovaného genu genem intaktnim
(Racek et al., 2021). Dale muze byt pfi genové terapii zaveden v dospélosti chybéjici gen
do bunék, ktery by tak mohl pomoci v regeneraci nebo v boji proti probihajici nemoci
(Andrews et al., 2009; Forbes & Andrews, 2019). Ackoliv genova terapie vykazuje slibné
vysledky u 1écby fady onemocnéni a defektti, na druhou stranu vyvolava mnoho obav
a otazek ohledné jejiho bezpecného pouziti. Soucasna legislativa povoluje pouze vneseni
genu do cilovych somatickych buné€k, protoze modifikovany gen neni pfenasen na dalsi
generace jako je tomu v pripadé pouziti genové terapie na zarodecné linie (Kohoutova
et al., 2013; shrnuto ve Wirth et al., 2013). Nutno zdiraznit, ze genovou terapii nelze
pouzit na lécbu vSech geneticky podminénych onemocnéni. Jedna se predevS§im

o komplexni poruchy a onemocnéni spojené s dlouhymi geny, které se nevejdou do
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vhodného virového vektoru pouzivaného v genové terapii (shrnuto v Friedmann, 2009;
Chamberlain et al., 2016). Pfed zahajenim 1éCby pomoci genové terapie je potieba védét
mnoho aspekti. Zcela zasadni informaci je znalost sekvence mutovaného nebo
chybéjiciho genu, jeho presné umisténi, jeho genovy produkt a mechanismus ucinku.
V moment, kdy nam jsou vSechny vyse zminéné aspekty znamy, maze byt genova terapie
provedena dvéma riznymi technologiemi — genova terapie zprostiedkovana
oligonukleotidy, nebo vektory. Prvni technologie vyuzivéa kratké sekvence nukleovych
kyselin neboli oligonukleotidy k ovlivnéni bunécného piekladu genti do proteinti. Druha
technologie zahrnuje pouziti virovych a nevirovych vektora (Kohoutova et al., 2013;

Landhuis, 2021).

2.6.1.1 Vektory virové

Ackoliv viry patii mezi pivodce mnoha onemocnéni, v genové terapii predstavuji diky
jejich vysoké tcinnosti prenosu inzertu idealni kandidaty pro vneseni genu do somatické
bunky. Pfed vnesenim ciziho genu do viru musi byt upraveny virové Castice tak, aby
nedoslo k vzniku imunologické nebo patologické reakce v organismu. Aby bylo
zabranéno replikaci viru a infekci transfekované buriky virem, je veSkera geneticka
informace viru odstranéna a na misto toho vlozena kopie lidského genu s promotorovymi

a regula¢nimi oblastmi.

I kdyz vykazuji virové vektory velkou uc¢innost pfenosu inzertu do hostitelské
burky, jsou v genové terapii spojeny s mnoha problémy. Jednim z nich je obtizné ziskani
specifickych bunék a tkani, dale je to nizka exprese genu po vneseni do organismu
a nutnost znat presnou regulaci vneseného genu, v neposledni fadé€ je nutno zminit mozny
vnik imunitni reakce organismu proti vnesenému virovému vektoru nebo potencialni
vznik mutageneze (Kohoutova et al., 2013). V klinické praxi je v genové terapii
pouzivano mnoho druhti virovych vektort (shrnuto v Thomas et al., 2003), jako priklad
byly vybrany vektory ze skupiny retrovirt, lentivirti, adenovirii a adeno-asociovanych
virt.
2.6.1.1.1 Vektory retrovirové
Retroviry jsou pomérné slozité obalené RNA viry s diploidnim jednovlaknovym RNA
genomem. Typickym znakem retroviri a retrovirovych vektora je jejich schopnost

integrace do hostitelské DNA. Virova RNA je reverzibilné pfepisovana a integrovana ve

formé proviru. Velmi ucinné spolupracuji retroviry s enzymy hostitelské buriky
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a vyuzivaji ji pro vlastni replikaci a dlouhodobou expresi virovych proteint. Vstup viru
do hostitelské bunky je zavisly na bunécnych receptorech. Retrovirové vektory jsou
schopné infikovat pouze délici se buiiky, protoze jsou schopné narusit jaderny obal kvili
piistupu k hostitelskym chromozomiam. Do jadra hostitelské buriky je interagovana
dvouvlaknova komplementarni DNA (cDNA, z angl. complementary DNA), ktera vznikla
plsobenim reverzni retrovirové transkriptasy. Pomoci DNA technik jsou retroviry
modifikovany tak, aby nedoslo pfi jejich aplikaci v genové terapii k mozné replikaci
v hostitelské burice a potencialni infekci (shrnuto v Baum et al., 2006; Kohoutova et al.,

2013).

2.6.1.1.2 Vektory lentivirové

Lentiviry patfi do rodu retrovird, které mohou inkorporovat DNA do sav¢ich bunék
a zpusobit tak zavazna onemocneéni jako je napfiklad syndrom ziskané imunodeficience
(shrnuto v Milone & O’Doherty, 2018). Lentivirové vektory jsou schopny infikovat délici
se 1 nedélici se buriky. Na rozdil od retrovird mohou vstupovat do jadra otvory, které se
nachazeji v jaderném obalu. Vyhodou pouziti lentivird v genové terapii je dlouhodoba

exprese vneseného genu (Kohoutova et al., 2013; Urbinati et al., 2018).

2.6.1.1.3 Vektory adenovirové

Adenoviry obsahuji ve svém genomu dvouvlaknovou DNA, ktera je po vneseni do butiky
neni zaclenéna do jejiho genomu, ale zistava lokalizovana v jadie. Adenoviry mohou
v organismu infikovat délici se 1 nedé€lici se buiky. Nejcastéji adenoviry zpusobuji
v ptirozenych podminkéach infekce dychacich cest a traviciho systému. Pfi pouziti
adenovirovych vektord v genové terapii, napt. pii 1écbé cystické fibrosy, jsou adenoviry
aplikovany v podobé aerosolu. Tento zpusob aplikace adenovira byva aplikovan vicekrat,
kvuli nizké genové expresi vektoru. Nevyhodou opakovaného pouziti adenovirovych

vektort pii terapiich je vznik stale silnéjsi imunitni reakce (Kohoutova et al., 2013).

2.6.1.1.4 Vektory adeno-asociované

Genom adeno-asociovanych vira (AAV) je na rozdil od samotnych adenovirti tvofen
jednovlaknovou DNA. Kvili malému genomu se vyskytuje moznost vlozeni pouze 5 kb
ciziho genomu. Ackoliv je replikace pfirozené se vyskytujicich AAV zavisla na
ptitomnosti pomocného viru, naptiklad vir Herpes simplex nebo Varicella zoster, tak AAV
vektory lze ucinné vyrobit tak, aby pomocny vir pro genovou terapii nebyl potieba

(Georg-Fries et al., 1984; Matsushita et al., 1998; Kohoutova et al., 2013). AAV vektory
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se diky tomu, ale i kvuli nizké imunogenité, vysoké biologické bezpecnosti a stabilni
exprese genll ve velmi rozmanité Skale bunécnych typt staly velmi atraktivnimi

kandidaty pro tvorbu virovych vektori v genové terapii (shrnuto v Carter et al., 2004).

2.6.1.2 Vektory nevirové

Aplikace virovych vektort v klinické praxi s sebou pfinasi celou fadu komplikaci, které
je nutno optimalizovat. V poslednich dekadach doslo ve vyzkumu k vyznamnému
pokroku ve vyvoji nevirovych vektorti vhodnych pro genovou terapii. PouZziti nevirovych
vektorti v genové terapii predstavuje obrovskou vyhodu v tom, Zze nevyvolavaji zadnou
specifickou imunitni reakci v organismu, jako to byva v pfipad€ pouziti virovych vektoru.
Nulova patogenita nevirovych vektort je ale spojena s daleko nizsi efektivitou prenosu
nukleové kyseliny do somatickych bunék. Do somatické buiiky je dvouvlaknova DNA
nesena nevirovymi vektory vpravena bud’ pfimo (injekci do tkan€ nebo genovym délem),
nebo nepiimo. Pfi nepfimém vneseni DNA nevirovymi vektory je vyuzivana fada technik,
které porusi bunéénou membranu. Mezi tyto techniky spada bunécna fuze, elektroporace,
vyuziti kalcium fosfatu nebo lipozomi (shrnuto v Niidome & Huang, 2002; Kohoutova

etal., 2013)

VySe zminéné nevirové i1 virové vektory disponuji riznymi vyhodami
a nevyhodami pfi pouziti v genové terapii. Vyhody a nevyhody pro pouziti virovych
vektorti v genové terapii jsou shrnuty v Tab. 1. Pravé kvuli moznym nezadoucim a¢inkiim
se snazi probihajici vyzkumy na virovych i nevirovych vektorech navrhnout vektory

takovym zpusobem, aby byly co nejucinngjsi pro 1écbu konkrétniho onemocnéni.
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Tab. 1: Prehled kladnych a zapornych efektu vybranych virovych vektora, pouzivanych v genové
terapii. Upraveno a prevzato od McCarthy et al., 2010.

Virovy Imunitni Tropismus Nevyhoda Hlavni
vektor reakce vyhoda
Retrovir Minimalni Délici se Potencialni  Dlouha doba
burky onkogenita genove
k exprese
g v délicich se
OED bunkach
‘Jé
= Lentivir Minimalni Délici se Potencialni  Dlouha doba
anedé¢lici se onkogenita genove
burky exprese ve
vetsing
bun¢k
Adenovir Velka Délici se Virova Uginna
anedélicise kapsidamuze  transdukce
= buriky zpusobit vétSiny
‘g imunitni bun¢k
_g reakci
i)
AAV Minimalni Délici se Mala Nevyvolava
anedé¢lici se klonovaci zanétlivou
buriky kapacita viru  a patogenni
reakci

2.6.1.3 Vyuziti integrini v genové terapii

Integriny jsou skupinou transmembranovych receptord, které interakci s molekulami
ECM a cytoskeletem umoziuji prenaset informace z extracelularniho prostoru do buriky
a naopak. Jedna se o heterodimerni receptory, které jsou slozeny z nekovalentné vazané
a a B podjednotky. U sav¢ich integrini se vyskytuje 18 a a 8 B podjednotek, které se
nachazeji u celkem 24 riznych typi integrind. Integriny zajistuji po bunécném poskozeni
adhezi, diferenciaci, proliferaci a migraci bun€k (shrnuto v Hynes, 2002; shrnuto
v Humphries et al., 2003; Schmid & Anton, 2003; Tate et al., 2004; Andressen et al.,
2005).

