Univerzita Karlova v Praze
2. lékarska fakulta

Studijni program: neurovédy

MUDr. Petr Lesny

Vyuziti makroporéznich hydrogelli na bazi 2-hydroxyethylmethakrylatu
k premosténi misSni 1éze

Utilization of biocompatible hydrogels based on 2-hydroxyethylmethacrylate

to bridge the spinal cord lesion

Diserta¢ni prace

Skolitel: Prof. MUDr. Eva Sykova, DrSc., FCMA

Praha, 2016



Prohlaseni:

Prohlasuji, ze jsem zavérecnou praci zpracoval samostatné a ze jsem tadné uvedl a
citoval vSechny pouzité prameny a literaturu. Souc¢asné prohlasuji, Ze prace nebyla

vyuzita k ziskdni jiného nebo stejného titulu

Souhlasim s trvalym ulozenim elektronické verze mé prace v databazi systému
meziuniverzitniho projektu Theses.cz za ucelem soustavné kontroly podobnosti

kvalifika¢nich praci.

V Praze, 24. 9. 2015

PETR Lﬁ;\!ﬁ(y



Postgradualni doktorské studium biomediciny

Akademie véd Ceské Republiky a Univerzita Karlova v Praze

Obor: Neurovedy

Pi‘edseda oborové rady: Prof. MUDr. Karel Sonka, DrSc.

Skolici pracovisté: Ustav experimentalni mediciny AV CR, v.v.i.

Skolitel: Prof. MUDr. Eva Sykova, DrSc., FCMA

Autor: MUDr. Petr Lesny

Oponenti:

Obhajoba se kona dne: .............. 2016 v ....... hod. Voo

S disertaci je mozno se seznamit v Ustavu experimentalni mediciny AV CR, v.v.i.



Podékovani

Chtél bych podékovat své Skolitelce, Prof. MUDr. Evé Sykové, DrSc., FCMA vedouci
Ustavu neurovéd UK 2. LF, vedouci Oddéleni neurovéd Ustavu experimentalni mediciny
AV CR, v.v.i. za odborné vedeni, pomoc pfi experimentalni praci a cenné piipominky pfi
piipravé mé disertaéni prace. Mj dik patii rovnéZ viem kolegiim z Ustavu experimentélni
mediciny AV CR, v.v.i., Ustavu neurovéd UK 2. LF a Centra pro bun&nou terapii a tkanové
nahrady, ktefi se spolupodileli na experimentalni ¢asti této prace a vSem, kteti mi poméahali
pfi korekturach textu. Na zavér bych rad vyjadiil své diky spolupracovnikiim z Ustavu
makromolekularni chemie AV CR, ktefi se mnou spolupracovali na vyvoji biomateriali a bez

kterych by tato prace nebyla mohla vzniknout.

De¢kuji také pani Jarmile KaSparové, pani Dominice Duskové, panu Jamesi Duttovi, pani
Lence Kohoutové, pani Svatavé Vackové a pani Alené Veselé za skvélou technickou

spolupraci.

Velky dik patfi vSem ¢lenim mé rodiny, zejména mym rodi¢im a mé zené, za neustavajici

podporu béhem studia.



Seznam pouzitych zkratek

AMPA a-amino-3-hydroxyl-5-methyl-4-isoxazolpropionova kyselina

ATP adenosin trifosfat

BBB skore Skala hodnoceni neurologickych funkci u potkanti po misni 1ézi
pojmenovana podle poc¢atecnich pismen ptijmeni autori: Basso D.M.,
Beattie M.S. a Bresnahan J.C. (Basso et al., 1995)

BDNF Brain Derived Neurotrophic Factor

bFGF Bazicky fibroblastovy rtustovy faktor

CNS centralni nervovy systém

COX cyklooxygenéza

CSPG chondroitin sulfat proteoglykan

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMHA N,O-dimethakryloylhydroxylamin

ECM extracelularni matrix

ECP extracelularni prostor

EDMA etyléndimethakrylat

EGF Endotelialni ristovy faktor

EOEMA etoxyethyl methakrylat

ESEM environmentalni rastrovaci elektronova mikroskopie

G-CSF Faktor stimulujici riist kolonii granulocytti (Granulocyte Colony
Stimulating Factor)

