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Regenerativni medicina je rychle se rozvijejici odvétvi mediciny, které se snazi riznymi
piistupy zrekonstruovat poskozené tkané€. I kdyz rizné tkdné a organy v lidském téle maji
rozdilnou schopnost obnovy, stale existuje fada tirazli a poskozeni, které neumime 1éc¢it. Jednim
z moznych pfistupli v regenerativni medicin€ je vyuziti kmenovych bunék, které by mohly
nahradit zni¢ené nebo chybéjici populace bunék v celé fadé zavaznych chorob. Oblast pouziti
kmenovych bunék je v podstaté neomezena. Pokud bychom chtéli vyjmenovat nejveétsi
problémy soucasné mediciny, ptijde o cukrovku, chronické srde¢ni ischemie a cévni choroby,
selhani jater, iktus, poranéni michy, neurodegenerativni onemocnéni a mnoho dalsich. Bohuzel
v soucasné dobé nemame k dispozici Zadné univerzalni kmenové buiky, které bychom mohli
aplikovat na vSechny typy nelécitelnych onemocnéni. Ve vyzkumu bunééné terapie se proto
formuji dva sméry. Jeden smér vyuziva bunky schopné generovat prekurzory diferencujici se
do zralych somatickych bun¢k (tj embryondlni kmenové buiky, indukované pluripotentni
buiiky nebo somatické kmenové buiiky diferencujici v ramei “svého” zarode¢ného listu), které
podporuji funkei ,,obnovy*, zatimco druhy smér se snazi podpofit regeneraci pomoci tkanoveé
specifickych kmenovych bunék, jako jsou tfeba buiiky kostni dfené, které mohou zachranit
poskozené buiky v rozvijejici se 1ézi tim, ze produkuji rastové faktory, cytokiny, indukuji
proliferaci endogennich kmenovych bun€k, podporuji revaskularizaci a redukuji jizvu, tj maji

funkci ,,z&chrany* poskozené tkané (obr.1).
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Obrazek 1: Schéma zdroji a G¢inku kmenovych bunék v regenerativni medicing.



1. Kmenové bunky

Kmenové buitky mohou byt podle zdroje svého pivodu béhem vyvoje klasifikovany
jako embryonalni kmenové bunky, fetalni kmenové bunky a somatické kmenové bunky
izolované z dospélych jedinct (obr. 2). Cela fada védeckych skupin upfednostiuje
embryonalni kmenové buiiky (ES), protoze je muZeme neomezené expandovat a maji
ohromny, témét neomezeny diferenciani potencidl. Lidské ES jsou derivované z vnitini
bunécné masy preimplantacni blastocysty a jsou schopné sebeobnovy, diferenciace do vsech
bunécnych fenotypti a hlavné jejich expanze neprobiha na ukor diferencia¢niho potencidlu.
Nicméné, allogenni ptivod ES bude vZdy vyZadovat podavani imunosupresiv s cilem zabranit
odhojeni transplantovanych bun¢k. Navic vyuziti nadbyteénych embryi z in vitro fertilizaénich
klinik je Casto kritizovano z etického hlediska, jelikoz vytvoreni nové ES linie je vZdy na tkor
znicené¢ho embrya.
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Obrazek 2: Schéma znazornujici jednotlivé typy kmenovych bunék a jejich diferenciacni potencial.
HSC - hematopoetické kmenové bunky, MSC — mesenchymové kmenové bunky, NSC — neuralni
kmenové bunky.



Nedéavno objevené indukované pluripotentni kmenové buiky (iPS) se proto ukézaly
byt novym nadéjnym zdrojem pluripotentnich kmenovych bun¢k pro Sirokou Skalu
onemocnéni. V roce 2006 Takahashi a Yamanaka (Takahashi and Yamanaka, 2006) z Japonska
popsali novy pristup, jak dediferencovat zralou bunku zpatky do pluripotentniho stavu pomoci
4 transkrip¢nich faktorti (Oct4, C-Myc, K1f4 a Sox2). Tento postup mé nyni mnoho modifikaci,
které zde neni tfeba popisovat. O jeho vyznamu svédéi 1 fakt, ze v roce 2012 ziskal prof
Yamanaka za sviij objev Nobelovu cenu. Dalsi experimenty prokdzaly, Ze iPS buiiky je mozné
diferencovat do vsech tii zadodecnych listi do nejriiznéjSich specializovanych bungk, jako jsou
neurony, kardiomyocyty nebo tieba inzulin produkujici beta buiiky pankreatu (Tateishi et al.,
2008; Hu and Zhang, 2009; Zhang et al., 2009). Nediferencované iPS bunky jsou svymi
vlastnostmi natolik podobné ES buiikam, Ze jednu dobu ptevladla ptedstava, ze vyzkum na ES
bunkach uz nebude potieba. Dalsi experimenty vyjevily, Ze mechanismy reprogramovani bunék
nejsou tak jednoduché a tak vyzkum na ES zlstava dale zlatym standardem vyvojové a bunécné
biologie v oblasti pluripotence a pokracuje soubézné s vyzkumem iPS s cilem ziskat co nejvice
novych poznatkll v oblasti bezpe¢né dediferenciace a nasledné diferenciace do pozadovanych
bunécnych typua. I ptes vSechny vyse uvedené problémy je neodiskutovatelné, Ze ES a iPS
mohou diferencovat do Sirokého okruhu bunék a probiha tada studii na experimentalnich
modelech zvitat prokazujicich potencialni moznost (,,proof of concept®) 1é¢by onemocnéni jako
jsou diabetes (Kroon et al., 2008), infarkt myokardu (Pal, 2009), Parkinsonova choroba
(Lindvall and Kokaia, 2009), iktus (Seminatore et al., 2010) a poranéni michy (Aznar and
Sanchez, 2011). Mezinarodni spole¢nost pro vyzkum kmenovych bunék (ISSCR) vydala
zasady pro preklinické a translacni studie, aby svétova védeckd komunita pracujici v
regenerativni mediciné méla definovand kritéria védeckych 1 etickych principi pii1 zavadéni
pluripotentnich kmenovych bunék do klinickych studii (Hyun et al., 2008). Prvni klinickou
studii, povolenou v USA regula¢nim ufadem Food and Drug Administration, byla studie firmy
Geron, ktera vyuzivala produkt ziskany z lidskych ES bun€k — prekurzory oligodendrocytii — k
1é¢bé misniho poranéni (Couzin, 2009). Bohuzel, v listopadu byla tato studie zastavena z
finan¢nich diivodi. Z ptivodné planovanych 10-ti pacientd se podafilo transplantovat pouze 5,
kteti vSak budou sledovani po dobu 15ti let. V Japonsku byla v ¢ervnu 2013 schvalena klinicka
studie vyuzivajici iPS builky k tvorbé pigmentového epitelu sitnice a jeho naslednou
transplantaci pacientim S degeneraci makuly. Z paze odebrané kiize budou vytvoteny 1PS
buiiky a ty budou diferencovany do epitelu a nasledné transplantovany pacientim. Prvni
transplantace se o¢ekavaji v roce 2014. Pfedpoklada se, Ze brzy dalsi firmy pozadaji o schvaleni

klinickych studii vyuzivajicich ES nebo iPS produkty, jako naptiklad biotechnologické firma



Novocell (Irvine, Kalifornie), kterd vyviji beta buiikky Langerhansovych ostrivki k 1écbé

diabetu.

Existuji 1 jiné zplisoby, jak ze somatickych bunék, napiiklad fibroblastl, ziskat nervové
buniky, a to pomoci pfimého reprogramovani bunék vynechanim pluripotentniho stadia
dediferenciace (piehled viz (Abdullah et al., 2012), (obr. 3)). Pomoci specidlnich koktejla
transkripénich faktorti (naptiklad Brn2/Pou3f2, Ascll/MASH1 a Mytll) byly pfipraveny
indukované neurony (iN) (Vierbuchen etal., 2010; Ambasudhan etal., 2011; Pang et al., 2011;
Pfisterer et al., 2011; Son et al., 2011; Yoo et al., 2011) a piidanim dalSich faktort lze p¥imo
ziskat 1 specializované neurony, jako naptiiklad dopaminergni neurony (Lmx1 a FoxA2)
(Vierbuchen et al., 2010) nebo motoneurony (Lhx3, Hb9, Isl1, Ngn2, a NeuroD1) (Son et al.,
2011) ¢i neuralni kmenové bunky (Pang et al., 2011).
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Obrazek 3: Schéma faktort indukujicich rizné typy neuronti a iPS. (Upraveno podle (Abdullah et al.,
2012).

Takto vytvofené neurony maji vSechny znaky funkénich neuronil, ucinnost
reprogramovani je 2-10% a transdiferenciace trva 6-8 dni oproti klasické diferenciaci
z kmenovych bungk, ktera trva fadové tydny. Dosud vsSak neni zcela jednoznacné, zda-li se
jedné o skute¢né neurony, nebot’ 1 kdyZ iN exprimuji zdsadni neuronalni faktory a signalni
molekuly, synaptické proteiny, proteiny a receptory nutné pro syntézu neurotransmitteri a
molekuly nezbytné pro navadéni axonl, byla u nich detekovana i1 nizka exprese genli

specifickych pro zralé fibroblasty (Caiazzo et al., 2011; Jin et al., 2011). Rovnéz neni jasné



jejich dlouhodobé chovani v poranéné tkani. Slibnym smérem budoucnosti je 1 reprogramovani

bun¢k pomoci syntetické messenger RNA (Warren et al., 2010).