Stale vice studii ukazuje, ze integriny by mohly byt vyuzity pro regeneraci
poskozené nervové tkané. Rust poskozenych axon je specializovanou formou bunécné
migrace a po PM je znaéné omezen inhibi¢nim prostfedim jizvy a vyvojovou ztratou
regeneracniho potencialu axont. Pro jakoukoliv bunéénou migraci je zapotiebi
v rustovém vrcholu pfitomnost adhezivni molekuly, ktera rozpoznava specificky ligand

v mezibunéném prostoru a je spojena se signalizaCnimi kaskadami a cytoskeletem. Pro
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vyuziti integrini v genové terapii je nejdiive potieba aktivovat integriny, aby doslo
k vazbé na specifické ligandy, jako jsou molekuly ECM (napf. laminin a fibronektin).
Zaroven je dulezita aktivace integrini i ztoho hlediska, Ze nedochazi v prubéhu
chronické faze PM k inativaci integrinu diky inhibi¢nim molekulam v jizvé, jako je
Nogo-A a CSPGs. Jako aktivacni molekuly integrini se nejCastéji uplatiiuji za
fyziologickych podminek kindliny a taliny (Tysnes et al., 1996; Bello et al., 2001;
Tadokoro et al., 2003; Moser et al., 2008; Tan et al., 2012; shrnuto v Fawcett, 2017).
Nedavné studie ukazuji, ze po PM a obecné CNS je dulezita vazba integrinu a9p1
(ITGo9) na glykoprotein tenascin C, jednu zlatek nachéazejici se v oblasti
gliové / fibrotické jizvy. V dospélé CNS cloveka se 09 podjednotka integrinu vlivem
vyvojové ztraty nevyskytuje, proto je potfeba ITGa9 dodat do posSkozené nervové tkané
pomoci genové terapie (Andrews et al., 2009; shrnuto v Fawcett, 2017, Forbes
& Andrews, 2019). Ve studii Cheah et al. (2016) bylo zaznamenano vyrazné zlepSeni
regenerace senzorickych axont po poranéni misniho nervu u potkant. Tato studie
dokazuje, ze kombinace ITGo9 a jeho aktivatoru kindlinu 1, navazanych na inhibic¢ni
molekulu tenascin C v oblasti poranéni, vedla k mnohem vétsi regeneraci senzorickych
axonu in vitro 1 in vivo nez pii samostatném pouziti ITGa9 v terapeutické 1écbé. Kdyz
byla studie z roku 2016 zopakovana na potkanim modelu s PM, i poté bylo opét dosazeno
regenerace senzorickych funkci, a dokonce 1 ¢aste¢né rekonstrukce senzorickych drah,

viz Obr. 5 (St&pankova et al., 2023).
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Skupina a9-K1

rostral ETIGE]

Obr. 5: Spolecna exprese ITGa9 a kindlinu 1 podporuje regeneraci senzorickych axonu.
(A) Priklad misni 1éze v oblasti desatého hrudniho obratle (T, zlat. vertebara thoracica) ze
skupiny ITGa9-kindlin 1 (a9-K1). Mnoho cervenych axonli (obarvenych a9-V5) se k 1¢ézi
priblizuje kaudaln€ (angl. caudal). Dochazi k nadhodnému rustu axoni, kdyZ vstupuji do mostu
pres horni cast 1éze, ktera je vétSinou sloZena z meningealnich bun¢k. Pak axony znovu vstupuji
do tkan¢ CNS a rostou rostralné (angl. rostral). M¢fitko: 200 um. (B) Priklad axonu
prochazejicich jemnym vlaknem pojivové tkané€. Na rostralnim konci (vlevo) je oblast putujiciho
rustu, kdyZ axony znovu vstupuji do tkané¢ CNS. M¢ritko: 100 um. (C) Axony dosahujici bodu,
kde se vlakna pojivové tkané propojuji s tkani CNS. Neékteré axony pokracuji v ristu
v mozkovych plenach kromé tkané CNS (bilé Sipky). Obrazek magnetické rezonance vlevo dole
ukazuje, odkud pochazel detail. Méfitko: 50 um. Pfevzato a upraveno od Stépankova et al., 2023.
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2.6.2 Regenerace senzorickych axonu pomoci signalizace cAMP

2.6.2.1 Signalizace cAMP

Molekula cAMP je jednim z univerzalnich druhych posld vyskytujici se jak
v eukaryotickych, tak prokaryotickych buiikach. Vznik cAMP v organismu je dan
rozkladem ATP, reakce katalyzované enzymem adenylatcyklasou (EC 4.6.1.1). Jako
jeden z druhych posla figuruje cAMP v tadé signalnich drah, které ovliviiuji nespocet
bunéénych procest v organismu. Ke spusténi bunécnych procesu v téle je nezbytna vazba
cAMP na G-proteiny, jez spousti prenos intracelularnich signalli z receptorti spfazenych
s G-proteiny do bun¢k (Devlin, 2010). Na mnozstvi intracelularntho cAMP je zavisly
enzym proteinkinasa A (PKA, EC 2.7.11.11). V neaktivnim stavu se jedna
o heterotetramerni enzym, skladajici se ze dvou regulac¢nich a dvou katalytickych
podjednotek. Pokud dojde k navazani cAMP na regulacni podjednotky PKA, vzajemné
se oddéli katalytické a regulacni podjednotky, ¢imz je spusténa enzymova aktivace.
Nutno podotknout, ze k uplné enzymové aktivaci musi byt pfitomny 4 molekuly
intracelularniho cAMP. Aktivovana PKA néasledné reaguje s proteiny — dochazi
k fosforylaci aminokyselin serinu a threoninu (Koolman & Klaus-Heinrich, 2012).
Intracelularni cAMP kontroluje aktivitu gent, jez obsahuji ve své regulacni oblasti
cAMP-regulacni element (CRE). Na CRE se pomoci aktivity enzymu PKA vazi proteiny
(CREBs, z angl. cAMP response element-binding proteins), které slouzi jako bunécné
transkripcni faktory — snizuji, nebo naopak zvySuji transkripci gent (Devlin, 2010;

Koolman & Klaus-Heinrich, 2012).

2.6.2.2 Role cAMP v regeneraci dospélé CNS

Univerzalnost cAMP jako druhého posla vedla k mySlence jeho zapojeni v obnové
senzorickych axont po PM. Stale vice studii poukazuje na to, Ze zvySena mira signalizace
cAMP po poranéni CNS vede k opétovnému rastu nervovych bunék. Nutno podotknout,
ze fyziologicka koncentrace cAMP je v dospélé CNS u obratlovcl relativné nizka
a s pribyvajicim vékem nebo po PM je déle snizovana (Cai et al., 2001; Shewan et al.,
2002; Qiu et al., 2002; shrnuto v Spencer & Filbin, 2004). Studie ukazuji, ze po zvyseni
hladiny intracelularniho cAMP v PM je podpofena regenerace té€l neuront i obnoveni
axonového rustu. Regeneracni kapacita CNS je zesilena signalizaci cAMP, ktera snizuje
miru inhibi€niho prostredi jizvy. Tento pozoruhodny vysledek byl zaznamenan nékolikrat
jak in vitro, tak in vivo (Nikulina et al., 2004; Pearse et al., 2004; Lau et al., 2013).

Mechanismus pisobeni signalizace cAMP na nervové buriky Ize rozdélit do dvou fazi.
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Prvni faze probiha v tzv. ristovém kuzelu neuronu a neni zavisla na transkripci. Zatimco
druha faze probiha v téle neuronu a jadre, jedna se o fazi zavislou na transkripci. V prvni
fazi dochéazi zvysenim koncentrace cAMP k aktivaci PKA a EPAC (z angl. exchange
proteins directly activated by cAMP). Tato aktivace vede k inhibici drahy Rho-ROCK
(z angl. Rho-associated coiled-coil containing protein kinase pathway), disledkem je
podpofeni obnovy poskozenych nervovych bunék. Druha faze navazuje na dé&je prvni
faze, dochazi k fosforylaci CREB. Diky tomu je zvySena genova transkripce, coz
podporuje rychlejs§i obnoveni nervovych bunek (shrnuto v Zhou et al., 2022). Dalsi studie
ukazaly, ze zvySeni hladin cAMP zpomaluje poSkozeni axonl, tim Zze brani pretizeni
napétoveé fizenych vapenatych kanalt, a to prostiednictvi fosforylace vapenatych iontd
aktivovanou PKA (Pearse et al., 2004). Dochazi také k aktivaci drahy MAPK / ERK
(z angl. mitogen-activated protein kinase / extracellular signal regulated kinase
pathway), ktera zabrafiuje bunécné apoptoéze misni tkané (Troadec et al., 2002). Vliv
cAMP byl pozorovan i u polarizace makrofagii a mikroglii. U téchto bunék, byla
podpotena zména fenotypu z M1 na M2. Diky tomu bylo ovlivnéno mikroprostiedi jizvy

a zmirneén zanét (Ghosh et al., 2016).

Nutno podotknout, ze pozoruhodny vysledek na obnoveni axonového ristu byl
zaznamenan i u analogu cAMP — db-cAMP. Pouziti db-cAMP piedstavuje nadénou
strategii pii regeneraci CNS, protoze oproti cCAMP ovliviiuje pouze PKA kaskadu. PKA
kaskada je spojena se zvySovanim schopnosti axonll regenerovat po jejich poranéni
(Kajana & Goshgarian, 2008). Doane et al. (1992) ve svém vyzkumu ukazali, ze aplikaci
db-cAMP do DRG potkanti byla zvySena hustota neurofilament, ¢imz byl podpofen rist
rastovych vrcholi axont. Lau et al. (2013) ukazali, ze po pouziti db-cAMP doslo
k obnoveni vétsiho poctu axont (viz Obr. 6) v oblasti 1éze a byl zvySen pocet mikroglii
a makrofagl, ¢imz byla posilena regenerace michy. Ve studii Xia et al. (2017) zkusili
vyuzit kombinovanou 1écbu db-cAMP s poly(propylenkarbonatem) a chondroitinasou
ABC (EC 4.2.2.4) pro dosazeni intenzivngj§i regenerace axonu. Vysledky ukazaly
vyrazné podporeni regenerace axonu a snizeni tvorby jizvy. Ve srovnani se samostatnym

pouzitim db-cAMP byla uvedena kombinace latek pii 1é€b& PM mnohem uc¢innéjsi.
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A Proximal (-) db-cAMP

(+) db-cAMP

40 * 4 1 (-) db-cAMP
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30
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Regenerované axony

Vzdalenost (mm)

Obr. 6: Db-cAMP vyznamné zvySuje regeneraci axonu v mise po 11 tydnech od poranéni. (A-B)
Konfokalni projekce ukazujici regenerované axony v mise v nepiitomnosti (A) nebo pfitomnosti
(B) db-cAMP. Db-cAMP jasn¢ zvysuje regeneraci axonu. Teckované ¢ary oznacuji stfed mista
1éze. M¢titko v A plati také pro B. R = rostralni; C = kaudalni. (C) Db-cAMP vyznamné zvysil
pocet regenerovanych axonii od 1 do 5 mm distaln¢ od mista léze. Sloupce predstavuji pramér
+ SEM. Hvézdicky oznacuji statisticky vyznam (* p <0,05). Upraveno a prevzato od Lau et al.,
2013.
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3

EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

3.1.1 Laboratorni zvirata

Potkani Lister Hooded (Envigo, Nizozemsko)

3.1.2 Adeno-asociovany virovy vektor

AAV vektory poskytla skupina pana doktora Joosta Verhaagena z Nizozemského

institutu pro neurovédy AAV, které byly pfipraveny podle jiz publikovaného

technologického postupu uvedeném v ¢lanku Hermens et al. (1999).