GDNF Glial cell line Derived Neurotrophic Factor

GFAP glialni fibrilarni astrocyticky protein

GMA glycidyl methakrylat

HEMA 2-hydroxyethylmethakrylat

HPMA N-(2-hydroxypropyl)methakrylamid

im. intramuskuldrni podéani

L.p. intraperitonealni podani

ISO Mezinarodni organizace pro normalizaci

118} mezinarodni jednotka

LIF Leukemia Inhibitory Factor

MA kyselina methakrylova




MAG Myelin Associated Glycoprotein

MOETACI methakryloyloxyethyltrimethylamonium chlorid
MRI Magnetic Resonance Imaging; zobrazeni magnetickou rezonanci
MSC mezenchymové kmenové bunky

NF160 neurofilamenta 160 kD

NMDA N-methyl-D-aspartat

Nogo Neurite Outgrowth Inhibitor

NOS enzym syntaza oxidu dusné¢ho

NSF US National Science Foundation

NT-3 neurotropin-3

ONOO peroxynitritovy anion

PBS Phosphate Buffer Saline; fosfatovy pufr obohaceny o NaCl
PDGF rustovy faktor z krevnich desti¢ek

PEG polyethylen glykol

PMN polymorfonuklearni leukocyty

RECA Protilatka proti endotelialnim bunikam

RGD tripeptid: arginin, glycin, kyselina aspartamova
s.C. subkutanni podani

SCI Spinal Cord Injury; mi$ni poranéni

IKVAV pentapeptid; izoleucin, lysin, valin, alanin, valin
siRNA Small interfering RNA; mala interferujici RNA
Thl, 2, ... hrudni obratel

TMA" ionty tetramethylamonia

YIGSR pentapeptid: tyrosin, leucin, glycin, serin, arginin

Uvadéni chemickych nazvu

V souladu s doporu¢enim pravidel Ceského pravopisu (Juldkova, 2005) neni v této praci
pouzita fonetizace chemické nomenklatury a je rozliSovano mezi ndzvy chemickych sloucenin

obsahujicich pismena tau (pfepisovano jako t) nebo théta (piepisovano jako th).
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1 Prehled souc¢asnych poznatki

1.1 Uvod

1.1.1 Epidemiologie urazti michy

Vyskyt vazného poranéni michy je celosvétove odhadovan v Sirokém epidemiologickém
pasmu na 12.5 az 53 ptipadl rocné na 1 milion obyvatel (Drabkova, 2003). V soucasné dobé je
celkovy pocet postizenych se spinalnim traumatem odhadovan v USA kumulativné na 200 000
pacienti, resp. 27 az 93 novych piipadl na 1 milién obyvatel s vyznamnym rozdilem incidence
mezi jednotlivymi staty (Burke et al., 2001; Surkin et al., 1998). V Evropé& jsou udaje nizsi: ve
Francii je udavan pocet trazi michy 2000 rocné na 60 milionti obyvatel (cca 33 na 1 milion
obyvatel) (Saillant et al., 2005), pro Spojené kralovstvi udava Papadopoulos (Papadopoulos,
1992) 750 novych ptipadi spinalniho traumatu ro¢n¢ na zhruba stejny pocet obyvatel (cca 12.5
na 1 milién obyvatel). Posledni publikovand metaanalyza (Singh et al., 2014) uvadi pro
jednotlivé zemé Evropy publikovanou incidenci v desitkach ptipadli na milién obyvatel s tim,
ze jsou znacné rozdily mezi jednotlivymi zemémi i mezi sledovanymi obdobimi; nejvice v ni
citovanych praci vSak vzniklo pfed rokem 2002.
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Obr. 1.1. Incidence misniho poranéni v zavislosti na véku a pohlavi, prevzato

z Burke et. al. (Burke et al., 2001).