Hlavni vyhodou dal$iho zdroje kmenovych bunék, fetalni tkané, je, Ze buiiky jsou jiz
vice definované a preduréené ve svém dal$im vyvoji (Lepore et al., 2006), a tudiz nenesou tak
velké riziko nekontrolovaného dé€leni. Hlavni piekazkou ve vyuziti téchto bun¢k je nedostatek
tkané, nebot’ zdrojem jsou pievazné potraty. Navic i s pouzitim potracené tkané je spojena fada
etickych otazek. Re§enim mize byt vytvofeni imortalizovanych bunéénych linii, ve kterych je
imortalizujici gen downregulovany po transplantaci do tkéné piijemce. Bunécénd linie
CTXO0EO03 byla vyvotena technologii (¢ mycERTAM) ve které je vytvoteny fizovany protein,
sestavajici z genu podporujiciho proliferaci c-myc a hormonélniho receptoru, ktery je regulovan
syntetickou latkou 4-hydroxy-tamoxifenem (4-OHT) (Littlewood et al., 1995). Tato linie je
nyni vyuZzivana ve Velké Britanii v klinické studii u pacienti s iktem (Pollock et al., 2006).

Somatické kmenové buiiky z dospélych jedinci lze ziskat z celé fady organt, véetné
kostni dfen€, tukové tkdné nebo periferni krve. Hlavni vyhodou posledné jmenovanych zdroji
je moznost autologniho vyuziti bez potfeby celozivotniho podavani imunosupresivnich latek.
V autolognich studiich jsou nejcastéji ziskdvany od pacientl jejich vlastni hematopoetické,
endotelialni nebo mesenchymové kmenové buriky, vétsinou odbérem kostni dfené, mobilizaci
kostni dfen¢ pomoci rastovych faktorti nebo z liposukce z tukové tkan€. Takovéto autologni
bunécné terapie jsou vyuzivany v riznych klinickych studiich s popsanym rtiznym ucinkem na
pacienty. Napfiklad n&kolik srovnavacich studii popsalo pozitivni u¢inek CD34* populace
bunék na revaskularizaci a regeneraci srde¢niho svalu u pacienti (Sekiguchi et al., 2009).
Kromé vyuziti autolognich terapii, kde hlavnim zdrojem byva kostni dient a v posledni dobé¢ 1
tukova tkan, se pozornost zaméfila na alogenni bunécné terapie vyuzivajici mesenchymové
kmenové nebo stromalni buiiky (MSC) a to zejména pro jejich imunosupresivni ¢inky. Bylo
prokazano, ze MSC z kostni dfen¢ mohou diferencovat do riznych bunéénych typt, jako jsou
chondrocyty, osteoblasty a adipocyty. Navic bylo provedeno mnoho pokust transdiferencovat
MSC do epitelialnich bunék, kardiomyocyti, neuronii nebo beta bunék pankreatu, avSak
transdiferenciace MSC napfti¢ zarodecnymi listy patii stale k velkym védeckym vyzvam. V
mnoha experimentalnich modelech poskozenych organti laboratornich zvitat (jako napftiklad
infarkt myokardu, selhani ledvin, iktus, miSni poranéni, kozni rany (Boyle et al., 2010;
Urdzikova et al., 2006; Herdrich et al., 2008; Dharmasaroja, 2009; Choi et al., 2010) bylo
prokédzéano, ze MSC migruji do mista poranéni, kde ziistavaji a prispivaji k hojivym procestm.

Jejich léCivy efekt je dan zejména ristovymi faktory, které vylucuji, ¢i jejich



imunomodula¢nimi schopnostmi. Ty byly demonstrovany v fadé in vitro a in vivo modelt. Bylo
ukézano, ze MSC inhibuji proliferaci lymfocytt, produkci cytokinti nebo tvorbu cytotoxickych
T lymfocytl. In vivo MSC mohou potlacovat zanétlivd onemocnéni, jak bylo prokazano u
zanétu myokardu, revmatoidni artritidy a dalSich experimentdlnich autoimunitnich
onemocnéni. Jelikoz podéani alograftu v kombinaci s MS prodluzuje pteziti transplantatu, je
nadé¢je, ze MSC maji velky terapeuticky potencidl v potlacovani Skodlivé imunitni reakce. V
soucasné dob¢ probihd fada klinickych studii vyuzivajicich imunosupresivni u¢inky alogennich
MSC v potlaceni reakce Stépu proti hostiteli ¢i osteoartritidy, roztrousené sklerdézy nebo
systémového lupus erytematosus (ww.clinicaltrial.gov). Terapeuticky potencial MSC
izolovanych z kostni dfené je srovnatelny s ostatnimi typy MSC, které byly v posledni dob¢
ziskany z riznych zdroji, v¢etné tkani trabekularni kosti (Song et al., 2005), periostu (Choi et
al., 2008), synovialni membrany (De Bari et al., 2001), z kosternich svalt (Dodson et al., 2010),
kuze (Belicchi et al., 2004), pericyti (Feng et al., 2010), periferni krve (Shi et al., 2009),
docasnych zubu (Miura et al., 2003), periodontia (Seo et al., 2004) a pupe¢ni sintry (Musina et
al., 2005; Baksh et al., 2007). I kdyz populace kmenovych buné¢k, ziskanych z téchto zdroju
maji podobné vlastnosti, jako MSC izolované z kostni dfené, hlavnim problémem téchto
omezené dostupnych tkani, je malé mnozstvi sklizenych bunék. Proto v podstaté vSechny
somatické kmenové bunky vyzaduji do ur€ité miry ex vivo kultivaci nebo manipulaci. Z téchto
diivodl patii mesenchymové stromalni buiiky derivované z tukové tkané (AMSC) k jedné z
nejslibnéjsich populaci dosud identifikovanych kmenovych buné¢k, nebot’ lidska tukova tkan je
vSudypfitomnd a lze ji snadno ziskat ve velkém mnoZzstvi s nizkym diskomfortem odbéru od
darce nebo pacienta. Primérna Cetnost AMSC izolovanych z lipoaspiratu tvoii asi 2%
jadernych bunék, a vynos je 5000 CFU-F na gram tukové tkan€, coz je ve srovnani s kostni
dfeni 5 az 50x vice (Strem et al., 2005). AMSC jiz v ranych pasazich produkuji hepatocytarni
rastovy faktor (HGF), cévni endotelialni ristovy faktor (VEGF), transformujici ristovy faktor-
B (TGF-B), inzulinu podobny ristovy faktor (IGF) -1, zakladni rastovy faktor fibroblasti
(bFGF), kolonie granulocyti-makrofagi stimulujici faktor GM-CSF, tumor nekrotizujici faktor
(TNF-a), interleukiny (IL-6, IL7, IL8, a IL11), adiponektin angiotenzin, katepsin D, pentraxin,
retinol-vazici protein, a CXCL12 (Rehman et al., 2004; Kilroy et al., 2007; Salgado et al.,
2010). AMSC sdileji mnoho povrchovych markert s MSC z kostni dfené, véetné CD13, CD29,
CD44, CD58, CD166. Navic, Puissant et al. (Puissant et al., 2005) ve své studii poukazal na
imunosupresivni vlastnosti lidskych AMSC. Na zakladé téchto zjisténi Fang et al. zvefejnil
predbézné vysledky, ve kterych ukazuje, ze silna akutni reakce $tépu proti hostiteli (GVHD),
neodpovidajici na 1éc¢bu steroidy, mize byt 1é¢ena lidskymi AMSC od HLA-nesourodych darct



(Fang et al., 2007). Praci poukazujicich na lep$i imunosupresivni vlastnosti tukovych AMSC
Vv posledni dobé piibyva (Melief et al., 2013).

Pokud jde o diferenciaci do bun¢k mezodermalni linie a regenerace tkani
mezodermalniho pivodu, AMSC mohou diferencovat do adipogennich (Cherubino and Marra,
2009; Brayfield et al., 2010), osteogennich (Dragoo et al., 2003), chondrogennich (Dragoo et
al., 2003; Estes and Guilak, 2011), myogennich (Mizuno et al., 2002), kardiomyogennich (Lee
et al., 2009), antiangiogennich (Rehman et al., 2004; Cherubino et al., 2011), tenogennich
(Uysal and Mizuno, 2010), a periodontogennich linii (Tobita and Mizuno, 2010), Byly popsany
i uspésné transdiferenciace AMSC do bunék ektodermalniho i endodermalniho plivodu
(neurony (Safford et al., 2004) a hepatocyty (Aurich et al., 2009; Banas et al., 2009)), obecné
ale jejich vyuziti v regenerativni medicing, podobné jako tomu je u MSC z kostni dienég, bude
faktoriim, které vylucuji. V soucasné dobé& bézi 26 klinickych studii, vétSinou faze I nebo II,

ovetujici bezpecnost podani AMSC v 1é€bé nejriiznéjsich onemocnéni (www.clinicaltrial.gov).

2. Poranéni michy

Jednim z odvétvi regenerativni mediciny, ktera jesté¢ neumime 1é¢it, je poranéni mozku

a michy.

Poranéni michy je vyznamny zdravotni 1 spoleCensky problém ptevazné v ekonomicky
rozvinutych zemich svéta. Soucasna studie, provedend ve Spojenych Statech pod zastitou
nadace Christofera Reeva (Christopher & Dana Reeve Foundation, Short Hills, NJ) ukazala, ze
jen v USA Zije s poranénim michy 1,275 mil. osob, coZ je 0.4% populace. Ro¢né tam piibyva
asi 11 000 novych urazti michy (40/1mil. obyvatel). Naklady na péci jednoho 25 letého
paraplegického pacienta se v roce 2007 odhadovaly na 3 mil dolart (Priebe et al. 2007). V
Ceské republice je situace podobna. Roéné piibyva kolem 200-250 novych poskozeni michy
(20-25/1mil. obyvatel). Ve vétsing pripadu je etiologie trazova — pady, dopravni nehody,

sportovni urazy. Statistika, ktera by vy¢islila naklady na jednoho pacienta v CR, neexistuje.