3.1.3 Chemikalie

1,4-diazabicyklo (2,2,2) oktan (Roth, USA)
Bromfenolova modi (P Lab, CR)

Clarity Western ECL Substrate (Bio-Rad, USA)

Dithiotreitol (Bio-Rad, USA)
Dodecylsulfat sodny (Sigma Aldrich, USA)
Etanol (Supelco, USA)

Fosfatovy pufr (Invitrogen, USA)

Glycerol (Sigma Aldrich, USA)

Glycin (Sigma Aldrich, USA)

Hoveézi sérovy albumin (Cell signaling, USA)
ChemiBLOCKER (Milipore, USA)

Chlorid sodny (Sigma Aldrich, USA)
Kyselina octova (Sigma Aldrich, USA)
Luxolova modf (Roth, USA)

Metanol (Sigma Aldrich, USA)

Mléko odtucnéné (Cell signaling, USA)
Mowiol (Roth, USA)

Phosphatase inhibitor PhosSTOP™ EASY pack (Roche, Svycarsko)
Ponceau S (Thermo Fisher Scientific, USA)

Protease inhibitor cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail (Roche, Svycarsko)
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e Radioimunoprecipitaéni testovaci pufr (Thermo Fisher Scientific, USA)

e Sacharosa (Sigma Aldrich, USA)
e Solakryl (Penta, CR)

e Tissue-Tek® O.C.T. Compound (VWR chemicals, Belgie)
e Tris (hydroxymethyl) aminometan (Sigma Aldrich, USA)

e Triton (Sigma Aldrich, USA)
e Tween 20 (Roth, USA)

e Uhlicitan lithny (Sigma Aldrich, USA)
e Xylen (Penta, CR)

3.1.3.1 Protilatky
e anti-B-aktin (Cell signaling, USA)
e anti-CS-56 (Sigma Aldrich, USA)
e anti-GFAP (Cell signaling, USA)
e anti-GFP (Invitrogen, USA)
e anti-MAG (Cell signaling, USA)
e anti-MAG (R&D, Nizozemsko)
e anti-NogoA (Cell signaling, USA)
e anti-OMgp (R&D, Nizozemsko)
e anti-PKA Cao (Cell signaling, USA)
e anti-Tenascin C (Cell signaling, USA)
e anti-V5 (Invitrogen, USA)
e anti-vinkulin (Cell signaling, USA)

3.1.4 Pripravené roztoky

3.1.4.1 Diferenciacni roztok
Diferenciaéni roztok byl pfipraven navazenim 0,5 g uhli¢itanu lithného, ktery byl

rozpustén ve 100 ml destilované vody.

3.1.4.2 Luxolova mod¥
Roztok se skladal z 10 g luxolové modie, 50 ml 10% kyseliny octové a 950 ml 96%

etanolu.
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3.1.4.3 Odmyvaci pufr

Odmyvaci pufr byl slozen z 1,5 g glycinu, 2,9 g chloridu sodného a 100 ml destilované
vody. Nasledné byl pufr upraven na pH 2.8.

3.1.4.4 Prenosovy pufr
Pro pfipravu prenosového pufru 5x bylo navazeno 15,1 g tris(thydroxymethyl)

aminometanu (zkracené tris) a 72 g glycinu do celkového obejmu 1 I destilované vody.

3.1.4.5 Tris-nepufrovany fyziologicky roztok
Tris-nepufrovany fyziologicky roztok 10x (TNS, z angl. tris-nonbuffered saline) byl
pfipraven navazenim 30 g tris, ktery byl rozpustén do celkového objemu 0,5 I destilované

vody. Nasledné byl roztok upraven na pH 7,6.

3.1.4.6 Tris-pufrovany fyziologicky roztok s Tween 20

Pro pfipravu tris-pufrovaného fyziologického roztoku 5x s Tween 20 (TBST, z angl. tris-
buffered saline with Tween 20) bylo navazeno 12,1 g tris, 146,1 g chloridu sodného a vse
bylo rozpusténo v 700 ml destilované vody. Poté bylo upraveno pH roztoku na hodnotu
7,5. Nasledné bylo pfidano 5 ml Tween 20 a roztok byl doplnén do objemu 1 1

destilovanou vodou.

3.1.4.7 Vzorkovy pufr

Nejdiive byl pfipraven zasobni roztok slozeny ze 12 g tris, ktery byl rozpustén v 50 ml
destilované vody. Poté byl pfipraven vzorkovy pufr 2x obsahujici 1,25 ml zasobniho
roztoku, 4 ml glycerolu, 0,8 g dodecylsulfatu sodného (SDS, z angl. sodium dodecyl
sulfate) a 0,004 g bromfenolové modre, ktery byl doplnén do celkového objemu 20 ml

destilovanou vodou.

3.1.5 Pomucky
o Elektroforeticka aparatura (Bio-Rad, USA)
e Chirurgické nastroje (Fine Science Tools, Kanada)
e Kit Bicinchoninic Acid Protein Assay (Thermo Fisher Scientific, USA)
e Kit Fast Start Universal Probe Master (Roche, Svycarsko)
e Kit RNeasy Micro (Qiagen, Némecko)
e Kit Transcriptor Universal cDNA Master (Roche, Svycarsko)
e Kiryci sklicka (Marienfeld, Némecko)
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e Kultivadni desticky 96jamkové (Cell Culture Supplies, Svycarsko)
e Laboratorni plast (Eppendorf, Némecko)
e Laboratorni sklo (Vercon, CR)

e  MicroAmp™ Optical 96-Well Reaction Plate (Thermo Fisher Scientific, USA)

e Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Protein Gels (Bio-Rad, USA)

e Nerezové nastroje (Medplus, CR)

e Podlozni sklicka Superfrost PlusTM Gold Adhesion Microscope Slides
(Eprendia, USA)

e Polyvinylidenfluoridova pfenosové membrany (Bio-Rad, USA)

e Squisher™- Single (Zymo Research, USA)

e Tagman CREBI® (Rn00578828 g1, Thermo Fisher Scientific, USA)

e Tagman GAPDH® (Rn01775763 gl, Thermo Fisher Scientific, USA)

e Tagman ITGa9® (Rn01746751 ml, Thermo Fisher Scientific, USA)

e Western blot aparatura (Bio-Rad, USA)

3.1.6 Pristrojové vybaveni
e Analytické vahy (Vercon, CR)
e Azure c600 (Azure Biosystems, USA)
e Centrifuga (Hettich, Némecko)
e Homogenizator (Giagen, Nizozemsko)
e Inkubator EN 120 (Nuve, Turecko)
e Kiryostat CryoStar NX70 (Thermo Fisher Scientific, USA)
e Kyvacka (Thermo Fisher Scientific, USA)
e Laminarni box SmartFAST (Schoeller, CR)
e Michagka (P lab, CR)
e Mikroskop LEICA CTR 6500 (Leica, Némecko)

e Mikroskop Zeiss Axioskop 2 (Zeiss, Némecko)

e Mikroskop Zeiss LSM 800 (Zeiss, Némecko)
e Nano drop (Thermo Fisher Scientific, USA)
e Pipetboy (Hirschmann, USA)

e Pipety (Eppendorf, Némecko)
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¢ QuantStudioTM 6 Flex Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific,
USA)

e Spektrofotometr FLUOstar Omega (BMG labtech, Némecko)

e Termocyklér T100 (Bio-Rad, USA)

e Vakuova pumpa (Merci, CR)

e Vortex V-1 plus (Biosan, Lotyssko)

3.1.7 Pouzity software
e cSeries Imaging Systems
e GraphPad Prism verze 10
e Imagel Fiji (Schindelin et al., 2012)
e TissueGnostic Software

e ZEN Microscopy Software

3.2 Metody
3.2.1. Poranéni michy u laboratornich zvirat

3.2.1.1 Laboratotni podminky

Pro experimenty bylo pouzito 55 samcl potkant Lister Hooded o hmotnosti 150-175 g.
Zvitata byla chovana po tfech v klecich s 12hodinovym cyklem svétlo-tma za
standardnich podminek: teplota 22 + 2 °C a vlhkost 50 % + 5 %. Zvirata v klecich méla
volny pfistup k potravé a vodé. Laboratorni podminky pro zvifata zajistoval po celou
dobu experimentl laboratorni personal Ustavu experimentalni mediciny AV CR.
Vsechny postupy byly schvaleny etickou komisi Ustavu experimentalni mediciny AV CR
a byly provedeny v souladu se zakonem &. 77/2004 Sb. v Ceské republice (&islo projektu
pokusu: AVCR 4386/2022 SOV 1II). Na zakladé predchozich studii byl poéet zvifat pro
jednotlivé pokusy statisticky optimalizovan tak, aby bylo dosazeno jejich snizeni
v souladu se smérnici Evropské komise 2010/63/EU, a bylo vynalozeno veskeré usili
k minimalizaci bolesti a utrpeni laboratornich zvitat. Kazdému zvireti bylo ptidéleno ¢islo

a bylo nahodné zarazeno do jedné z kontrolnich nebo experimentalnich skupin.

3.2.1.2 Chirurgicky zakrok

Chirurgicky zakrok na zviratech byl proveden za aseptickych podminek Mgr. Katefinou
Stépankovou. Zvifata byla uspana inhalatnim anestetikem isofuranem (1,8-2,2 %) za

ustaviéného proudéni 0,3 I'min™ kysliku a 0,6 I'min"! vzduchu. Vem zvifatim byl
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subkutanné podan buprenorfin (0,2 mg na kg télesné hmotnosti zvifete). Pomoci
sterilizovanych chirurgickych nastroji byly na levé strané vyhledany dvé DRG v oblasti
L4 a LS, do kterych bylo vstiiknuto 1,5 pl virového vektoru (AAV nesouci ITGa9
akindlin 1) s titrem 2 x 10'> GC-ml™! nebo virového vektoru ve smési s 10mM db-cAMP
pomoci injekéni stfikacky Hamilton. Kontrolni skupiné potkani byl vstiiknut zeleny
fluorescencni protein (GFP, z angl. green fluorescent protein) nebo GFP s db-cAMP
pomoci injekéni stiikacky Hamilton. Nésledné byla provedena laminektomie v oblasti
T10. Pomoci inzulinové stfikackou U100 byl vytvofen maly fez v dufe a zadni provazce
misni byly prefiznuty Bonnerovymi klestémi. Kize a svaly operovanych zvitat byly ihned
po poranéni na urovni miSniho segmentu T10 seSity. Zvirata byla po operaci vlozena zpét
do oznaCenych kleci. Po skonCeni experimenti byla operovana zvifata bud
naperfundovana pro imunohistochemické barveni, nebo usmrcena intraperitonealnim
podanim letalni davky ketaminu (100 mg-kg™) a xylazinu (20 mg-kg™) a dekapitovana
pomoci zmensené gilotiny pro ucely Western blotu (WB) a PCR experimenti. Micha

a DRG byla co nejrychleji vyjmuta a ulozena na suchy led do jejich dalsiho pouziti.