Piesna &isla v CR nejsou k dispozici. Dle statistiky Ceské spondylochirurgické
spole¢nosti ¢inila v roce 2000 incidence traumatickych misnich 1ézi v CR 335 novych
piipadd. Fakt, ze roéné v CR piibyva kolem 300 poranéni, odpovida evropskému priméru
(Dolezel, 2004). Za hlavni pfi¢inu miSniho poranéni (SCI) jsou v zapadnim svété povaZzovany

automobilové nehody (Burke et al., 2001); o druhé misto se déli stielnad zranéni (pievazujici



ve Spojenych statech americkych) se sportovnimi urazy (Evropa). Vzhledem k v§eobecnému
narlstu poctu vaznych urazl, predevsim zplsobenych dopravnimi nehodami, 1ze ocekavat
dalsi zvySovani incidence SCI. Dv¢ tfetiny postizenych jsou muzi ve v€ku 15 az 30 let (Burke
et al., 2001), muzl je mezi poranénymi vice, nez zen (Obr. 1.1). Posledni epidemiologické
studie (Bellucci et al., 2015) uvadi celosvétovy trend vzristani primérného véku SCI (26 let
pied rokem 2008 versus 38 let po roce 2009) a vzrlstani Cetnosti dopravnich nehod jako
pii¢iny SCI a pokles ¢etnosti stfelnych poranéni jako pii¢iny SCI v fad¢ regiont.

Preruseni motorickych a senzorickych drah, které nésleduje po SCI mé pro postizené
devastujici nasledky. Fyzické i psychologické dusledky poranéni michy dopadaji nejen na
postizené jedince, ale i na jejich rodiny a spoleénost. Casna rehabilitace a multidisciplinarni
ptistup se ukézal pro pacienty piinosny, zejména s ohledem na snizeni poctu komplikaci, nizsi
mortalitu a krat$i dobu hospitalizace (DeVivo et al., 1990); vzhledem ke zlepSujici se zdravotni
péci a zvysujici se prevalenci misniho poranéni tak dochazi k nartstu celkovych vydaji na péci

o tyto pacienty.

1.1.2 Historicky vyvoj Ié€by miSniho poranéni

Nejstar§i dochovanou pisemnosti popisujici poranéni michy je Papyrus Edwarda
Smithe, jehoZ autorstvi je pfipisovdno Imhotepovi (lékaf a ministr egyptského faradna
Dzosera — 2650-2600 pi.n.l). Dva ze 48 chirurgickych stavi, které jsou popsany v této
pisemnosti, se tykaji poranéni michy; autor se o nich vyjadfuje jako o nemoci, ktera nemtize
byt vyléCena. Dalsi historické zminky o miSni 1ézi pochazeji od feckych lékait Hippokrata
(460-370 pt.n.l.) a Galéna (131-201 pt.n.l.); Galén je obecné povaZovan za prvniho lékare,
ktery rozeznaval ptiznaky poranéni michy podle vysky a ktery experimentalné pretinal michu.
Dale vSak pretrvaval konzervativni pfistup k 1é€bé poranéni michy a pacienti, ktefi byli
povazovani za nelécitelné, umirali na ptidruzené komplikace.

S rozvojem chirurgie v 19. stoleti byl obnoven zajem o 1é€bu poranéni michy. Prvni
laminektomii, slouzici k uvolnéni stlacené michy, provedl Henry Cline vroce 1814
v Londyné (Williard, 1871). Operovany pacient zemiel o 9 dnd pozdéji, operace vSak dala
zéklad rozsahlym diskusim o vhodnosti provadéni laminektomie u fraktur obratli. Na ¢eském
uzemi se o rekonstrukci pierusené michy pokusil Maydl jiz v roce 1884, kdy navrhnul resekci
fibréznich miSnich pahyll a jejich sesiti, jak popisuje Bene§ (Benes, 1961). K vyraznému
pokroku doslo na konci 19. stoleti, kdy zavedl francouzsky neurochirurg Bontecou do 1éCby
misniho poranéni UspésSné trakci (1887) a némecky fyzik Rontgen vyvinul zobrazovaci

metodu, kterd umoznila zobrazit poranénou patef.