2.1.Patologie miSniho poranéni



Pro terapii miSnich poranéni (MP) neméme v soucasnosti zadnou uUc¢innou léCbu.
Standardem je, kromé stabilizace, konzervativni terapie = vysokymi davkami
methylprednisolonu (Hugenholtz et al., 2002), probéhly i klinické studie s naloxonem (Bracken
et al., 1990), tirilazadem (Bracken et al., 1998), GM-1 gangliosidem (Geisler et al., 2001) a
nimodipinem (Pointillart et al., 2000). Dlouhodoba 1é¢ba pacientd po miSnim poranéni se
soustied’'uje na rehabilitaci, odstrafiovani bolesti, spasticity a prevenci komplikaci. Do popfedi
se dostavaji podplirné techniky, naptiklad funkcni elektrickd stimulace, replantace Slach a
neuroprotetika. Jelikoz se miSni poranéni vyskytuje ¢asto u mladych lidi, je dilezité, abychom
porozuméli jeho mechanismiim a vyvinuli terapie, které nejen zmensi nasledky sekundarniho
poranéni, ale povedou i k zlepSeni neurologickych deficitl, vyvolanych poranénim. Obecné
plati, ze urazy michy jsou velmi riznoroda a terapeuticky ptistup se 1isi v zavislosti na umisténi,
rozsahu, stupni poskozeni a dob& uplynulé od trazu. Traumatické mis$ni poranéni mize byt
rozdé€leno do tii etap: akutni, subakutni a chronické. Akutni faze zacina po poranéni michy,
kdy mechanickd deformace michy a pusobici sila vede k poruseni neuronédlnich bunéénych
membran s naslednym uvolnénim jejich intracelularniho obsahu a glutamatu z intracelularnich
zasob, coz vede k excitotoxicit¢, vazospazmu, lokalizovanému edému, poruseni
hematoencefalické bariéry a kaskadé biochemickych a bunéénych procesti vedoucich k masivni
nekrotické bunécné smrti a posunu metabolismu smérem k anaerobni glykolyze (Katoh et al.,
1996; Emery et al., 1998). Dochazi rovnéz ke zvyseni hladin cytokini (jako je C-reaktivni
protein, IL-6, endothelin-1, a sSVCAM-1 (Wang et al., 2007). Akutni faze trva n¢kolik hodin az

dnti a pfechazi do subakutni faze (obr. 4).

Subakutni faze je charakterizovana procesy, které po pocateCnim traumatickém Soku
vedou k dalSimu poskozeni nervové tkan€. Tyto procesy spousti fetéz udalosti, které jsou
doprovazeny zanétlivou reakci, aktivaci mikroglii a oligodendroglii, probihd demyelinizace,
cévni poruchy souvisejici s hypoxii, deplece ATP, produkce volnych radikalt s néslednou
peroxidaci lipida (Farooqui et al., 2004), lokalni zanét (Carlson et al., 1998). Nasledna bunééna
smrt v centru mista poranéni a apoptotickd bunécnéa smrt v okolnich oblastech dosahuje nejvyssi
urovné asi 1 tyden po trazu (Dusart and Schwab, 1994; Crowe et al., 1997; Popovich et al.,
1997; Taoka et al., 1997; Beattie et al., 2000; Klussmann and Martin-Villalba, 2005).
Probihajici demyelinizace (Waxman, 1989; Bunge et al., 1993) a degenerace nervovych drah
vede k neuronalni smrti nejen v bezprostiedni blizkosti 1éze, ale 1 ve vzdalenych mistech, jako
je motoricka ktira mozku (Lee et al., 2004; Seif et al., 2007). V této fazi zanikne mnoho

oligodendrocyti a astrocytl v centru 1éze (Crowe et al., 1997), zatimco na jejim okraji dochazi



k aktivaci astrocytu, které tvoti dlouhé vybézky s cilem zabranit Sifeni agresivniho prostiedi v
obou smérech (Nathaniel and Nathaniel, 1977; Eddleston and Mucke, 1993). Aktivované
astrocyty v§ak nasledné blokuji regeneraci tkané, nebot’ vytvari barieru pro rist axont (Fawcett,
2006). Dalsimi inhibi¢nimi faktory jsou glykoproteidy souvisejici s myelinem a glykoproteiny
oligodendrocytii a myelinu, Které slouZzi jako inhibi¢ni molekuly pro rist axontu (Schwab and

Caroni, 1988; Domeniconi et al., 2002; Qertle et al., 2003).
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1

=

Deplece ATP

‘tok Ca2+ do b,
(—Jvﬁhmmmm; »@;adikal

K

Obrazek 4: Schéma patologie akutni faze miSniho poranéni

Chronicka fiaze MP mize trvat nékolik let a je charakterizovana pokracujici
demyelinizaci (Bunge et al., 1993; Schwab and Bartholdi, 1996; Totoiu and Keirstead, 2005),
lokéalnim zanétem a apoptozou (Fleming et al., 2006), snizenim poétu aktivovanych makrofagd,
a tvorbou gliové jizvy a pseudocyst (Windle and Chambers, 1950; Fawcett and Asher, 1999;
Nielsen et al., 1999; Perrouin-Verbe et al., 1999). Tato faze MP je velkou vyzvou pro 1ékafe a
védce a pritahuje nejveétsi zdjem vyzkumnych pracovist’, protoze vétSina pacientd s miSnim

poranénim zistava v této fazi ve vétsi ¢i mensi mite po cely zbytek svého zivota.

Regenerace dospélého CNS je omezena v disledku nizké plasticity neuronti, terminu,
ktery zahrnuje tfadu kompenzacnich procesit (spontanni regeneraci postizenych axontl,

remodelaci dendritl, zmény v nervovych okruzich a synaptickych zakoncenich). Tyto procesy



probihaji v miSe po uraze s cilem piekonat rtistové inhibi¢ni molekuly, gliovou jizvu a obnovit
ztracené struktury a funkce (Carulli et al., 2010; Zorner and Schwab, 2010). Z tohoto divodu
je tfeba piijit s novymi lécebnymi strategiemi, které vytvoii neuroprotektivni prostiedi,
pomohou regenerujicim axonim piekonat inhibicni molekuly a gliovou jizvu a budou
vykazovat protizanétlivy ucinek tak, aby poskytovaly u¢innou 1éc¢bu a zlepSeni kvality Zivota

pacienta.
2.2.Strategie regenerace misni tkané

Nové neuroregenerativni Strategie jsou zaméfeny na neuroprotekci, nahrazovani
poskozenych neuront a gliovych bunék pouzitim riznych typt kmenovych bunék nebo jejich
progenitor (Hofstetter et al., 2005), nicméné bez vhodného permisivniho prostredi se
neuronalni regenerace nikdy nepodati. V budoucnu bude proto 1é¢ba misniho poranéni
zaméfena nejen na zlepSeni axonalni regenerace (tzv rewiring), ale i na inhibici astroglialni
jizvy, blokovani syntézy inhibi¢nich proteoglykant, netrinti, semaforini a efrinti (Rhodes and
Fawcett, 2004; Silver and Miller, 2004; Garcia-Alias et al., 2009; Bavelier et al., 2010),
modulaci zanétlivé a imunitni odpovédi (Lu et al., 2013); stimulaci endogennich kmenovych
bunék (Arnett et al., 2001; Martens et al., 2002), blokovani glykoproteinii souvisejicich
s myelinem a anti-Nogo A-terapii (Schwab, 2004) a to dohromady s vyplni kavit a pseudocyst
biomaterialy slouZicicimi jako pfemosténi a nosice transplantovanych bunék (Hejcl et al., 2010;
Kubinova et al., 2013). Z vyse jmenovanych pfistupti jsem se ve své védecké kariéte zabyvala
zejména pouzitim kmenovych bunék a biomateridll, proto jsou v nésledujicich kapitolach tyto

metody rozebrany podrobngéji (obr. 5).
2.3. Kmenové buiiky v 1é¢bé miSniho poranéni

Kmenové a progenitorové buiiky jsou uziteCnym ndstrojem v regeneraci CNS, zejména
pro svoji schopnost ovlivnit prostiedi 1éze. Obecné lze fici, ze zvySuji hladiny neurotrofind,
které jsou dulezité pro neuroprotekci i neuroregeneraci. Vysledkem je pak prodluzovani axonti,
jejich kolateralni puceni (sprouting), formovani novych synapsi, remyelinizace a snizeni

retrogradni degenerace axont (Ruff et al., 2012).
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Obrazek 5: Schéma soucasnych strategii regenerace miSniho poranéni. Strategie podrobnéji popsané
V této praci jsou oznaceny cerveng.