3.2.2. Histologické zpracovani tkané

S pomoci chirurgickych nastroji byly odebrany vzorky misni tkané a DRG od kmene
potkant Lister-Hooded po transkardialni perfuzi pomoci 4% paraformaldehydu ve
fosfatovém pufru (PBS, zangl. phosphate-buffered saline). Vzorky byly nadale
prosyceny v roztoku sacharosy — 10%, 20% a 30% sacharosa v PBS, roztok byl vzdy
vymeénén po tom, kdy vzorek mis$ni tkan€ a DRG klesl ke dnu zkumavky. Vzorky byly
tésné pred krajenim zality do Tissue-Tek® O.C.T. Compound. Nasledné byly vzorky
zmrazeny a nakrajeny na kryostatu pfi cca -20 °C. Tloustka pti¢nych a podélnych fezt
byla u DRG 12 um a u michy 20 pm. Rezy byly ponechany v mrazaku pii —20 °C az do

jejich dalsiho pouziti.
3.2.3 Histologické barveni

3.2.3.1 Imunohistochemické barveni

Podlozni skli¢ka s nakrajenymi fezy michy a DRG byla vyjmuta z —20 °C a ponechana
pfi laboratorni teploté¢ po dobu 8 minut. Nasledné byla nakrajena mis$ni tkan a DRG
promyta v PBS (3x 10 minut) a poté byla provedena permeabilizace tkani pro usnadnéni
vniku protilatky do nakrajenych pficnych fezi pomoci 0,5% roztoku Triton v PBS po

dobu 120 minut. Nasledné byla provedena imunoblokace, kvuli redukci nespecifickych
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vazeb protilatek 1 ostatnich slozek v roztocich obsahujicim nésledujici komponenty:
0,3 M glycin, chemiBLOCKER (1:10), 0,2% Triton a PBS. Inkubace trvala 2 hodiny pfi
laboratorni teploté. Po imunoblokaci byl nanesen na fezy roztok o stejném slozeni jako
pro imunoblokaci, do kterého byly pfidany primarni protilatky (viz Tab. 2). Inkubace
s primarnimi protilatkami probéhla pfes noc v chladové mistnosti (4 °C). Poté byly
primarni protilatky odmyty pomoci PBS (2x 10 min) a 0,2% Triton / PBS (1x 10 minut).
Byla pfidana vhodna sekundarni protilatka na zakladé puvodu primarni protilatky
(viz Tab. 2). Roztok sekundarnich protilatek byl pfipraven ve stejném roztoku jako byla
provedena blokace a inkubace s primarnimi protilatkami. Inkubace trvala 2 hodiny pfi
laboratorni teploté. Nasledné bylo provedeno odmyti sekundarni protilatky pomoci PBS
(3x 10 min), 0,2% Triton / PBS (2x 10 minut), a 1x TNS (1x 30 minut). Poté byly vzorky
zamontovany pomoci Mowiol montovactho média, do kterého byl pfidan

1,4-diazabicyklo (2,2,2) oktan (DABCOQ), ktery brani pfirozené redukci signalu.

Tab. 2: Primarni a sckundami protilatky, které¢ byly pouzity pro imunohostochemické
experimenty.

Primarni Epitop Klonalita Piivod Redéni Inkubace

protilatka sekundarni (h)
protilatky

Anti-CS-56 GSPGs monoklonalni mys$ 1:500 24
Anti-GFAP GFAP polyklonalni kute 1:500 24
Anti-GFP GFP polyklonalni kute 1:800 72
Anti-GFP GFP polyklonalni kralik 1:800 72
Anti-Nogo A Nogo A polyklonalni kralik 1:500 24
Anti-OMgp OMgp monoklonalni potkan 1:500 24
Anti-Tenascin C  Tenascin C  monoklonalni kralik 1:500 24
Anti-V5 V5 znacka  monoklonalni mys 1:800 72
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3.2.3.2 Barveni luxolovou mod¥i

Cast nakajené mi$ni tkan& byla obarvena luxolovou modii pro pofizeni reprezentativnich
snimki nezranéné a poranéné misni tkan€. Nakrajené pii¢né a podélné fezy misni tkané
byly nejdiive 4x oplachnuty v PBS, vzdy po dobu 7 minut. Mezitim byla pfedem
pfipravena luxolova modf dana v uzaviené kyveté do inkubatoru nastaveného na 60 °C
ptes noc. Poté byly fezy misni tkdn€ ponechany 5 minut v 70% etanolu a nasledné byly
2x oplachnuty v destilované vodé€. Poté byly postupné umistény vzdy tii fezy do kyvety
a byl piidan diferenciaéni roztok uhligitanu lithného na par sekund. Rezy byly oplachnuty
nejdiive v 70% etanolu a nasledné 2x v destilované vod¢€. V nasledujicim poradi vzdy po
dobu 5 minut byl vyménén roztok 96% etanolu, 100% etanolu a xylenu. Rezy byly

nakonec zamontovany solakrylem.

3.2.4 Mikroskopie

Imunohistochemicky oznacené neurony v DRG, slozeni bariéry v okoli misni 1éze
a pocet axonu nad a pod 1ézi byly zaznamenany pomoci konfokalniho mikroskopu ZEISS
LSM 880. Nasledné byla provedena kvantifikace jednotlivych parametrd danych pro
jednotlivé sety barveni (pocet bunék / méfeni intenzity signalu) pomoci softwaru Imagel
Fiji. Pro spocitani indexu regenerace senzorickych axont po misni 1ézi byl pouzit
epifluorescencni mikroskop Axioskop s mfizkou 10 x 10 v pravém okularu mikroskopu.
Pocet axont byl pocitan manualné, a to z divodu, aby se zabranilo nepfesnému prahovani
pfi automatickém zpracovani obrazu, které by vedlo k nespolehlivym a pfipadné
nepiesnym vysledkim. Pocet axont byl pocitan dvéma nezavislymi experimentatory.
Reprezentativni snimky nezranéné a poranéné misni tkané byly pofizeny na

epifluorescenc¢ni mikroskopu Leica.

3.2.5 Western blot

Chirurgicky odebrané vzorky misni tkan€¢ a DRG od kmene potkant Lister-Hooded, které
byly uchovany na suchém ledu, byly zvazeny na analytickych vahach a pomoci pinzety
pfeneseny do 15ml centrifugacnich zkumavek. Ke kazdému vzorku byl pfidan
vychlazeny radioimunoprecipitacni testovaci puft  (RIPA, z angl.
radioimmunoprecipitation assay buffer) roztok smichany s inhibitory proteas a fosfatas
(300 pl RIPA na 5 mg misni tkan€), a pomoci elektrického homogenizatoru byly vzorky
DRG a misni tkdn€ zhomogenizovany. Nasledné byla zhomogenizovana misni tkan

uchovéana na ledu a michana na michacce po dobu 2 hodin pii laboratorni teploté.
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Nasledné byla provedena centrifugace pii 15 000 x g po dobu 20 minut a 4 °C.
Supernatant obsahujici proteiny byl pipetou opatrné€ odebran a rozalikvétovan do novych
mikrozkumavek. Poté byla stanovena koncentrace proteinti ve vzorku pomoci kyseliny
bicinchoninové (BCA, z angl. bicinchoninic acid protein assay) z komeréné dostupného

kitu, dle navodu od vyrobce.

Pro stanoveni mnozstvi analyzovanych proteina ve vzorcich misni tkané z oblasti
1éze a DRG byla zvolena metoda WB. Nejdiive byly vzorky pfipraveny na SDS-PAGE.
Na zakladé spocitanych koncentraci proteini byl kazdy vzorek nafedén pomoci
destilované vody na stejnou koncentraci 5 pg-pl™!. Nafedéné vzorky o objemu 17 pl byly
smichany s 17 ul vzorkového pufru 2x smichaného s dithiotreitolem (DTT) (425 wl
vzorkového pufru 2x a 25 ul DTT). Vzorky byly zvortexovany a inkubovany na
termobloku po dobu 5 minut pii 95 °C. Poté byly vzorky zvortexovany a stoCeny. Pro
separaci proteind z misni tkané byla pouzita SDS-PAGE na komer¢né dostupnych gelech
BioRAD. Aparatura pro SDS-PAGE byla pfipojena ke zdroji stejnosmérného napéti a byl
nastaven elektricky proud na 15 mA — 30 mA (na jeden gel).

Poté byl proveden pienos proteini z polyakrylamidového gelu na
polyvinylidenfluoridovou (PVDF) membranu. Nasledné byla sestavena aparatura pro
WB. Poté byla v metanolu aktivovana PVDF membrana a spolecné s gelem z probéhlé
elektroforézy byly umistény do WB |, sendvice‘‘ mezi 2 filtracni papiry. WB , sendvic*
byl poskladan v nadobé s nalitym prenosovym pufrem. Kazeta byla vlozena do WB
aparatury tak, aby membrana sméfovala k anodé. WB aparatura byla dana na led a byla
doplnéna pfenosnym pufrem 1x po znacku ,Blotting™ na sténé vany WB aparatury. Pro
pfenos proteint na PVDF membranu byla WB aparatura pfipojena ke zdroji
stejnosmérného napéti, bylo nastaveno konstantni elektrické napéti na 60 V a elektricky
proud na 350 mA po dobu 1 hodiny. Po skoncCeni pfenosu proteini z gelu na PVDF
membranu, byla WB aparatura rozebrana, PVDF membrany byly vyjmuty ze , sendvice*
a proteiny na PVDF membrané byly detekovany pomoci Ponceau S. PVDF membrany
byly nasledné promyvany v TBST dokud nedoslo k odmyti ¢ervené barvy Ponceau S.
Dale byla provedena imunoblokace 5% roztokem odtucnéného mléka, nebo hovéziho
sérového albuminu (BSA, z angl. bovine serum albumin) podle typu protilatky. PVDF
membrany byly 120 minut inkubovany na kyvacce pfi pokojové teploté. Béhem
imunoblokace PVDF membran v 5% roztoku odtu¢néného mléka / BSA byly ptipraveny

roztoky primarnich protilatek, viz Tab. 3. Po skon€eni blokace v 5% roztoku odtu¢néného
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mléka / BSA byly PVDF membrany 3x proplachnuty v TBST po dobu 5 minut. PVDF
membrany byly pfemistény do falkon s roztokem primarni protilatky a dany do chladové
mistnosti (4 °C) na kyvacku. Druhy den byly PVDF membrany 3x promyty v TBST po
5 minutach a nasledné inkubovany 60 minut v roztoku se sekundarni protilatkou
konjugovanou s kfenovou peroxidasou (fedéni 1:10 000 v TBST), viz Tab. 3. Potom byly
PVDF membrany 3x promyty po 5 minutach v TBST. Membrany byly vyvolany na
pristroji Azure c600 pomoci cSeries Imaging Systems softwaru. Po vizualizaci byly
membrany vymazany pomoci odmyvaciho pufru a vSechny kroky od blokace
5% roztokem odtu¢néného mléka / BSA byly zopakovany. Bandy na vyvolanych PVDF

membranach byly hodnoceny pomoci ImageJ Fiji softwaru.