Terapeuticky postup

Piiklady

Ochranné neuroprotektivni
faktory, které¢ zmensuji
nasledky misniho poranéni

Vysoké davky methylprednisolonu
Inhibice zanétu v misté
cyklooxygenazy

Inhibice volnych radikalt v misté 1éze

Podavéni Erytropoetinu

Antagonisté receptoru P2X7R

Podéavani Minocyklinu

Blokada toxickych efektti excitace zprostfedkovanych
glutamatem

poranéni inhibitory

Obnoveni vodivosti
nervovych vldken v misté
poranéni

Blokatory napétové zavislych K kanali
Transplantace prekursort glidlnich bunék
Inhibice apoptdzy bunck v misté 1éze

Rastové a diferenciaéni
faktory

Neurotropni faktory (NGF, BDNF, NT-3, GDNF, LIF)
Monogangliosid GM 1

Transplantace kmenovych bunék nebo
produkujicich rastové faktory

fibroblastu

Plsobeni na mechanismy
branici regeneraci

Blokéda produktti degradace myelinu (Nogo-A, MAG)
Degradace chondroitin sulfat proteoglykani (CSPG) a
dalSich inhibi¢nich faktort pfitomnych v gliové jizvé
szciidéni syntézy bazalni laminy plsobenim chelatort
Fe

Blokovani Rho-GTPaz v axonech

Imunizace proti inhibitortim regenerace

Implantace aktivovanych makrofagi

Implantace biomateriala
piremost’ujicich misni tkan

Homogenni gely z umélych nebo biogennich polymerii
Makro a superporézni biomaterialy, napt. hydrogely
Materialy na bazi samoorganizujicich se polypeptidi
Hydrogely s orientovanymi pory

Biomaterialy uvoliujici 1é¢ivé latky (napf. neurotropni
faktory, rolipram, Sonic hedgehog protein)

Biomaterialy pro genovou terapii — obsahujici DNA nebo
siRNA

Decelularizovand tkan

Vyuziti bunék k regeneraci
misni tkdn€ — samotnych
nebo v kombinaci s
biomaterialy

Embryonalni a fetalni kmenové buiky

Endogennich kmenové buiiky (neurdlni, mezenchymalni)
Geneticky modifikované buiky produkujici rlstoveé
faktory

Transplantace gliovych bunék (Schwannovy buiky,
bunky olfaktorické glie)

Elektronické implantaty

Elektrovodivé biomaterialy
Neuroprotetika

Tabulka 1.1. Prehled soucasnych moznosti terapeutického ovlivnéni misniho poranéni,

zpracovany dle (Schwab et al., 2006) a (Kubinova a Sykova, 2012).




Jen maloktera oblast neurovéd je sledovana tak peclive, jako vyzkum patofyziologie a
moznosti terapeutického ovlivnéni misniho poranéni. Strucny ptehled v soucasnosti
zkoumanych experimentalnich terapeutickych postupli (Schwab et al., 2006) je v tabulce 1.1.

Presto, ze incidence SCI neni vysoka, jsou tato poranéni velmi zévaznd, zejména
proto, ze zanechavaji celozivotni néasledky v podob¢ trvalé nebo ¢asteéné invalidity. Ackoliv
naklady, vynalozené kaZzdoro¢né na vyzkum moznosti terapie SCI jsou vysoké, zadny
z dosavadnich smérti vyzkumu nepfinesl dosud jednozna¢né vysledky. Jednim ze slibnych
experimentalnich postupli je pfemosténi misniho defektu uméle vytvofenym implantatem,

ktery poskytne vhodné podminky pro regeneraci.
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Obrazek 1.2. Topografie vyznamnych misnich drah u cloveka: 1. fasciculus. gracilis,

2. fasciculus. cuneatus, 3. tractus. spinocerebellaris dorsalis, 4. tractus corticospinalis
lateralis, 5. tractus spinothalamicus lateralis, 6. tractus spinocerebellaris ventralis, 7. tractus
rubrospinalis, 8. tractus spinotectalis, 9. tractus corticospinalis anterior, 10. tractus
olivospinalis, 11. tractus spinoolivaris, 12. tractus tectospinalis, 13. tractus reticulospinalis,

14. tractus vestibulospinalis, 15. tractus spinothalamicus anterior.

1.1.3 Anatomie michy

Micha se nachazi v pateinim kanéalu poc¢inaje od baze lebni az po dolni okraj prvniho
bederniho obratle. U ¢loveka je sloZzena z 31 segmentll; z kazdého segmentu vychazi v predni
¢asti predni kofen miSni, obsahujici pfevazné motoricka vldkna, a v zadni ¢asti zadni kotfen
misni, jehoZ obsahem jsou pievazné vldkna senzorickd. Vnitini usporadani segmenti je velmi
podobné a obsahuje centralné umisténou Sedou hmotu a periferné lokalizovanou bilou hmotu.