Slibnym zdrojem diferencovanych oligodendrocyti a motoneuroni mohou byt
embryonalni kmenové buiky (Nistor et al., 2005; Lee et al., 2007), které tak mohou byt
pouzity k 1é€bé neurologickych poruch a traumat, véetné MP. Bylo prokazano, ze
oligodendrocyty jsou vysoce citlivé na faktory existujici v zanicené tkani a podléhaji bunécné
smrti. Transplantace oligodendrocytarnich prekurzord, derivovanych z lidskych ES muze
obnovit ztratu neurologickych funkci, vyvolanou ztratou myelinizujicich bunék (Nistor et al.,
2005). Nicméné pro vyuziti ES v klinickych aplikacich je dulezité vytvofit in vitro Cisté a
definované populace nervovych bunék. Rada studii se zaméfuje na vylepSeni diferencia¢nich
protokoltl do neuralnich prekurzori vhodnych pro transplantaci do MP, naptiklad vitronektin v
kombinaci s kyselinou retinovou, Sonic hedgehog, Noggin nebo SB431542 (inhibitor SMAD
signaliza¢ni drahy) podporuje diferenciaci oligodendrocytti z ES (Gil et al., 2009), pti¢emz v
kombinaci s inzulinem brani apoptoze prekurzori derivovanych z kmenovych bun¢k (Zhao et
al.,, 2007). Jinym vhodnym zptsobem diferenciace je vyuziti stadia rozet, coZ jsou
neuroektodermové struktury diferencujici do nervovych bunék, které jsou schopné si udrzet
siroky diferenciacni potencial i po dlouhodobém ristu in vitro (Elkabetz et al., 2008; Koch et
al., 2009). Kromé¢ toho existuji protokoly derivujici z ES pfimo neuralni prekurzory, které
mohou dat vzniknout specifickym typiim neuronti podle danych oblasti mozku. Tato schopnost
specifické diferenciace podle rtiznych CNS regioni je vybornad vlastnost, kterou naopak

nedisponuji neuralni kmenové buiky izolované z nervové tkan¢ (NSC). Transplantace NSC do



misni 1éze nevede pifimo k myelinizaci, ale mé& neuroprotektivni efekt wvyvolany
imunomodula¢nim (Pluchino et al., 2005), nebo supresivnim uc¢inkem na T-bunky (Einstein et
al., 2007; Aharonowiz et al., 2008).

Mobilizace endogennich neuralnich kmenovych bunék nebo jejich transplantace
muze byt alternativni strategii pro 1écbu MP. Nervové kmenové buiiky jsou multipotentni
buiiky s potencialem diferencovat do neurond, astrocytii a oligodendrocytd, a mizou byt u¢inné
expandovany in vitro (Cattaneo and McKay, 1990; Hsu et al., 2007). Tyto buiiky mohou byt
ziskané z michy, ale jejich charakteristické znaky jsou odlisné od NSC ziskanych z mozku
(Barnabe-Heider and Frisen, 2008). V dospélém CNS je tkan sousedici s lateralnimi komorami
a ependymalni bunky pfimo lemujici lateralni komory bohatym zdrojem multipotentnich NSC
(Johansson et al., 1999). Podobné proliferaci bunék v centralnim ependymalnim kanalu michy
vznikaji nové progenitorové bunky, které jsou schopny diferencovat v neuralni fenotyp (Thuret
et al., 2006). Po poranéni michy se ependymalni kmenové buiiky aktivuji a proliferuji; v misté
poranéni béhem 1 mésice po poranéni vznikne témet 2 miliony novych prekurzorovych bunék
(Moreno-Manzano et al., 2009) piehled viz (Bambakidis et al., 2008). Nicméné¢ tato aktivace
neni dostatecnd, aby sama o sob€ vedla k obnové funkci, jelikoz vétSina progenitorovych bunck
migruje do 1éze a piispiva k tvorbé gliové jizvy (Barnabe-Heider and Frisen, 2008). Tyto bunky
jsou GFAP negativni a Sox9 a vimentin pozitivni, s morfologii podobnou astrocytim (Meletis
et al., 2008). Mensi ¢ast bunécné populace vykazuje Olig2, coz je marker nezralych
oligodendrocytii. Hlavni nevyhodou NSC je jejich omezena moznost expanze v in Vitro
podminkach. Dlouhou kultivaci klesa diferencia¢ni potencial NSC (Wright et al., 2006), navic
diferencovat NSC v ¢istou populaci neuronti se dosud nepodatilo (Coutts and Keirstead, 2008).
V transplantac¢nich studiich nejcastéji NSC diferencuji do astrocyt, vyjimeéné do
oligodendrocytl. Jednou z moZnosti, jak tento problém piekonat je geneticka manipulace NSC
tak, aby bunky vice exprimovaly geny fidici a ovliviiujici diferenciaci do motoneuront, jako
jsou NGN2, Nkx6.1 nebo HB9. Druhou moznosti, jak ziskat vétsi pocet NSC, jsou
imortalizované linie derivované z lidské fetalni nervové tkané (Pollock et al., 2006; Cocks et
al., 2013).

Stale vice pfibyva experimendlnich, preklinickych 1 klinickych studii vyuZivajicich
V regeneraci miSni i mozkové tkan€ kmenové buiiky, které nemaji neuralni piivod. Nej€astéji
se jedna o buiky kostni difené, pupe¢nikové krve nebo mezenchymové kmenové buiiky
izolované z kostni di‘ené nebo tukové tkané. Studie publikované na konci minulého stoleti

optimisticky poukazovaly na moZznost transdiferenciace téchto multipotentnich bunc¢k do



neuralniho fenotypu (Sanchez-Ramos et al., 2000), tyto prace byly vétSinou zaloZeny na expresi
neuralnich markerti, jako NeuN, B-III tubulin, ale chybély v nich elektrofyziologické
experimenty prokazujici schopnost téchto bunék generovat akéni potencial, prikaz iontovych
kanald reagujicich na neurotransmittery a jejich blokatory atd. V dnesni dobé se nepiedpoklada,
ze by hlavni efekt téchto bunck byl vjejich diferenciacnim potencialu, piesto u
experimentalnich zvifat dochazi k vyraznému zlepSeni neurologického deficitu zptisobeného
misni 1ézi. Tento efekt je dan zejména parakrinnim pisobenim transplantovanych bunék, které
samy vylucuji celou fadu latek nebo ovliviiuji produkei ristovych faktorti engodennich bunék.
Naprtiklad MSC vylucuji hned nékolik rastovych faktort jako je z mozku derivovany nervovy
faktor (BDNF), vaskularni endotelidlni ristovy faktor (VEGF), nervovy ristovy faktor (NGF),
z glii derivovany nervovy faktor (GDNF) a inzulinu podobny rustovy faktor 1 (IGF-1), které
hraji klicovou roli pfi ochrané neuront (Li et al., 2002; Zhang et al., 2004; Rice and Scolding,
2008; Lattanzi et al.,, 2011; Zhou et al., 2013). Po transplantaci jsou MSC schopné
zprostiedkovat ptfimou neuroprotekci snizenim neuronalni citlivosti k ligandim glutamatovych
receptoril a zménou exprese gentl, coZ naznacuje souvislost mezi terapeutickym uc¢inkem MSC
a aktivaci bun&éné plasticity v poskozeném CNS (Vercelli et al., 2008). Ze se jedna o solubilni
faktory naznacily in vitro a in vivo experimenty s kondiciovanym médiem z MSC kultur, které
ukazaly, ze sekrety z MSC podporuji rist axontl a maji neuroprotektivni efekt (Uccelli et al.,
2011; Muto et al., 2012). S aplikaci MSC je spojen i protizanétlivy Géinek, zplsobeny
prozanétlivymi chemokiny/cytokiny, jako jsou IL-1pB, IL-6 a TNF-a (Neuhuber et al., 2005;
Kim and Im, 2009; Silva et al., 2013). Migra¢ni schopnost transplantovanych MSC a jejich
nasledny zachyt (homing) do poranénych tkani zavisi také na stavu lokalniho 1 systémového
zanétu a je kontrolovan Sirokou Skalou receptorii, tyrosin kinazou, ristovymi faktory a
chemokiny (Gnecchi et al., 2006). Rada studii prokazala schopnost MSC sniZit oxidaéni stres
a dokonce vylucovat superoxidismutazu (Wright et al., 2011; Hawryluk et al., 2012; Chang et
al., 2013). Transplantace MSC 3 dny po indukci misni 1éze zménila zanétlivé prostiedi

-----

zachovani vice axont i myelinu (Zhukareva et al., 2010).

Jinym, nedadvno popsanym mechanismem pusobeni MSC v bunéénych terapiich je
tvorba mikrovackia (MV), které vzniknou v buiice a jsou pak uvolnény do extracelularniho
prostoru. MV obsahuji velké mnoZzstvi biologicky aktivnich molekul, lipidii, proteinti, receptora

pro rustové faktory, messenger a mikro RNA atd. (Kemp et al., 2010; Chen et al., 2011; Whone



et al., 2012). Bylo prokazano, Ze terapeuticky efekt 1é¢by mozkové piihody pomoci MSC je
zprostiedkovan miRNA vylucovanou z MSC do MV, které jsou pieneseny do okolnich
nervovych bun¢k (neuronti a astrocytil), coz u nich vede k zméné genové exprese s naslednou
remodelaci neurit, zméné plasticity mozku a tim i ke zlepSeni neurologickych funkci

(Nakajima et al., 2012).

MSC navic vykazuji imunosupresivni G¢inky snizenim proliferace a diferenciace B
lymfocytl, zvySuji expresi anti-apoptotickych proteinii a inhibuji proliferaci cytotoxickych T-
bunék a NK bunék (Le Blanc, 2003; Aggarwal and Pittenger, 2005; Wang et al., 2012). Maggini
et al. ukazali, ze MSC produkuji prostaglandin E2 v takovém mnoZstvi, Ze mohou inhibovat
produkci TNFa a IL6 aktivovanymi makrofagy a ovlivnit schopnost makrofag aktivovat
antigen specifické T CD4" lymfocyty (Maggini et al., 2010). MSC rovnéz produkuji indolamin

2,3-dioxygenazu and prostaglandin E2 navozujici inhibici NK bunék.