Tab. 3: Primarni a sekundarni protilatky, které byly pouzity pro metodu WB.

Primarni Epitop Klonalnost Pivod Redéni Inkubace

protilatka sekundarni (h)
protilatky

Anti-B-aktin B-aktin monoklonalni kralik 1:1000 24
Anti-GFAP GFAP monoklonalni kralik 1:1000 24
Anti-GFP GFP polyklonalni kute 1:1000 24
Anti-MAG MAG monoklonalni kralik 1:1000 24
Anti-PKA Ca PKA Ca polyklonalni kralik 1:1000 24
Anti-Tenascin C  Tenascin C  monoklonalni kralik 1:1000 24
Anti-Vinkulin Vinkulin  monoklonalni kralik 1:1000 24
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3.2.6 Polymerazova retézova reakce

3.2.6.1 1zolace RNA

Vyjmuta DRG z dekapitovanych laboratornich zvifat byla manualné zhomogenizovana
pomoci polypropylenového Squisher™- Single v 1,5 ml zkumavkach. Pro izolaci RNA
z DRG byl pouzit komercni RNeasy Micro Kit, ze kterého byl pouzity komeréni pufry
— RPE, RTL, RW1 — a RNeasy MinElute kolonky. Ke zhomogenizovanym DRG bylo
pfidano 350 pl RTL pufru, poté byl vzorek zvortexovan. Do zkumavek bylo pfidano
350 ul 70% etanolu a lyzat byl pipetovanim promichan. Potom byl obsah zkumavek
prenesen do RNeasy MinElute kolonek a byla provedena centrifugace pti 12 000 x g po
dobu 30 sekund. Eluat byl vyhozen do odpadu. Do kolonky RNeasy MinFElute bylo
pfidano 350 pul RW1 pufru, vzorek byl opét centrifugovan pii 12 000 x g po dobu
30 sekund. Eluat byl opét vyhozen do odpadu. Poté bylo ke kazdému vzorku pfidano
80 ul roztoku DNAsy I, ptipraveného dle protokolu od vyrobce. Zkumavky s kolonkami
byly inkubovany pfi laboratorni teploté€ po dobu 15 minut. Potom bylo pfidano do kolonek
350 ul RW1 pufru, vzorky byly zcentrifugovany pifi 12 000 x g po dobu 30 sekund,
a nasledné byl odstranén eluat. Plastova zkumavka u kolonky RNeasy MinFElute byla
nahrazena za novou, a bylo pfidano 500 pl RPE pufru. Vzorek byl opét zcentrifugovan
pii 12 000 x g po dobu 30 sekund. Do kolonky bylo pfidano 500 pl 80% etanolu a opét
byla provedena centrifugace pii 12 000 x g po dobu 2 minut. Sbérna kolonka byla poté
vyhozena do odpadu. Nasledné byla oteviena kolonka a nechana v laminarnim boxu po
dobu 15 minut, aby doslo k vyschnuti membrany s vyizolovanou RNA. Kolonka RNeasy
MinElute byla dana do nové sbérné zkumavky, néasledné bylo pridano 1,4 ul specialné
upravené vody prosté rnas a byla centrifugovana pii 16 000 x g po dobu 1 minuty. Takto
vyizolovana RNA byla ulozena do -80 °C az do dalsiho kroku — pfepisu RNA do cDNA

— vzorek byl v -80 °C ulozen maximalné po dobu 5 dni.

3.2.6.2 Prepis RNA do cDNA

Nejdiive byla spektrofotometricky zméfena koncentrace RNA, ktera byla nafedéna miliQ
vodou na vyslednou koncentraci 2 pg-15 pl'l. Poté byl podle protokolu od vyrobce kitu
Transcriptor Universal ¢cDNA Master piipraven Mastermix — objemy uvedené nize

odpovidaji pfipravé Mastermixu na jeden vzorek (15 pl):

e 4yl transkripéniho univerzalniho reak¢éniho pufru 5x

e 1 pl univerzalni reverzni transkriptasa 10x

37



Poté byly vzorky vlozeny do termocykléru a inkubovany 5 minut pti 25 °C, 10 minut pfi
55 °C, a poté 5 minut pii 85 °C. Po prepisu do cDNA byly vzorky ulozeny v —20 °C do

jejich dalsiho pouziti.

3.2.6.3 Kvantitativni polymerazova retézova reakce v realném cCase

Podle protokolu od vyrobce kitu Fast Start Universal Probe Master bylo smichano
4,5 W vzorku ¢cDNA, 5 pl Fast Start a 0,5 pul Tagman — pro ITGa9, CREBI
a glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasu (GAPDH, z angl. glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase, EC 1.2.1.12). Poté byly vzorky napipetovany v dupletech do PCR
desticky. Amplifikace byla provedena v qPCR termocykléru. Veskeré reakce probihaly se
stejnymi reakénimi podminkami: 2 minuty pii 50 °C, 10 minut pfi 95 °C, nasledovalo

40 cyklt po 15 sekundach pti 95 °C a 1 minuté pii 60 °C.

38



4 VYSLEDKY

I ptes jiz publikované vysledky efektu upregulace ITGa9 pomoci genové terapie nebo
aplikace db-cAMP do DRG na regeneraci senzorickych axonti po PM, nebylo na zakladé
behavioralnich testd (data nejsou soucasti této diplomové prace) pozorovano funkcni
zlepSeni u terapie kombinujici tyto dva pfistupy v porovnani pouze s jednim nebo druhym
1éCebnym pfistupem. Prave kvili tomu byla tato diplomova prace zaméfena na objasnéni
toho, pro¢ k funkénimu zotaveni senzorickych funkci po PM u potkanti nedoslo a co stalo

proti regeneraci senzorickych axon.

4.1 Index regenerace poSkozenych senzorickych axoni

Po tfimési¢nim obdobi, kdyby byli potkani s PM testovani pomoci celé fady senzorickych
behavioralnich testl, nasledovalo zpracovani misni tkané a DRG. Prvnim krokem po
neuspeésném vysledku senzorickych behavioralnich testd, ve kterym byla testovana
kombinace 1écebnych terapii, bylo spocitani indexu regenerace. Toto ¢islo udava pomer
axonu nad a pod 1ézi, a poskytuje tak Ciselnou hodnotu, ktera udava stupefi samotné
regenerace axont po PM. Oblast misni léze, ve které byl mikroskopicky hodnocen pocet
axonu, je znazornéna ve ¢tverci na Obr. 7 A. Mikroskopické snimky, ze kterych byl pocet
axonu hodnocen, jsou zobrazeny na Obr. 7 B-C. Z vysledkt indexu regenerace bylo
zjisténo, ze kombinace genové terapie exprimujujici kindlinem 1 aktivovany ITGoa9
spolecné s db-cAMP (ITGa9 + K1 + db-cAMP) nevedla k podpoteni regenerace vétsiho
mnozstvi senzorickych axonti po PM (viz Obr. 7 D) v porovnani s aplikaci genové terapie
samostatné (ITGa9 + K1). ZvySena regenerace vSak byla pozorovana vuci kontrolni
skupiné (GFP). Ve skupin€ s aplikovanym db-cAMP byl aplikovéan i virovy vektor
nesouci GFP, a to z divodu oznaCeni vlaken pro jejich jednodusi vizualizaci
a srovnatelnost z ostatnimi skupinami. V této skupiné€ byl pozorovan signifikantné nizsi
index regenerace v porovnani s ITGa9 + K1 skupinou. Na mikroskopickych snimcich, ve
vSech skupinach kromé kontrolni, je vidét, ze axony nad 1€ézi nenasleduji pfesné jejich
anatomickou drahu, kterd je vidét pod 1ézi a dokonce se piepojuji do Sedé hmoty. Toto

naznacuje, ze 1éze byla kompletni a jde tedy o skuteCnou regeneraci.
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Obr. 7: Regenerace senzorickych axonii po pouziti genové terapie/db-cAMP nebo jejich
kombinace do DRG potkanti. (A) Znazornéni koronarniho fezu michou s DRG. Oblast michy ve
¢tverci odkazuje na to, ktera cast michy byla hodnocena na pritomnost axonu (oblast, kde vedou
drahy zadnich provazct misnich). Vytvofeno v BioRender.com. (B) Mikroskopicky snimek
ukazujici oblast michy pod 1ézi. Snimek je prfedevsim zaméfeny na drahy zadnich provazcu
(senzorické trakty) a zadni roh misni, kde bylo hodnoceno mnozstvi axonii po pouziti genové
terapie/db-cAMP nebo jejich kombinace do DRG. ZvétSeni 20x. (C) Mikroskopické snimky
oblasti nad mis$ni 1ézi ve vSech experimentalnich skupinach — kontrolni skupiny (GFP),
kindlinem 1 aktivovany ITGa9 (ITGa9 + K1), db-cAMP (GFP + db-cAMP) nebo jejich
kombinace (ITGa9 + K1 + db-cAMP) do DRG. Zvétseni 20x. Bil¢ Sipky ukazuji na nékteré
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regenerované axony v miSe. Zluta oblast ohraniduje Sedou hmotu misni od bilé.
(D) Index regenerace senzorickych axonu ukazuje pomér senzorickych axont nad a pod misni
1ézi po pouziti genoveé terapie/db-cAMP nebo jejich kombinace do DRG. Pro vyhodnoceni
vysledki z konfokalniho mikroskopu byl pouzit Tukeyho test vicenasobného porovnani,
jednocestna ANOVA, * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001.

4.2 Transduk¢ni ucinnost virového vektoru

Pomoci fluorescenéni mikroskopie byly vizualizovany AAV transfekované senzorické
neurony v DRG. Na mikroskopickych snimcich byly méfeny dva parametry — pocet
transfekovanych nervovych bunék na fez DRG a intenzita signalu GFP nebo znacky VS5,
ktera je nesend pfimo ITGa9. Pro kvantifikaci byl v obou testovanych ptipadech pouzit
program ImagelJ Fiji. V pfipad€ poCtu transfekovanych nervovych bunék bylo zji§téno,
ze priblizné stejny pocet nervovych bunék exprimuje injikovany virovy vektor (Obr. 9 A
a B). Kazdopadné intenzita fluorescen¢niho signalu GFP / V5 byla pozorovana
signifikantné niz§i v pfitomnosti db-cAMP. Timto vysledkem bylo naznaceno, ze

aplikace db-cAMP do DRG interaguje s transdukcéni ucéinnosti AAV  vektoru.
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Obr. 8: Transduk¢ni Géinnost AAV vektoru v kombinaci s nebo bez db-cAMP. (A) Senzorické
neurony v DRG po aplikaci jednotlivych terapii. Vektory AAV nesouci bud” GFP, nebo ITGo9
nesouci znacku V5. Zvétseni 20x. (B) Kvantifikace vysledkt z imunohistochemie. Sloupcové
grafy ukazuji pocet transfekovanych nervovych bunék na fez DRG a intenzitu signalu
transfekovanych bunck a GFP / V5 v DRG. Hodnoty jsou vyjadieny jako primér + SEM (n=6-8
DRG na skupinu; 2-4 fezy na DRG z jednoho zvifete). Pro vyhodnoceni byl pouzit neparovy
t-test, ns p > 0,05, ** p <0,01, **** p <0,0001.