Sedou hmotu tvoii téla neurond, nachazejicich se v mise. Bila hmota obsahuje ptiblizng 2x10’



nervovych vlaken (Blinkov a Gletze, 1968), kterd tvoii sestupné (motorické) a vzestupné
(senzorické) drahy (obr. 1.2).

Z hlediska symptomatologie poranéni michy je nutné zminit podrobnéji nékolik
vyznamnych miSnich drah. Kortikospindlni drédha (tractus corticospinalis) je sestupnd draha,
kterd vede informace z motorické oblasti mozkové kiiry k motoneuronim v ptednich rozich
michy. Cést vlaken se pied vstupem do michy kiiZi (tractus corticospinalis lateralis), Gast se
kiizi az na arovni jednotlivych segmentli, ve kterych vlakna kon€i (¢ractus corticospinalic
anterior).

V dorsalni ¢asti bilé hmoty se nachéazi vzestupné senzorické drahy zadnich provazct
(fasciculi gracilis et cuneatus; lemniskalni systém), které vedou informace o doteku, vibracich
a propriocepci do senzorické oblasti mozkové kiiry. Bolest a vnimani tepla a chladu jsou
vedeny boc¢ni spinothalamickou drahou (tractus spinothalamicus lateralis; soucast
anterolaterdlniho systému). Tato draha se kiizi zhruba v oblasti jednoho az dvou
predchazejicich segmentl. Informace o jemném doteku je vedena i predni spinothalamickou
drahou (tractus spinothalamicus anterior).

Ptedni sloupce misni: obsahuji motoneurony o tvoii 5 jader (v medidlnich jadrech
neurony pro svaly trupu, laterdlni neurony pro koncetiny), y — motoneurony — inervuji
intarfusalni vldkna svalovych vfetének. Postranni sloupce miSni obsahuji motoneurony
visceralni, tvoti nucleus intermediolateralis — v rozsahu C7-L2 buiiky tohoto jadra jsou
zdrojem vzruchli sympatiku, v rozsahu S2-S4 - parasympaticus, nucleus intermediomedialis.
Misni jadra parasympatiku jsou obdobné umisténd v sakralni oblasti. Ohraniceni jader v Sedé
hmot¢ neni piesné, a proto se Sedd hmota misni déli na Rexedovy zony I - X. Tyto zony jsou

definovany tvarem, velikosti, hustotou bunék; jsou ¢islovany v dorsoventralnim potadi.

1.2 Misni poranéni

Uzaviend mis$ni poranéni vznikaji pfi luxaci ¢i fraktufe patefe nebo diskopatiich,
mohou vSak vzniknout i bez postizeni kosti pii nahlych nadmérnych flexich patefe. Oteviena
misni poranéni mohou byt zptisobena stielnymi nebo bodnymi ranami. Jen ziidka dochazi ke
kompletnimu preruseni michy; u vétSiny poranéni je zachovana alespon ¢ast drah bilé hmoty;
v fad¢ ptipadl jsou obaly neposkozené. U vertebrospinalnich poranéni je souc¢asné poranéna i
patet, mohou se vyskytnout i pfenesend poranéni michy bez naruSeni patete.

Soucasny, vSeobecné pfijimany postup terapie misniho poranéni (Hurlbert, 2006)
zahrnuje vysoké davky methylprednisolonu, ¢asnou redukci, dekompresi a stabilizaci (Blight

a Tuszynski, 2006; Bracken et al., 1990; Fehlings a Perrin, 2005; Fehlings a Tator, 1999).



Tyto intervence jsou zacilené zejména na prevenci dalSiho neurologického postizeni a
nenabizeji ptilis mnoho nadéje na podstatné zlepSeni neurologického deficitu, ktery se rozviji
po misnim poranéni (Fehlings a Baptiste, 2005; Sipski a Pearse, 2006). Vyznamnou soucasti

1é¢by je 1 rehabilitace pacientt, ktera by méla byt zahdjena co nejdrive.