Schwannovy buiiky (SC) jsou dilezité pro regeneraci perifernich nervi. Produkuji
rastové faktory, které podporuji axonalni rust (Bandtlow et al., 1987; Acheson et al., 1991,
Rende et al., 1992; Oudega and Xu, 2006), podileji se na ostranovani zbytkti myelinu a
axonalniho debris v misté poSkozeni (Stoll et al., 1989; Fernandez-Valle et al., 1995), navadi
regenerujici axony a nasledné je remyelinizuji. VSechny tyto vlastnosti vedly k piestavé, ze
Schwannovy buniky budou vhodnym kandidatem i v regeneraci CNS. BuhuZel se ukézalo, Ze
astrocyty v kontaktu se Swannovymi buiikami hypertrofuji a izoluji je do lokalnich ostriivka.
Navic SC produkuji heparansulfat proteoglykany, které zvySuji expresi inhibicnich
proteoglykan sulfatti v astrocytech, coz negativné ovliviiuje regeneraci neuralni tkané. Proto se
Vv soucasné dob¢ studuje moznost geneticky manipulovat SC tak, aby se zabranila produkce
heparan proteoglykan sulfati. Dosud bylo provedeno relativné velmi malo pokusi s lidskymi
SC, rovnéz neni jasné, jak je tieba regenerujici axony stimulovat k vystupu z prostiedi materialu

pieklenujiciho 1¢zi a obsahujiciho SC zpét do michy ptijemce.

Buniky olfaktorické glie (OEG) jsou pfitomny v nosni sliznici a v olfaktorickém bulbu
a za fyziologickych podminek vytvaii snopce, kterymi axony ¢ichovych neuronti prorustaji
z periferniho nervového systému do CNS (Doucette, 1991). Jsou i jimi myelinizovany.
Primérna doba zivota ¢ichového neuronu je 6-8 tydnl a pak je nahrazen nové vznikajicimi a
diferencujicimi se neuroblasty, migrujicimi z oblasti subventrikuldrni zony. OEG spolupisobi
pii neurogenezi ¢ichovych neuronti svym snopcovym uspoiadanim a produkci rtistovych

faktorti. Navic jsou schopné fagocytovat bakterie a axonalni debris. Proto se o OEG uvazuje



jako o vyznamnych kandidatech pro regeneraci misni tkan¢ (King-Robson, 2011). OEG,
podobné jako SC, vylucuji fadu rastovych faktort (BDNF, GDNF, Neurotrophin3,4,5, a NGF),
ale mnohem 1épe se prolinaji s astrocyty a nestimuluji jejich aktivaci a hypertrofii (Lakatos et
al., 2000; Santos-Silva et al., 2007); navic je 1ze pouzit v autolognich transplantacich. (Mackay-
Sim et al., 2008). Hlavnimi mechanismy regenerace axonti pomoci OEG je produkce ristovych
faktorti a jejich schopnost obalovat rostouci axony, coz vede k jejich izolaci od nepermisivniho

prostredi aktivovanych astrocyti.

2.4 .Biomaterialy v 1é¢bé miSniho poranéni

Samotné buniky na tak komplexni d&j, jako je mi$ni poranéni nebo iktus nestaci. Proto
je tieba zkombinovat jejich pisobeni s novymi biomaterialy, které se daji pouzit jako materialy
k vyplni kavit nebo nosi¢e kmenovych bunék, a mohou se tak podilet na rekonstrukci
poskozenych tkani. Celé védecké skupiny se snazi optimalizovat mechanické vlastnosti,
adhezivitu bun¢k, biodegradabilitu, a topografii syntetickych i ptirodnich materialti a vyvinout
nové piistupy jak pomoci téchto matric dorucit buniky a biomaterialy do mista 1éze (obr. 6).
Implantaty pro nervovou tkan musi byt velmi mekké s nizkymi hodnotami Youngova modulu.
Vhodna mechanicka pevnost (tuhost) materialu je rozhodujici pro uUspéSnou integraci
implantatu do okolni tkén¢, a ovliviiuje 1 bunécné funkce. V ptipad¢ materiali, které jsou ptilis
tuhé, kontakt s mékkou tkani michy mlze zptsobit kompresi regenerujicich axonil, a tvorbu
cyst mezi implantatem a okolni tkani michy, nebot’ pfili§ tuhy implantat se nemize spravné
piizpusobit tvaru 1éze (Chen et al., 2011; Kubinova et al., 2011). Zavislost chovani bun¢k na
tuhosti podkladu bylo prokazano v nékolika in vitro studiich (Engler et al., 2006; Leach et al.,
2007), ale optimalni mechanické vlastnosti materialu, které by byly nastaveny podle vysledkt
ziskanych z in vivo transplantaci biomaterialii do michy, dosud nebyly definovany. Bakshi et
al. uvadi, Ze poly (2-hydroxyetyl-methakrylat) (HEMA) matrice s modulem komprese 3-4 kPa
odpovida misni tkani (Bakshi et al., 2004). Chen et al. srovnava regeneracni schopnosti ¢ty
biologicky odbouratelnych vicekanalovych matrici s riznymi mechanickymi vlastnostmi, které
byly oseté Schwannovymi bunikami a implantované do pietaté michy (Chen et al., 2011). Ve
srovnani s poly e-kaprolakton fumaratovym materidlem, ktery mél vyrazné vyssi hodnoty
kompresniho modulu, vykazaly tyto matrice tvorbu vyrazné mensich kavit. Implantované
HEMA hydrogely s modulem pruZnosti mezi 10 a 19 kPa se dobfe integrovaly do okolni misni
tkan€ a podporovaly vaskularizaci materialu a infiltraci Schwannovymi buiikami (Kubinova et

al., 2011).



Implantovany material musi byt biokompatibilni, aby nedochazelo k indukci reakce
proti cizimu télesu. Biokompatibilita je jev zavisly na vlastnostech povrchu materialu a jeho
interakcemi s bunikami nebo proteiny (Fournier et al., 2003). Nespecificka zanétliva reakce
piijemce je reakci tkan¢ k cizorodému materidlu a jeji rozsah urcuje miru biokompatibility
implantatu. Chronicka zanétliva reakce, ktera je charakterizovana vznikem fibrozni jizvy a
reakci proti cizimu télesu, je samoziejmé nezadouci, nebot’ blokuje regeneraci tkané (Jones,
2008). Na druhé stran¢, akutni odpovéd imunitniho systému, ktera je zprostfedkovana
makrofagy nebo dendritickymi buiikkami, mize byt neuroprotektivni a muze podporovat
regeneraci CNS. Modulace zanétlivé reakce podle typu povrchu biomateridlu tedy maze byt
pomocnym nastrojem pro repara¢ni mechanismy tkané (Gal et al., 2009).

Fyzikalni vlastnosti biomateriali by se mély co nejvice blizit extracelularnimu
prostfedi centralniho nervového systému a umoznit tak difuzi neurotrofnich faktord. Interakce
mezi povrchem polymeru a zivou tkani jsou obvykle zprostfedkovany vrstvou proteinti, proto
dne$ni moderni biomaterialy maji povrchy optimalizované bioaktivnimi molekulami nebo
oligopeptidickymi sekvencemi (Kubinova et al., 2010) tak, aby podporovala adhezi pouze
uréitych typt bunék (napiiklad axonti). Casto jsou diskutovany vyhody a nevyhody piirodnich
a syntetickych materiali, degradovatelnych i nedegradovatelnych materialii, v sou¢asné dobé
jsou intenzivné zkoumany vSechny skupiny materiala.

Biodegradovatelné materialy jsou o néco preferovanéjSimi pted nedegradovatelnymi,
nebot” zde neni riziko opozdéného odhojeni nebo chronického utlacovani nervové tkané.
Nejcastéji vyuzivanymi degradacnimi mechanismy jsou hydrolyza a enzymatické Stépeni.
Rychlost degradace lze regulovat rtiznymi faktory, jako naptiklad molekuldrni vahou a
strukturou polymérd, sitovanim, vyuzitim ko-polyméra (Gopferich, 1996). Samoziejmé, Ze
degradac¢ni produkty nesni vykazovat Zddnou imunitni reakci a rychlost rozpadu materidlu musi
byt pfiméfend tvorbé nové tkan€. Materidly vhodné pro reparaci nervové tkané degraduji
vétSinou tydny az mésice, podle toho jak rychle vristaji do matrice axony a cévy, coz je proces,
ktery zacina tyden po poranéni, ale miize trvat az mésice. Degradace mlze probihat postupnym
Stépenim (erozi) povrchu matridlu pii zachovani struktury materidlu, nebo postupnym
zborcenim struktur materidlu. Prvni zptsob je vyhodné&jsi, nebot’ pii kolapsu materialu mize

dojit k zastaveni vristani tkaiovych elementil a zastaveni procesu regenerace.
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Obrazek 6: Schéma vlastnosti hydrogelu vhodného pro regeneraci misniho poranéni. (Upraveno podle
(Straley et al., 2010))

Nedegradovatelné materialy nesmi byt imunogenni a musi mit stabilni fyzikalni 1
chemické vlastnosti. V soucasné dobé je zajimavym smérem vyzkumu elektricky aktivni
vodivy material, schopny generovat elektrické pulsy a stimulovat tak nervovou aktivitu
(Nomura et al., 2006; Straley et al., 2010).

Mezi pFirodni materialy patii napfiklad kolagen, alginatovy hydrogel, metylceluloza
nebo materialy na bazi kyseliny hyaluronové. VétSina z nich je biodegradovatelna (Madigan et
al., 2009). Nevyhodou byva jejich pfirozena variabilita a riziko imunogenicity. Implantace
mrazem suSeného alginatu do posttransek¢ni kavity novorozenych ¢i mladych laboratornich
potkanli stimulovalo nejen vrastani velkého poctu nemyelinizovanych a myelinizovanych
vlaken do hydrogelu (Suzuki et al., 1999; Kataoka et al., 2001), ale i tvorbu funkénich spojeni
pies kavitu, tj synaptické spoje s neurony byly nalezeny i distalné od kavity (Suzuki et al.,
2002).