Pro ovéfeni vysledkl z imunohistochemie o transdukcni ucinnosti AAV byla
pouzita metoda WB. Pomoci WB byly porovnany DRG po aplikaci GFP v kombinaci
s db-cAMP (GFP + db-cAMP) oproti kontrole (CTRL), kde byl aplikovan pouze GFP do
DRG. Analyzou WB bylo zjisténo, ze po aplikaci db-cAMP do DRG doslo k rozdvojeni
bandu pro GFP, viz Obr. 10 A. V tomto pfipadé bylo piedpokladano, ze se pravdépodobné
jednalo posttranslacni modifikaci GFP zprostfedkovanou enzymem PKA, ktera byla po
aplikaci db-cAMP do DRG signifikantné zvySena. Stanoveni mnozstvi PKA slouzilo jako
potvrzeni pfitomnosti db-cAMP. Sloupcovymi grafy bylo kvantitativné potvrzeno snizeni
hladiny GFP (27 kDa) v DRG po aplikaci db-cAMP (GFP + db-cAMP), viz Obr. 11 B.
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Vysledky z WB byly normalizovany na vinkulin, ktery pfedstavuje housekeeping protein.
Kromé vinkulinu bylo zji§téno 1 mnozstvi aktinu, dal§iho housekeeping proteinu, pro

kontrolu spravnosti vysledkt z WB.
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Obr. 9: Ovéfeni transdukéni ucinnosti AAV vektoru pomoci WB analyzy. (A) Detekce GFP, PKA
Ca, aktinu a vinkulinu s hodnotou molekulové hmotnosti jednotlivych proteinu. Hodnoty
molekulovych hmotnosti zkoumanych proteinu byly porovnavany s kontrolou (CTRL), ve které
byl do DRG aplikovan pouze GFP. (B) Kvantifikace vysledki z WB analyzy. Vyjadieni
relativniho poméru proteini v bandech z WB po aplikaci db-cAMP do DRG. Hodnoty jsou
vyjadieny jako praimér + SEM (n=6 DRG ze 3 zvifat na skupinu). Pro kvantifikaci vysledkua
z WB byl pouzit neparovy t-test, ns p > 0,05, * p <0,05, **** p <0,0001.
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4.3 Molekularni vliv db-cAMP na slozZeni jizvy

Jednou z teorii, proC byl pouzit pravé db-cAMP byl jeho, jiz publikovany, efekt na tvorbu
jizvy po PM. Mikroskopické snimky z konfokalniho mikroskopu vyjadiuji intenzitu
fluorescencniho signalu Nogo A, GSPG, GFAP, OMgp, MAG a tenascinu C po
3 mesicich od aplikace 1écby. Z mikroskopickych snimka nebylo zjisténo snizeni hladin
inhibi¢nich molekul — Nogo A, GSPG, GFAP, OMgp, MAG a tenascinu C — po aplikaci
db-cAMP do DRG oproti kontrole (CRTL), pouze AAV vektor bez aplikace db-cAMP,
viz Obr. 11 A. Kvantifikaci vysledkd z imunohistochemie bylo ukazano, ze doslo ke
snizeni OMgp v okoli jizvy po aplikaci db-cAMP do DRG, viz Obr. 11 B. Avsak rozdil
hladin inhibi¢nich molekul Nogo A, GSPG, GFAP, MAG a tenascinu C nenabyl

statistického vyznamu po 3 mésicich 1écby.
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Obr. 10: Inhibi¢ni bariéra jizvy po aplikaci db-cAMP do DRG. (A) Mikroskopicky snimek
inhibicni bariéry jizvy po aplikaci db-cAMP do DRG. Snimky ukazujici silu fluorescenéniho
signalu inhibi¢nich molekul Nogo A, GSPG, GFAP, OMgp, MAG a tenascinu C v okoli jizvy po
aplikaci db-cAMP do DRG. Jako kontrola (CTRL) byl pouzit AAV vektor. ZvétSeni 20x.
(B) Kvantifikace intenzity signalu inhibi¢nich molekul Nogo A, GSPG, GFAP, OMgp, MAG
a tenascinu C v okoli jizvy po aplikaci db-cAMP do DRG vztaZena na mm?misni tkang. Hodnoty
jsou vyjadieny jako prumér = SEM (n=4-6 zvifat na skupinu). Pro vyhodnoceni vysledku
z imunihistochemie byl pouzit neparovy t — test, ns p > 0,05, * p <0,01.

I kdyZz nebyl pozorovan signifikantni rozdil mezi db-cAMP léCenymi zvitaty
a kontrolami v mnozstvi inhibi¢nich molekul po 3 mésicich po poranéni a aplikace terapii,
byla dale sledovana dynamika tvorby gliové / fibrotické jizvy po PM. Pro sledovani
dynamiky tvorby jizvy byla pouzita metoda WB. Mnozstvi proteini GFAP, MAG, PKA,
tenascinu C, vinkulinu a aktinu bylo hodnoceno v ¢asovém rozmezi 2 az 91 dnd po
poranéni (DPI) od aplikace db-cAMP s GFP (oznaCeno db-cAMP) do DRG. Jako
kontrola (CTRL) byl aplikovan pouze GFP do DRG. V prvni fadé bylo zjisténo, ze
aplikace db-cAMP do DRG ma vliv na produkci GFAP. Jeho hodnoty byly v Casovém
rozmezi 14 az 30 DPI niz8i u db-cAMP léCenych zvifat v porovnani s CTRL, viz Obr. 12.
GFAP je jednim z hlavni markert astrogliozy a je produkovany astrocyty po poranéni

nervové tkané (Eng & Ghirnikar, 1994). Tento vysledek naznacuje, ze db-cAMP ma
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piimy efekt na reaktivitu astrocyti. Dale bylo zjistovano mnozstvi MAG, jako jednoho
z hlavnich inhibitorti regenerace axont. V tomto pfipadé jsme nepozorovaly signifikantni
snizeni, kazdopadn€ vysledky ukazaly jasny trend v tom, ze je mnozstvi MAG v oblasti
1éze méné — a to predev§im mezi 7 a 30 dnem po poranéni u db-cAMP léCenych zvifat.
Po aplikaci db-cAMP do DRG bylo zaznamenano snizené mnozstvi PKA oproti CTRL.
Tento vysledek nebyl predpokladan. Nejvétsim piekvapenim byl ovSem efekt db-cAMP
na produkci tenascinu C. Z WB analyzy je patrné, ze mnozstvi tenascinu C po aplikaci
db-cAMP do DRG je signifikantné nizsi prakticky po celou dobu formovani jizvy ve
srovnani s CTRL. V poslednim casovém bodé (91 dni) po poranéni neni vidét
signifikantni rozdil, ale trend zistava zachovan. Zaroven bylo pomoci WB potvrzeno, ze
formovani jizvy okolo léze je velmi dynamicky proces a jeji slozeni se méni i v CTRL
skupiné. Glykoprotein tenascin C slouzil jako perfektni priklad, protoze jeho exprese
nebyla konzistentni po celou dobu 1é¢by (91 dni) po poranéni. Mnozstvi tenascinu C dale
podporuje fakt, ze kombinovana terapie nebyla ucinna, jelikoz pravé tenascin C je
hlavnim substratem pro aktivovany ITGa9. Dale mnozstvi tenascinu C podporuje pfimy
efekt db-cAMP na astrocyty, ktery byl pozorovan u mnozstvi GFAP, jelikoz hlavnimi
producenty tenascinu C po PM jsou pravé astrocyty (shrnuto ve Wiese et al., 2012).
Hodnoty mnozstvi proteini byly normalizovany k mnozstvi aktinu ve vzorcich misni
tkané a jako dalsi kontrola byl pouzit vinkulin, jehoz hodnota se signifikantné neméni

mezi skupinami v ¢ase od 2 po 91 dni po poranéni.
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Obr. 11: Rozdil v dynamice tvorby jizvy po aplikaci db-cAMP do DRG. (A) Detekce GFAP,
MAG, tenascin C, PKA, vinkulinu a aktinu po WB. (B) Kvantifikace mnozstvi GFAP, MAG,
tenascinu C, PKA a vinkulinu po aplikaci db-cAMP do DRG. V kontrole (CTRL) byl aplikovan
GFP do DRG. Sloupcové grafy vyjadiuji zavislost relativniho poméru zkoumanych proteint na
dnech po aplikaci CTRL / db-cAMP do DRG a zaroven po poranéni (DPI). Hodnoty jsou
vyjadfeny jako prumér+ SEM (n=3-5 zvifat na skupinu). Pro kvantitativni vyhodnoceni vysledku
z WB byl pouzit Tukeyho test vicenasobného porovnani, dvoucestna ANOVA, ns p > 0,05,
*p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001, **** p <0,0001.
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4.4 Ovlivnéni genové exprese AVV vektoru v ramci genové terapie

V této diplomové praci byl ukazan rozdil na urovni mnozstvi GFP a V5 proteinti bez a po
aplikaci db-cAMP do DRG, viz kap. 4.3. Déle bylo zkouméano, zda db-cAMP ovliviiuje
expresi AAV vektori na urovni transkripce nebo translace. K tomu byla pouzita
RT-qPCR. Exprese CREB1 nebo ITGo9 v riznych casovych bodech po injekci
AAV /db-cAMP nebo jejich kombinace do DRG byla spocitana z prahové hodnoty cyklu
(Ct, z angl. threshold cycle value). Hodnoty z RT-qPCR byly normalizovany na GAPDH,
ktera predstavuje housekeeping gen, a také na hodnotu kontrolniho DRG injikovaného
pouze chloridem sodnym. Vysledky genové exprese z RT-qPCR jsou vyjadieny jako
zavislost hodnoty 2724€t ktera byla vypocitana podle postupu uvedeném v ¢lanku Livak
& Schmittgen (2001), na dnech po injekci AAV / db-cAMP nebo jejich kombinace do
DRG.

Pomoci RT-qPCR bylo potvrzeno, ze intracelularni hladina transkripéniho faktoru
CREBI byla signifikantné zvySena po aplikaci db-cAMP do DRG, ale i ve skupiné
kombinujici aktivovany ITGa9 s db-cAMP (IKA), viz Obr. 13 A. Timto vysledkem byla
oveétena aktivace PKA kaskady pomoci db-cAMP. Naproti tomu po aplikaci AAV
vektoru do DRG (IK) dosahovala hladina transkripéniho faktoru CREB1 nizkych hodnot.
Tento vysledek byl predpokladan, jelikoz je fyziologicky se vyskytujici cAMP jednim
z nejdulezitéjSich druhych posli v organismu. Zaroven vysledky ukazuji, ze db-cAMP

zvySuje expresi CREB1 dlouhodobé, a to az po dobu 60 dni po jeho injikovani do DRG.