Vyhoda syntetickych biomateriali je v moznosti diisledné kontroly procesu vyroby a
presného nastaveni jejich vlastnosti, tak jako jejich produkce ve velkém mnozstvi. Nejcastéji
pouzivané syntetické biomaterialy jsou na bazi polyetylenglykolu (PEG), metakrylatu
(polyhydroxyetylmetakrylatu (HEMA), (Tsai et al., 2004; Hejcl et al., 2008; Kubinova et al.,



2011), polyhydroxypropylmetakrylamidu (HPMA), (Hejcl et al., 2008; Woerly et al., 2008)
anebo kopolyméru polyakrylonitrilu a polyvinylchloridu (PAN/PVC) (Xu et al., 1995).
Syntetické materidly byvaji pro buiiky nonadhezivni a proto se pfipravuji hybridni materialy
s biologicky aktivnimi latkami (Tsai et al., 2006; Silva et al., 2010), aby se zvysila atraktivita
téchto materiala pro vrastani bunék piijemce.

Dulezitda je velikost péria, kterd ovliviiluje mechanické vlastnosti, stabilitu,
revaskularizaci implantatu, difuzi nutricnich latek, adhezi buné¢k i regeneraci axonl. Zvlastni
pozornost je soustfedénd na pfipravu matric s orientovanymi pory, které maji simulovat
strukturu misnich drah a navadét axony pies misto poranéni. Byla vytvoiena i polymérni
matrice z PLGA, ktera méla uvnitf neorientované pory, ale zvenku byly pory orientované tak,
aby se implantat co nejvice podobal struktuie bilé a $edé hmoty v mise (Teng et al., 2002).
Nejcastéji byvaji polymérni matrice s orientovanymi pory oseté Schwannovymi buiikami, které
jsou casto zalité do fibrinu nebo matrigelu, nebot’ velké pdry nejsou pro osazeni butikami piilis
vhodné. Pfi srovnavacich studiich se ukdzalo, Ze matrice s primérem kanali 450 pum jsou vice
prorostlé axony nez matrice o velikosti kanald 660 um (Krych et al., 2009), které vykazovaly
velky fibrézni lem.

Adheze bunék na polymér je klicova vlastnost pro Uspesny vznik polymérniho
konstruktu i pro za¢lenéni implantatu do tkané (Tysseling-Mattiace et al., 2008). Adheze bunék
je zaloZena na vazbé€ transmembranového integrinového receptoru na urcitou ¢ast molekuly
extracelularni matrix, jako je laminin, kolagen nebo fibronektin. Faktory, které bunécnou
adhezi ovliviuji, zavisi na chemickém slozeni, povrchovém néboji, drsnosti povrchu a jeho
topografii, nebo napiiklad rovnovdze mezi hydrofilnimi a hydrofébnimi mikrodoménami
(Kubinova et al., 2009). Jelikoz syntetické biomaterialy nemaji pfirozena vazebna mista, je
tieba jejich povrch modifikovat bioaktivnimi latkami. Nejcastéji se pouZiva imobilizace peptidl
(RGD-odvozenych od fibronektinu, nebo YIGRS ¢i IKVAYV odvozenych od lamininu (Gunn et
al., 2005), piedstavujicich aktivni vazebna mista molekul extracelularni matrix na povrch
polymeru.

I kdyz samotné biomateriadly mohou ovlivnit regeneraci nervové tkan€ potlacenim
tvorby gliové jizvy, ¢i vytvofenim prostoru pro rist bun€k pres 1ézi, stdle vice je jasné, Ze
kombinovana terapie ma synergicky efekt a pifinasi lepsi vysledky. Nejcastéji jsou
biomateraly kombinovany s riznymi typy bunék, nebo s enzymy S$tépicimi proteoglykany
v gliové jizveé, jako je tteba ABC chondroitindza. Nejcastéji pouzivanymi bunikami jsou
mesenchymové kmenové buniky, Schwannovy buiiky, neurdlni kmenové nebo progenitorové

buniky, které mohou exprimovat noggin, podporujici neurogenezi a potlacujici gliogenezi



(Enzmann et al., 2005). Byly provedeny i experimenty vyuzivajici neuralni progenitorové
bunky pfipravené z lidskych ES v kombinaci s kolagenovou matrici (Hatami et al., 2009).
Biomateridly mohou rovnéz slouzit k uvolnovani biologicky aktivni latky, kterd pak mize
vytvofit gradient, podporujici rist bun¢k do implantatu. Témito biologicky aktivnimi latkami
mohou byt rustové faktory, cytokiny, neurotrofiny (NT3, NGF, BDNF, GDNF),
neurotransmittery a protilatky proti inhibitorim ristu axont (Musoke-Zawedde and Shiocher,
2006; Dodla and Bellamkonda, 2008; Nisbet et al., 2008; Wei et al., 2010). Biomateraly byly
rovnéz oseté geneticky modifikovanymi NSC uvoliujicicmi NT3 a to jesté v kombinaci s ABC
chondroitindzou. Tato kombinovana terapie vedla ke zvySené remyelinizaci hemisektované
michy, lepSimu ptezivani bun¢k a vétsi diferenciaci NSC do neuronti a oligodendrocytl nez
v pfipadé nemodifikovanych NSC. Vysledkem téchto zmén byla obnova motorickych
evokovanych potencidlil v ipsilaterdlni koncetiné a zmirnéni funkéniho deficitu vyvolaného
misni hemisekci (Hwang et al., 2011). Rekonstrukce misni tkané po del§im ¢asovém odstupu
(chronicka 1éze) vSak zlistava stale vyzvou, nebot’ to je hlavni cilova skupina pacientli s miSnim
porandnim. Bohuzel vysledky zatim nejsou piili§ presvédeivé. Casteéného zlepseni
neurologickych funkei bylo dosazeno v modelu ,,clip contusion® spoluptisobenim nékolika
faktort, jako naptiklad rozruSenim gliové jizvy chondroitindzou a naslednou transplantaci NSC

v kombinaci s infuzi ristovych faktort (Karimi-Abdolrezaee et al., 2010).

3. Cévni mozkova prihoda

Cévni mozkova prihoda (CMP), iktus, je nahle se rozvijejici postizeni ur¢itého okrsku
mozkové tkané vzniklé poruchou jejiho prokrveni. K této poruse muze dojit bud’ na podkladé
uzaveéru mozkové tepny (tzv. ischemickd CMP), nebo na podkladé krvaceni z mozkové cévy
(tzv. hemoragicka CMP; obr. 7). Béhem ischémie dochazi k omezeni nebo zastaveni piivodu
krve a tudiz 1 kysliku v urcité oblasti mozku, zatimco hemoragické piihody jsou nasledkem
krvaceni do mozku, vétSinou v dlsledku vysokého krevniho tlaku nebo né&jaké cévni
abnormality v mozku. Krvaceni do mozku ptedstavuje jen asi 12% cévnich mozkovych piihod

a lze jej rozd¢lit na intracerebralni (9%) a subarachnoidalni (3%).



Iktus

Hemoragicky Ischemicky

Penumbra

\Y Centrum léze

Krvaceni v dlisledku Uzavér tepny
prasknuti cévy a snizeni prutoku krve

Obrazek 7: Schématické znazornéni iktu. Cilem bunécné terapie je zachranit co nejvetsi oblast
penumbry.

3.1.Ischemicka prihoda

Ischemické piihody 1ze obecné rozdélit na trombotické a embolické. Trombézy velkych
tepen byvaji zptisobeny aterosklerézou velkych cév, véetné vnitini karotidy, vertebralni tepny,
bazilarni tepny, a dal$ich vyznamnych vétvi Willisova okruhu. K trombézam malych cév
dochazi zejména v dusledku chronickych onemocnéni, jako je cukrovka, hypertenze,
hyperlipidémie a koufeni, které vedou k zGzeni a okluzi profilu mensich cév. Nejcast&jsi
pti¢inou embolickych mozkovych piihod jsou emboly uvolnéné pii fibrilaci sini, ale mohou
vzniknout kdekoliv jinde v téle a obéhovym systémem se dostat do mozku. Dale mohou byt
pfi¢inou iktu dédi¢na onemocnéni, metabolické poruchy, a koagulopatie. Existuji vSak i

mozkové piihody, které nemaji zddnou z vySe uvedenych pficin.
3.2.Patofyziologie ischemické piihody

V centru cévni mozkové piihody je pratok krve tak drasticky snizeny, Ze bunky obvykle
nelze zachranit a dochazi u nich k bunééné smrti. Tkané v oblasti sousedici s jadrem infarktu,
tzv. penumbra, jsou postizeny mén¢. Tato oblast je charakterizovana snizenym prutokem krve,
ale ziistava metabolicky aktivni. Bunky v této oblasti jsou ohrozeny, ale jesté nejsou nevratné
poskozeny. Po n¢kolika hodinach nebo dnech mohou podstoupit apoptozu, ale pokud je pritok

krve a ptisun kysliku obnoven kratce po zacatku CMP, je mozné tuto oblast zachranit (obr. 7).

V centru 1éze jsou nervové buiky bez dostate¢ného prokrveni a tim i nedostatku kysliku

a ztraceji schopnost produkovat energii - zejména adenosintrifosfat (ATP). Bunky v zasazené



oblasti pfechazeji na anaerobni metabolismus, coz vede k mensi produkci ATP, ale i k produkci
kyseliny mlééné, ktera poskozuje bunky narusenim normalni acidobazické rovnovahy v mozku.
Iontové pumpy zavisejici na ATP, napiiklad Na*K" ATP4za, udrzujici membranovy gradient
selhavaji a do bunék proudi Na* a unika K*, dochazi k depolarizaci membréany a piilivu Ca?*
do bunék. Vysoka intracelularni koncentrace vapniku vede k uvoliovani excita¢niho
neurotransmiteru glutamatu. Glutamét stimuluje AMPA receptory a pro Ca?* propustné NMDA
receptory, coz vede k jesté vétSimu prisunu vapniku do buniky. Nadbytek vapniku v buiice ma
za nasledek aktivaci proteaz, lipaz, a vznik volnych radikali v procesu zvaném excitotoxicita.
Jelikoz je bunécnd membrana poskozena fosfolipazami, stdva se propustnéjsi a vice ionti a
Skodlivych latek muze vstoupit do bunky. Dochazi k poskozeni mitochondrii a k uvolnéni
dalsich toxinl a apoptotickych faktorG do buiiky, ktera podstupuje apoptdézu. Pokud bunka
nekrotizuje, uvolni glutamat a toxické chemické latky do svého okoli. ZvySené hladiny
glutamatu pusobi excitotoxicky na okolni buiiky a poSkozeni se §ifi. Ztrata integrity cévni
struktury ma za nasledek poruseni ochranné hematoencefalické bariéry, a piispiva k otoku

mozku, ktery mtize zptsobit sekundarni progresi poranéni mozku.
3.3.Patofyziologie hemoragické prihody

Hemoragické ikty vedou v dlsledku prasknuti cévy ke stlaeni mozkové tkané
Z roz§itujiciho se hematomu. To mize narusit a poskodit tkan. Navic, tlak muze vést ke ztrate
dodavky krve do postizené tkané, coz vede k infarktu, a krev unikajici do mozku ma
pravdépodobné piimy toxicky tcinek na mozkové tkané a cévni fecisté. Mozkové krvaceni
vznika v disledku prasknuti cévy a hromadéni krve v mozku. To nastane obycejné dusledkem
poskozeni cév diky chronické hypertenzi, cévnich malformaci, nebo pouzitim 1€kt spojenych s
moznym rizikem zvySeného krvaceni, jako jsou antikoagulancia, trombolytika a inhibitory
agregace trombocytt. Subarachnoidalni krvaceni je postupné hromadéni krve v
subarachnoidalnim prostoru pod durou, obvykle zptsobené traumatem hlavy nebo prasknutim

mozkového aneurysmatu.
3.4.Bunécna terapie v 1é¢bé iktu

Podobné jako v pfipadé¢ poranéni michy existuje celd fada studii zabyvajicich se
transplantaci kmenovych bunék do oblasti penumbry. Jakymi mechanismy se mohou kmenové
buniky podilet na regeneraci nervové tkané? Existuji diikazy, Ze neurony, diferencované z

transplantovanych neuralnich kmenovych bunék, se mohou caste¢né integrovat do poskozené



tkan¢ a pfispivat tak k zlepSeni jednoduchych senzorimotorickych funkci (Hicks et al., 2009).
K néhradé chybéjicich populaci bun€k 1ze vyuzit neralni progenitorové builky derivované z ES,
z 1PS a neuralnich kmenovych bun¢k. Pluripotentni bunky vsak ptedstavuji riziko tumord, coz
1ze snizit genetickou modifikaci bunék se zavedenim tzv. sebevrazedného genu (Schuldiner et
al., 2003; Kiuru et al., 2009). Existuji vSak i jiné mechanismy (obr. 8), kterymi mohou kmenové

buiiky pfispivat k regeneraci nervové tkang.

Stimulace produkce endogennich NSC
-nahrada bunék
-troficky efekt

Transplantace neuralnich
kmenovych/progenitorovych bunék
-nahrada bunék
-troficky efekt, podpora angiogeneze
-modulace zanétu
-neuroprotekce

Transplantace ostatnich
kmenovych bunék (MSC, AMSC, HSC)
-podpora plasticity, neurogeneze

|
[
|

-troficky efekt, podpora angiogeneze
-modulace zanétu
-neuroprotekce

Obrazek 8: Moznosti uplatnéni bunééné terapie v 16€bé iktu (upraveno podle (Lindvall and Kokaia,
2011)

Iktus u hlodavctu vede ke zvysené proliferaci NSC v subventrikularni zoné (SVZ) a
tvorbé neuroblastil, které migruji do oblasti poskozeného striata po dobu nekolika mésic,
diferencuji do zralych neuroni (Arvidsson et al., 2002; Parent et al., 2002; Thored et al., 2006),
z ¢asti se integruji (Yamashita et al., 2006) a jsou pravdépodobné i funkéni (Hou et al., 2008).
Tato neurogeneze probiha i ve star§im véku (Darsalia et al., 2005). Neurogeneze navozena
iktem byla popsana i u lidi (Jin et al., 2006; Macas et al., 2006; Marti-Fabregas et al., 2010).
Dosud vSak neni zcela jasné, jak tato zvySena neurogeneze prispiva ke zlepSeni neurologickych
funkci. Predpoklada se, ze zde bude hrat roli 1 troficky efekt, nebot’ ke zlepSeni dochazi diive

nez kzaclenéni novych neuroblast do stavajicich struktur. Aby neurogeneze byla



z terapeutického hlediska hodnotnd, je potfeba zvysit pfeziti nové vznikajicich neuront
(Arvidsson et al., 2002). Toho lze dosahnout modulaci zanétlivé reakce, ktera muze stimulovat
neurogenezi (Ekdahl et al., 2009) nebo podanim rustovych faktortt GDNF (Kobayashi et al.,
2006) nebo G-CSF (Schneider et al., 2005). Migraci novych neuroblasti 1ze rovnéz podpofit
lokalnim zvySenim aktivnich molekul, které fidi migraci. Také transplantace NSC zvysuje
endogenni neurogenezi v mozku piijemce (Jin et al., 2011). Existuje tudiz stale vice dikazu, ze
NSC vyvolavaji funk¢ni zlepSeni i jinymi mechanismy, nez je nahrada neuront (obr. 8),
(Ramos-Cabrer et al., 2010) Intravendzni injekce lidskych NSC vyvolala zlepSeni po
Zvysend exprese VEGF a antiapoptotického faktoru Aktl lidskymi NSC podpoftila angiogenezi
a zvysila miru pteziti bun€k, doprovazenou zlepsenim neurologickych funkci mysi s modelem
iktu (Lee et al., 2007; Lee et al., 2009). Fetalni NSC implantované do korové 1éze 1 tyden po
CMP u potkant zlep$ily motoriku piednich tlapek jiz po 1 tydnu (Horie et al., 2011).
Mechanismem ucinku byla pravdépodobné rovnéz sekrece VEGF neurdlnimi kmenovymi
bunkami, kterd potlacila zanét a podpofila neovaskularizaci v oblasti penumbry. Kone¢né, mysi
NSCs podané intraven6zné 3 dny po iktu potlacily zanét a tvorbu gliové jizvy, vykazovaly
neuroprotektivni uCinek a zlepSeni funkéniho deficitu nastalo 18 dni po indukci léze

(Bacigaluppi et al., 2009). (Zhang and Chopp, 2009; Kernie and Parent, 2010).

Obnova funkéniho deficitu po iktu byla popséna i po pouZiti riznych typt kmenovych
bun¢k, které nemaji neuralni ptivod, jako jsou buiiky pupeénikové krve, hematopoetické
kmenové buiiky z kostni direné a mesenchymalni stromalni butiky. Nebylo prokazano, ze
by tyto bunky diferencovaly do neuronti a mohly tak nahradit poskozené neurony. Intravendzné
podané MSC zmirnily funkéni deficit potkanli s iktem zejména diky navozeni angiogeneze a
zlepSeni krevniho pritoku (Onda et al., 2008). Neuroprotekce a zlep$eni neurologickych funkci
bylo jesté vyraznéjsi, pokud MSC exprimovaly angiopoetin nebo VEGF. Intravendzni podéani
lidskych MSC rovnéz zvySuje proliferaci neuralnich progenitort v SVZ a podporuje
neurogenezi GDNF (Nomura et al., 2005; Horita et al., 2006; Liu et al., 2006; Onda et al., 2008;
Toyama et al., 2009). Kromé¢ toho dochazi ke zvyseni hladiny protizanétlivého cytokinu IL10
(Li et al., 2010), and neurotrofickych faktoru (Wakabayashi et al., 2010; Bao et al., 2011).
Podobny efekt ma podani mesenchymalnich stromalnich bunék kostni dfené (rew (Li and
Chopp, 2009). MSC z kostni dfené migruji do poranéného mozku na zakladé chemotaxe SDF1-
CXCR4 (Shen et al., 2007). Tyto buiky rovnéz podporuji endogenni regeneraci zvysenim
angiogeneze (Chen et al., 2003; Zacharek et al., 2007), proliferace v SVZ, (Chen et al., 2003;



Shenetal., 2007), pfeskupenim axonti v oblasti parietalniho cortexu (Li et al., 2005) a zvySenim
plasticity nervové tkané v ipsilateralni i kontralateralni hemisféfe a v podkorovych oblastech
(Andrews et al., 2008; Liu et al., 2010). Zajimavé je, ze MSC maji pozitivni efekt na zlepSeni
neurologickych funkeci, i kdyZ jsou podany 1 mésic po indukci 1éze (Shen et al., 2007; Yasuhara
et al., 2009) a efekt muze pietrvat aZ jeden rok (Shen et al., 2007).