Dale byla zkoumana hladina mRNA pro ITGo9. Z vysledki provedenych
RT-qPCR je patrné, ze ve skupiné IKA byla signifikantné€ nizsi hladina exprimovaného
ITGo9 v porovnani s IK skupinou, viz Obr. 13 B. Vysledky naznacuji, ze db-cAMP
kombinované s AAV vektory negativné ovliviiuje expresi injikovaného virového vektoru
v DRG. Ze sloupcovych grafti je dale vidét, Ze nejvétsi exprese AAV vektoru v DRG byla
zaznamenana az po 14 dnech po jeho injekci do DRG. Dale je z graft patrné, ze exprese
AAYV vektoru je nejvyssi v Casovém rozmezi od 14 do 30 dnti po zahajeni 1écby. Vysledky
z RT-qPCR naznacuji, ze db-cAMP ovliviiuje expresi AAV vektorii jiz na arovni

transkripce.
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Obr. 12: Efekt db-cAMP na genovou expresi AAV vektoru v DRG. (A) Ovlivnéni genové exprese
CREBI1 po aplikaci AAV/db-cAMP nebo jejich kombinace do DRG. (B) Vliv AAV/db-cAMP
nebo jejich kombinace na uroven genoveé exprese ITGa9 v DRG. Vysledky genové exprese jsou
vyjadieny jako zavislost hodnoty 222¢t na dnech po injekci AAV/db-cAMP nebo jejich
kombinace do DRG. Hodnoty jsou vyjadfeny jako primér £ SEM (n=3-5 zvifat na skupinu).
Pro vyhodnoceni vysledku z RT-qPCR byl pouzit Tukeyho test vicenasobného porovnani,
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5 DISKUSE

PM predstavuje devastujici neurologické poranéni, které ma pifimy dopad na zdravotni
stav pacienta. Kazdym rokem utrpi PM nékolik miliont lidi na svété (Wyndaele
& Wyndaele, 2006; James et al., 2019). V soucasné dobé neni medicina schopna ucinné
1écit PM, protoze spontanni regenerace dospéelé nervové tkané neni dostate¢na. Po PM se
formuje gliova / fibroticka jizva, ktera s postupem casu vytvaii bariéru pro regenerujici

axony.

V poslednich dekadach byl zaznamenan obrovsky pokrok v porozuméni
bunécnych a molekularnich mechanismu probihajicich po PM (McKeon et al., 1991;
Frisén et al., 1995; Troadec et al., 2002; Pearse et al., 2004; Rhodes et al., 2006; Rowland
et al., 2008; Carbajal et al., 2011; Wang et al., 2015; Cheah et al., 2016; Li et al., 2020).
Diky tomu bylo navrzeno pro lécbu PM nékolik novych potencionalnich lécebnych
strategii a terapeutickych zasahti. Nezodpovézenou otazkou vSak zustava, zda pro
podpofteni vyssiho efektu regenerace senzorickych axont in vivo aplikovat terapeutické
pristupy samostatné, nebo v jejich kombinaci. Na zakladé¢ vyzkumnych praci,
zabyvajicich se pfimo terapiemi senzorickych deficiti po PM, byla jako nejefektivnéjsi
1écebna strategie pro regeneraci senzorickych axoni po PM vyhodnocena genova terapie,
exprimuyjici ITGa9 pomoci AAV vektort, a aplikace db-cAMP do DRG. Pro dosazeni
vétsiho efektu na rozvolnéni jizvy a ucinku 1é¢by byla experimentalné zkouména
kombinace téchto dvou efektivnich lé¢ebnych strategii. V pfedchozich vysledcich ze
senzorickych behavioralnich testi provedenych u potkani s PM bylo pozorovano, ze
kombinace genové terapie a db-cAMP vedla mnohem mensi regeneraci senzorickych
funkci u potkant nez aplikace samostatnych 1é¢ebnych terapii. Série experimentd této
diplomové prace byla navrzena tak, aby pomohla objasnit neuspéSny vysledek

senzorickych behavioralnich testu.

Po zahajeni 1é¢by PM je kritickym ukazatelem ucCinnosti terapie senzorickych
deficiti po PM pocet regenerovanych axont nad a pod misni 1ézi. Mnozstvi
regenerovanych axonti po PM vétSinou pfimo umérmné souvisi s funkénim zotavenim
senzorickych funkci po PM. Index regenerace po PM je standardizovany zpusob pro
posouzeni rozsahu, v jakém poskozeni nervova vlakna v miSe dorastaji nebo se znovu
zapojuji v reakci na konkrétni terapii. V podstaté¢ se jednd o jednoduchy postup, jak
kvantifikovat pokrok v obnové a zotaveni po PM. Index regenerace senzorickych axont

po PM prokazal neuspésny vysledek senzorickych behavioralnich testt, protoze nedoslo
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k regeneraci vét§iho mnozstvi senzorickych axont po aplikaci kombinované terapie
v porovnani s nekombinovanou lécbou. S ohledem na dosazené vysledky této v této praci
vSak ale zistava otazkou, zda nemél byt zvolen lepsi systém znaceni axont — napiiklad
znaCeni axonu pomoci lipofilni latky aplikované post mortem. Jak je zminéno ve studii
Macagno et al. (1985), dulezitou roli pro hodnoceni regenerace senzorickych deficitt
muze hrat i tvorba synaptickych spoji mezi regenerujicimi axony. Pro ovéfeni vysledka
senzorickych behavioralnich testi mohla byt hodnocena i tvorba synaptickych spoji mezi
regenerovanymi axony, coz se ovsem nejevilo jako nutné s ohledem na signifikantné nizsi
pocet axond, ktery prekonal samotnou misni 1ézi. I kdyz index regenerace nepfinesl
pozitivni vysledky ohledné uspéSnosti kombinované terapie, tak jeho hodnota vedla ke
znovu potvrzeni vysledkt ptivodni studie s aktivovanym ITGa9, vyuzitym k 1écbé PM
(St&pankova et al., 2023).

Signalni molekula cAMP je v poslednich dvou dekadach intenzivné zkoumana
v neurovédnim vyzkumu pro podpofeni regenerace nervové tkane€. Zvysena signalizace
cAMP by mohla byt v budoucnosti vyuzita k potlaCeni molekularnich mechanismi,
vyvolanych PM, a k podpofe fyziologického stavu diferencovanych astrocytd pro
podporu a ochranu neuronalnich populaci (Paco et al., 2016). Ackoliv byl v mnoha
publikacich vyzdvizen pozitivni efekt cAMP na regeneraci CNS, kvili jeho zapojeni
v mnoha bunéénych procesech, jsou zdiraziiovany i mozné nepfiznivé ucinky pfi pouziti
cAMP v terapii. Jako druhy posel aktivuje cAMP mnoho bunécnych drah v téle, coz se
zda byt nezadouci pro prabéh nekterych terapii. Ve studii Bayerl et al. (2023) ukazali, ze
podani cAMP pii protinadorové 1écbé zpusobilo dysfunkci konvencnich dendritickych
bunék typu 1, které hraji kritickou roli v proti rakovinové imunité. Nezadoucim efektem
podani cAMP do DRG muze byt dale to, Ze v n€kterych ptipadech nadmérné stimuluje
neuropatickou bolest po PM. Pti aplikaci cAMP do misni 1éze se proto musi dbat na
podani davky s nizkou koncentraci cAMP, ktera by tak nezpusobila nadmérnou stimulaci
neuronu (Song et al., 2005). Kvuli nezadouci nadmérné stimulaci bunéénych procest
pomoci cAMP, ale zaroveri i kvili presn€j§imu pochopeni zapojeni konkrétni signalni
kaskady, se za byt vhodné&jsi pouziti analogu cAMP — db-cAMP — v 1éc¢bé poskozené

nervové tkané.

db-cAMP se zda byt vhodnym kandidatem pro 1écbu PM, protoze stimuluje
pfezivani neuroni a axonovy rust po poranéni nervové tkané (Pearse et al., 2004).

Kazdopadné pfesny mechanismus, jakym k tomu dochéazi neni dosud objasnén. V této
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praci jsme se zaméefily nikoliv v§ak na prezivani neurond jako takovych, ale na bariéru,
které se formuje v okoli jizvy. Mezi hlavni buriky, podilejici se na formovani jizvy, patii
prave astrocyty. Vysledky v této praci ukazaly, ze pomoci db-cAMP byla vyrazné snizena
hladina GFAP, ktery je produkovan astrocyty po poranéni CNS. Tento vysledek naznacil,

ze db-cAMP ma piimy efekt na reaktivitu astrocyta.

Prekvapivy vysledek pifedstavoval efekt db-cAMP na mnozstvi MAG v 1ézi.
Ackoliv ve studii Qiu et al. (2002) bylo potvrzeno snizeni hladiny MAG po aplikaci
50 mM db-cAMP do DRG, nebylo vtéto diplomové praci dosazeno po WB
signifikantniho rozdilu. Negativni vysledek mohl byt v ramci této diplomové prace
zpusoben injikovanim niz§i koncentrace db-cAMP (10 mM) do DRG potkanti. Pro
potvrzeni efektu db-cAMP na snizeni hladiny MAG by se musela naplanovat nova série
experimentu, ve které by byla injikovana vyssi koncentrace db-cAMP do DRG potkant.
Prekvapivého vysledku bylo dosazeno i u hodnoty mnozstvi PKA — po aplikaci db-cAMP
do DRG bylo zaznamenano zvySeni jejiho mnozstvi oproti CTRL piesné tak, jak bylo
predpokladano. Na druhou stranu v miSe byla pozorovana odli§na odpovéd’. Jiz od 2 dni
po poranéni byla hladina PKA signifikantné€ nizsi v porovnani s CTRL. Toto snizeni
mohlo byt pravdépodobné zpasobeno nékolika faktory, vCetné zpétnovazebnych
mechanismu, které reguluji aktivitu PKA za ucelem udrzeni bunécné homeostazy nebo
specifickych signalnich drah, které jsou v miSe aktivovany v reakci na db-cAMP
aplikovaného do DRG. Pro piesné vysvétleni toho mechanismu by bylo potfeba
naplanovat dalsi experimenty. Nasledné bylo pomoci WB naznaceno, ze zvySené
mnozstvi PKA po aplikaci db-cAMP do DRG miuze fosforylovat GFP. V ramci jiz
publikované studie Yang et al. (1999) bylo naznaceno, ze GFP muze byt pomoci PKA
fosforylovano. Ackoliv byl fosforylacni efekt PKA na GFP v této studii nizky, pomoci
WB byl ukéazan protein s molekulovou hmotnosti 32 kDa. Tento vysledek koreluje
s predpokladanou hypotézou této diplomové prace ohledné fosforylace GFP enzymem
PKA. V experimentalni ¢asti diplomové prace bylo ovéteno, ze analog cAMP — db-cAMP
— aktivuje PKA kaskadu (jak je zminéno v kap. 2.6.2.2) a zaroven podporuje regeneraci
axond po PM snizenim mnozstvi inhibi¢nich molekul v jizvé. Stale ale neni zcela

objasnén mechanismus ucinku db-cAMP po PM na bunééné a molekularni arovni.