4. Neinvazivni sledovani transplantovanych bunék

Pokroky v bunééné terapii, vedouci k rozvoji klinickych studii, vyzaduji zasadni pouziti
neinvazivni techniky pro monitorovani uc¢innosti bunééné terapie a pieziti $t€pu v hostitelském
organismu, s cilem odhalit nebezpecné vedlejsi G¢inky, jako naptiklad hyperproliferaci nebo
migraci do nezadoucich struktur. V ptipadé¢ experimentalnich zvifecich modeli je vzdy po
skonceni experimentu provedena histologickd analyza transplantované tkané¢ a navic
experimentalni zvifata nepiezivaji roky, ale tydny nebo maximdln¢ mésice. Proto se v
poslednich letech rozvinuly rizné zobrazovaci metody, jako naptiklad pozitronova
tomografie (PET), optické zobrazovani nebo magneticka rezonance (Modo, 2008). Pro
klinickou praxi se nejlépe hodi posledné jmenovand, nebot’ PET mé horsi prostorové rozliseni
(Luker and Piwnica-Worms, 2001) a pracuje s radioaktivnimi sondami, které maji relativné
kratky polocas rozpadu, zatimco optické zobrazovani je velmi citlivou metodou ve studiich
vyuzivajicich mald laboratorni zvitata, ale diky omezené penetraci vinovych délek emitovanych
florochromy do tkané je pouzitelné pouze v povrchovych vrstvach (Mahmood and Weissleder,
2003). Magneticka rezonance (MR) ma n¢kolik vyhod: vyborné rozliSeni (az na 300 pm),
neni limitovana velikosti pacienta a nepotifebuje radioaktivni sondy. Kontrastni latky v
mikromolarnich koncentracich méni relaxacni ¢asy sousednich protonti vody a zvysuji tak
kontrast. Mohou ménit jak kontrast T1 nebo T2 vazenych obrazu. Paramagnetické latky méni

hlavné T1 obrazy, zatimco superparamagnetické latky ovlivituji zejména T2 vazené obrazy.

4.1.Znaceni bunék nanocasticemi

Nejcastéji pouzivané superparamagnetické kontrastni latky jsou na bazi oxidu Zeleza
(SPI10O). Seznam komerc¢nich kontrastnich latek zahrnuje ferumoxidy obalené dextranem
(Endorem®, Feridex), ferucarbotran (Resovist), ferumoxan (Sinerem, Combidex), ferumoxsil

(Lumirem, Gastromark). VSechy tyto kontrastni latky byly vyvinuty k zobrazovani organt, ale



zaCaly se pouzivat i ke znaceni bun¢k (Corot et al., 2006). Lisi se hlavné svoji velikosti a
povrchem, cozZ ovliviiuje zejména jejich vychytavani do bun¢k. Podle velikosti jejich obalu,
muzeme SPIO nanocastice rozlisit jako standardni SPIO s pramérem mezi 50 az 150 nm,
USPIO nanocastice S primérem méné nez ~ 50 nm, nebo mikronové velikosti (MPIO) ¢astic.
Vétsina komercnich latek nema idealni vlastnosti z hlediska znaceni buné¢k, vétSinou se jedna
o malou uc¢innost znaceni, pfipadné jejich pfitomnost v buiice ma negativni efekt na rtist nebo
diferenciaci bun¢k. Navic, kontrastni latky na bazi zeleza jsou v klinické mediciné nahrazovéany
latkami na bazi gadolinia a proto pro farmaceutické firmy piestava byt ziskové tyto klasické
kontrastni latky dodavat na trh. Proto se fada védeckych skupin pokousi vyvinout nanocastice
urcené ke znaceni bunék. Obecné plati, ze znaceni bunék vyzaduje vychytavani nanocastic
bunkami. Jiny pfistup kombinuje komer¢ni kontrastni latky s transfekénimi Cinidly (Arbab et
al., 2003), ¢imz zvySuje ucinnost znaceni a zkracuje dobu nezbytnou pro pfijem nanocastic do
bunék. Nedostateény piijem nanocastic do buné¢k mulze byt usnadnén rovnéz pouzitim
elektroporace (Gilad et al., 2008), specifickym cilenim a endocyt6zou nanocastic pies receptory
transferinu (Bulte et al., 1999) magnetodendrimery (Bulte et al., 2002), nebo transdukénimi
¢inidly, jako je TAT protein odvozeny od HIV (Kircher et al., 2003). Pro klinické aplikace by
ale bylo vyhodné pouzit kontrastni latky, které neobsahuji jakékoliv dalsi pfisady k usnadnéni
vychytavani buiikami.

Dutlezitym faktorem, ktery ovliviiuje vychytavani Castic a tim i Gi€innost znaceni je
povrchovy obal nanocastic (Horak et al., 2009). Ve vétsiné piipadi je naboj nanocastic
(elektrostatické interakce s negativné nabitou bunéénou membranou) hnaci silou ovliviujici
vstup nanocastic do buiiky. Naboj nanocastice také ptispiva k adsorpci specifickych proteini z
kultivacniho média, které mohou zlepSit nebo snizit internalizaci nanocastic do bunék.
Internalizace téchto nanomateridlii mize probihat jednou z nasledujicich cest: (i) receptory
zprostiedkovanou endocytozou (Lewin et al., 2000), (ii) nespecifickou endocytozou (Lu et al.,
2007) a (iii) internalizaci za podminek inhibujicich endocytézu (Kostarelos et al., 2007).
Nanocastice internalizované v endozdmech jsou pak pienaseny do kyselého nebo oxidacniho
prostiedi lyzozomu a peroxisomdu. V této fazi maji tfi mozné osudy: (i) degradaci enzymy nebo
kyselym pH, (ii) exocytozu, (iii) unik z prostoru endo-lysosomti a piesun do jinych
intracelularnich kompartment@, vcetné¢ bunééného jadra. Pres fadu informaci ziskanych v
poslednich letech, je internalizace a kone¢ny osud intracelularniho umisténi nanocastic v
kmenovych buiikach proces, ktery stale neni pln€ objasnény. Proto je dalsi dilezitou otazkou,

kterou je tieba vyhodnotit, u¢inek internalizovanych nanocastic v biologii kmenovych bunék.



Rozhodujicim aspektem je skuteénost, ze ¢astice SPIO nesmi byt toxické, a nemaji neptiznivy
vliv na fyziologii bun¢k, diferenciaci nebo migra¢ni schopnosti bungk in situ.

Ackoliv je metoda znaceni bun¢k pomoci SPIO nanocasticemi Siroce pouzivdna v
preklinickych studiich vyuzivajicich bunécnou terapii, existuji nékteré vedlejsi faktory, které
mohou vést k nespravné interpretaci MR signéalu a proto vyzaduji dal$i analyzu. V mnoha
ptipadech mtize mit hypointenzni signal fyziologicky pivod, (zelezo uvolnéné z hemoglobinu)
nebo patologicky ptivod, (krvaceni nebo nasledek experimentdlniho traumatického postupu
(napf. injekce). DalSim moznym omezenim této techniky je piitomnost fagocytarnich bunck,
napt makrofagt, v 1€zi, ve kterych se mohou hromadit nanocastice zeleza a vést k faleSnému
MR signalu (Amsalem et al., 2007). Proto musi byt v interpretaci signalu MR podil
z transplantovanych magneticky znacenych bun¢k jasn¢ definovany a popsany. Na druhé stranu
muze byt ztrata signalu MRI zplsobena biodegradaci nanocastic nebo jejich zfedénim v
disledku proliferace bunck. Yano et al. ukazal, ze 3 meésice po transplantaci GFP-MSC
znaCenymi SPIO nanocasticemi do striata s fokalni ischemii, pouze 2,7% GFP-pozitivnich
bunék zustalo oznaceno SPIO nanocasticemi (Yano et al., 2005). Jeden pfistup k prekonani
fedéni magnetické znacky v disledku déleni buné¢k je pouziti MR reportérovych gent, které
jsou zalozeny na enzymatické nebo metabolické produkci kontrastni latky nebo expresi
povrchovych receptorti zobrazitelnych MR (Gilad et al., 2007). Dal§im aspektem znaceni bunék
kontrastnimi latkami je jejich vliv na regeneracni potencial kmenovych bunék po transplantaci.
Ve studii Guzman et al. znaeni lidskych neuralnich kmenovych bunék magnetickymi
nanocasticemi neovlivnilo jejich preziti, migraci nebo déleni a ani neménilo elektrofyziologické
vlastnosti neurontt (Guzman et al., 2007). Naproti tomu nedavna studie Modo et al. ukazala, zZe
neuralni kmenové bunky znacené komplexem gadolinium-rhodamin-dextran transplantované
po iktu do kontralateralni hemisféry nemigrovaly do oblasti penumbry a ani nijak vyznamné
nezlepsily deficit chovani ve srovnani s butkami znacenymi pouze fluorescen¢nim barvivem.
Naopak, 1 rok po transplantaci doslo k mirnému nartstu velikosti 1éze. Tato prace zdaraznuje
nezbytnost dlouhodobych studii, protoze vétSina pouZzivanych kontrastnich latek nebyla
pivodné urcena pro zobrazovani bunék (Modo et al., 2009).

Alternativou ke znaceni bune¢k ex vivo je systémova SPIO injekce umoznujici sledovani
specifickych buné¢k in situ. SPIO nanocastice jsou preferenéné fagocytdézovany monocyty a
makrofagy, coz je vyuzivano k vizualizaci zanétlivé reakce po iktu nebo jinych onemocnéni
centralniho nervového systému (Stoll and Bendszus, 2009). Alternativné, intraventrikularni
injekce MPIO ¢astic umoznila sledovani migrace endogennich kmenovych/progenitorovych

bun¢k ze subventrikuldrni zony do vyvijejiciho se mozku pomoci MR, a to jak ve zdravé tkani,



tak ve tkani poSkozené hypoxii (Yang et al., 2009). Krom¢ in vivo sledovani ozna¢enych bunék,
Ize SP10 nanocastice vyuzit samostatné nebo konjugované s cilove specifickymi ligandy, jako
jsou proteiny nebo protilatky, pro selektivni in vivo zobrazovani i 1é¢bu nadort (Islam and

Josephson, 2009), nebo pro cilenou genovou terapii (Rad et al., 2009).