Zacileni kombinace AAV vektoru a db-cAMP na vétsi rozvolnéni inhibicni
bariéry jizvy vedla nejenom ke snizeni mnozstvi inhibi€nich molekul spojenych

s myelinem v jizv€, ale 1 ke snizeni hladiny tenascinu C. Molekula tenascinu C je sice
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produkovana aktivovanymi astrocyty po poranéni nervové tkané, ale zaroven predstavuje
substrat, na ktery je navazan AAV vektor v ramci aplikace genové terapie. Tento efekt
db-cAMP na snizeni mnozstvi tenascinu C nebyl dosud publikovan v zaddném c¢lanku.
Dale snizeni hladiny tenascinu C potvrdilo domnénku, ze db-cAMP piimo ovliviiuje
reaktivitu astrocytd. Nutno podotknout, ze po podani db-cAMP do DRG hladina
tenascinu C byla signifikatn€ snizena jako hladina GFAP. Timto vysledkem bylo
naznaceno, ze astrocyty se nechovaji jako po poskozeni tkané€, ale spiSe jako v tkani
nezranéné. Pro vysvétleni toho, co to znamena pro neurony, zda pravé diky tomuto se
zvySuje jejich preziti po poranéni nebo ne, by bylo nutné udélat dal§i experimenty

a zamefit se piimo na markery neurond, jako je napfiklad Nissl barveni nebo NeuN.

V této diplomové praci bylo dale ukézano, ze db-cAMP ovliviiuje tvorbu jizvy
v Casovém rozmezi 2 az 60 DPL Zjistény dlouhodoby efekt db-cAMP na tvorbu jizvy
neni v souladu s jiz publikovanymi ¢lanky, ve kterych bylo poukéazano na to, ze db-cAMP
podporuje expresi proteinti v kratkém Casovém rozmezi po poranéni (Han et al., 2004;
Niu et al., 2010). Tento efekt db-cAMP nebyl predpokladan. Na zakladé prohledani
databaze literarnich reSer§i bylo zjisténo, ze tento vysledek o dlouhodobosti ucinku
db-cAMP do DRG nebyl dosud publikovan. Dale by bylo potfeba zvazit, zda nedochéazelo
k negativni interakci mezi kombinovanymi pfistupy terapie PM. Ve studii Di Pasquale
& Stacey (1998) bylo naznaceno, ze AAV mohou interagovat s PKA a snizovat tak
hladiny CREB, ale pfesny mechanismus uc¢inku nebyl doposud objasnén. Ve studii
Lemons & Condic (2006) bylo naznaceno, ze hladiny cAMP by mohly byt ovliviiovany
pfitomnosti integrinovych receptord. Tato studie navrhuje rovnovahu mezi hladinami
cAMP, integrinii a Rho GPas k udrzeni pohyblivosti axoni k ristovému kuzelu. Studie
naznacuje, ze by mohla spole¢na kombinace AAV a db-cAMP negativné ovlivnit rast
a regeneraci axonll po poranéni. Otazkou vsak zistava, zda by zvySeni hladiny PKA
nemohlo byt pouzito k regulaci AAV vektoru v ramci genové terapie. Pro podpoteni této
hypotézy by bylo potieba naplanovat dalsi experimenty. Interakce db-cAMP s AAV
vektorem byla naznacena i v této diplomové praci, kde po imunohistochemii a WB bylo
zaznamenano snizeni mnozstvi genového produktu v DRG. Pomoci vysledkt z RT-gPCR
bylo zjisténo, ze db-cAMP ovliviiuje genovou expresi AAV vektoru v DRG jiz na Grovni

transkripce.

Sérii experimentd provedenych v této diplomové praci byl potvrzen negativni

vysledek senzorickych behavioralnich testd provedenych na potkanech v ramci
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kombinované lécby, které predchazely této praci. Kombinace 1écebnych terapii,
zahrnujici genovou terapii zprostfedkovanou AAV vektory exprimujici ITGo9
v kombinaci s jeho aktivatorem K1 a db-cAMP aplikovanych do DRG potkanu, vedla
k daleko niz§imu terapeutickému efektu na regeneraci senzorickych axona nez v ptipadé

pouziti samostatnych lécebnych postupt.

55



6 ZAVER

Patefni micha predstavuje vyznamny spojovaci Clanek mezi pfenosem a vedenim
nervovych signalti z mozku do perifernich nervii a naopak. PM ma dalekosahlé nasledky
pro pacienta, projevujicimi se na jeho fyzickém ale i psychickém stavu. V teoretické ¢asti
diplomové prace byly shrnuty poznatky o funkci michy v téle, senzorickych drahach
michy a typech senzorickych neuroni v DRG. Byl kladen diraz na samotné poranéni
patefni michy a na limitujici faktory regenerace senzorickych axonti v dospélé CNS.
V soucasné dobé neexistuje zadny ucinny terapeuticky pristup, ktery by mohl obnovit
senzorické funkce u lidi po PM. Proto jsou zkoumany nové experimentalni pfistupy na
zvitecich modelech s PM. Slibné vysledky pro 1é¢bu poskozenych senzorickych axont

po PM byly zaznamenany u genové terapie a také u aplikace db-cAMP do DRG.

Hlavnim cilem experimentalni casti diplomové prace bylo zlepsit regeneraci
senzorickych axonti po aplikaci genové terapie, zprostredkované injekci dvou AAV
vektorti nesoucich ITGa9 a jeho aktivator K1, spolu se signalni molekulou db-cAMP,
ktera podporuje regeneraci axond, do DRG potkand. Nejdiive bylo pomoci indexu
regenerace poSkozenych senzorickych axont ukazano, ze kombinace AAV vektoru
a db-cAMP nevedla k vyssi regeneracni kapacité senzorickych axonti po PM. Pomoci
metody WB a imunohistochemického barveni misni tkané a DRG bylo zji§téno, ze
db-cAMP nejenze snizuje mnozstvi inhibitord spojenych s myelinem v misté l1éze, ale
také snizuje hladinu tenascinu C, substratu potfebného k tomu, aby axony exprimujici
aktivovany ITGa9 prekonaly inhibi¢ni bariéru léze. Kromé& toho vysledky dale ukazaly,
ze exprese vektori AAV v kombinaci s db-cAMP byla signifikantné snizena ve srovnani
se skupinami, kterym byl aplikovan AAV vektor bez db-cAMP. Proto bylo pomoci
RT-qPCR ovéfeno, zda je n€jakym zptasobem ovlivnéna genova exprese AAV vektoru
dohromady s aplikaci db-cAMP do DRG. Vysledky z RT-qPCR naznacily, ze db-cAMP
pravdépodobné negativné reguluje expresi genu neseného AAV vektorem. Vysledky této
diplomové prace ukazaly, ze aplikace genové terapie spolecné s db-cAMP do DRG
nezvySuje regeneracni potencial senzorickych axoni po PM. Ackoliv kombinace
l1écebnych terapii senzorickych deficiti po PM nebyla Gspésna, jedna se o vyznamny
pokrok nejen v oblasti experimentalniho vyzkumu 1écby PM, ale 1 na poli bunécné
biologie a genové terapie. Kombinace genové terapie zprostfedkované AAV vektory
a db-cAMP nebyla doposud experimentalné zkoumana, proto vysledky této diplomové

prace piispivaji cennymi daty a informacemi dalSimu vyzkumu zabyvajicimu se
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experimentalnimi terapiemi senzorickych deficiti po PM. Zaroven tato diplomova prace
pfinasi novy pohled na db-cAMP, o jehoz efektu na AAV vektory a tenascin C nebyly
dosud publikovany zadné dal§i prace. V soucasné dobé je stale potieba najit optimalni
1éCebnou strategii, ktera by vedla k vy$simu funkénimu zotaveni senzorickych funkci po

PM.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AAV
BCA

BSA
cAMP
cDNA
CNS
CRE
CREB

Ct
DABCO
db-cAMP
DPI

DRG
DTT
ECM
EPAC
GAPDH

GC
GFAP

GFP

GSPGs

ITGa9

K1

MAG

Adeno-asociovany vir

Stanoveni bilkovin pomoci kyseliny bicinchoninové (z angl.
bicinchoninic acid protein assay)

Hovézi sérovy albumin (z angl. bovine serum albumin)
Cyklicky 3,5 -adenosinmonofosfat

Komplementarni DNA (z angl. complementary DNA)

Centralni nervova soustava

cAMP-regulacni element

Protein vazici se na cAMP-regulacni element (z angl. cAMP
response element-binding protein)

Prahova hodnota cyklu (z angl. threshold cycle value)
1,4-diazabicyklo (2,2,2) oktan

Dibutyryl-cyklicky 3,5 -adenosinmonofosfat

Dny po zranéni (z angl. days post injury)

Dorzalni ganglia (z angl. dorsal root ganglia)

Dithiotreitol

Extracelularni matrix

Z angl. exchange proteins directly activated by cAMP
Glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa (z angl. glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase)

Genomova kopie (z angl. genome copie)

Gliovy fibrilarni kysely protein (z angl. glial fibrillary acidic
protein)

Zeleny fluorescencni protein (z angl. green fluorescent protein)
Chondroitin sulfatové proteoglykany (z angl. chondroitin sulfate
proteoglycans)

Interleukin

Integrin 09

Kindlin 1

Bederni obratel (z lat. vertebara lumbalis)

Glykoprotein asociovany s myelinem (z angl. myelin-associated

glycoprotein)
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MAPK/ERK
OMgp
OPCs

PBS

PKA

PM

PVDF
Rho-ROCK

RIPA

ROS
RT-gPCR

SDS

TBST

TNF-a
TNS

Z angl. mitogen-activated protein kinase / extracellular signal
regulated kinase pathway

Myelinovy glykoprotein oligodendrocytl (z angl. oligodendrocyte
myelin glycoprotein)

Oligodendrocytové progenitorové builky (z angl. oligodendrocyte
progenitor cells)

Fosfatovy pufr (z angl. phosphate buffered saline)

Proteinkinasa A

Poranéni michy

Polyvinylidenfluorid

Z angl. Rho-associated coiled-coil containing protein kinase
pathway

Radioimunoprecipitacni testovaci pufr (z angl.
radioimmunoprecipitation assay buffer)

Reaktivni formy kysliku (z angl. reactive oxygen species)
Kvantitativni polymerazova fetézova reakce v realném case (z angl.
real-time quantitative polymerase chain reaction)

Dodecylsulfat sodny (z angl. sodium dodecyl sulfate)

Hrudni obratel (z lat. vertebara thoracica)

Tris-pufrovany fyziologicky roztok s Tween 20 (z angl. tris-
buffered saline with Tween 20)

Tumor nekrotizujici faktor-a

Tris-nepufrovany fyziologicky roztok (z angl. tris-nonbuffered

saline)
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