Obrazek 1.3. Rozsah funkcniho postizeni v zavislosti na vysce poskozeni patere: a. dychani
(C1-C4), pohyby hlavy a krku b. srdecni rytmus (C4-C8), hybnost v ramenou c. hybnost v
zapesti a v lokti (C5) d. hybnost hlavy a prstu (C7-Thl) e. tonus sympatiku (Th1-Thl2),
stabilita trupu (Th2-Thi2) f. ejakulace (Th11-L2), pohyb kycli (L2) g. extenze v koleni (L3) h.
pohyby nohy (L4-S1), flexe v koleni (L5) erekce (S2-S4), kontrola strev a mocového méchyre
(S2-S3) dle (Verma a Fawcett, 2005).

1.2.1 Klinicky obraz poranéni michy
Pii popisu klinického obrazu poranéni michy musime brat zietel jak na vysku
poranéni, tak na jeho rozsah. Podle rozsahu poskozeni rozliSujeme kompletni a Caste¢né

poranéni michy; symptomatologie poranéni michy zavisi zejména na vysce 1éze, v mensi mite



na jeji lokalizaci. Postizeni pfednich provazcti michy dominuje ztrata motorickych funkci a
Citi pro bolest. Postizeni drah zadnich provazct vede k poruse citlivosti na vibrace a ztratu
kontroly proprioreceptorti. Vnimani jemného doteku, které je vedeno 1 predni
spinotalamickou drahou, zlistava zachovéno.

Pii Brown-Séquardové syndromu je poskozena celd jedna polovina michy, coz
zpusobi ztratu motorické funkce a proprioceptivniho €iti na postizené strané a ztratu Citi pro
bolest a tepelné podnéty na strané opacné. Je-li poSkozena Seda hmota misni v oblasti, kde se
nachazeji jadra autonomniho systému, projevuji se =ztrata autonomni regulace jako
bradykardie, hypotenze, periferni vazodilatace a hypotermie.

Prvnim nésledkem poranéni michy je akutni stav, oznaCovany jako miSni Sok
(Atkinson a Atkinson, 1996). Jedna se o stav hypotonické paralyzy koncetin, areflexie a
kompletni ztraty citlivosti pod urovni 1éze. Doba trvani miSniho Soku je proménliva a zavisi
na rozsahu a typu poranéni i na jeho vysi; obvykle se pohybuje v rozmezi nékolika hodin,
n¢které symptomy vSak mohou trvat az 12 tydni (Nankovic et al., 1995). Pfi odeznivani
misniho Soku se obnovuji nejprve vegetativni a poté 1 somatické reflexy.

Rozsah postizeni jednotlivych svalovych skupin zavisi na postizeném miSnim
segmentu (Obr. 1.3). NejcastéjSim mistem postizeni je oblast C6-C7; pacienti s timto
postizenim ztraci schopnost pouzivat ruce, ackoliv hybnost v ramenou ziistava zachovana.
Kompletni postizeni nad urovni C4-C5 nazyvame kvadruplegie, pii postizeni nizS$im,

napiiklad v oblasti hrudni patefe, mluvime o paraplegii.

1.2.2 Patofyziologie poranéni michy

Micha je pfed poskozenim chranéna svym ulozenim v patefnim kandlu; obratle jsou
stabilizovany vazivovym aparatem. Pfi urazu patete — flexi, extenzi nebo rotaci — dojde v fade
piipadii 1 k poskozeni michy. Pfi traumatické misni 1ézi se energie zplisobujici uraz prendsi na
michu soucasné dvéma zpiisoby:

e Pfimo: micha je prudce napnutd nebo rotovana. Jen ziidka dochazi k jejimu

uplnému preruseni.

e Nepiimo: stlacéenim michy kostnim tlomkem nebo fragmentem intervertebralniho

disku; mohou byt naruseny obaly 1 miSni tkan.

Vysledné traumatické poskozeni michy je disledkem procesi, které je mozné rozdélit
do dvou po sob¢ nasledujicich patofyziologickych mechanismii: primarni a sekundarni

poskozeni michy (Taoka a Okajima, 1998).



Bezprostfedné po traumatu micha prodélava sekvenci patologickych zmén, které se
koncentricky $ifi od mista poranéni (Obr. 1.4). Béhem prvnich minut se v poranéné tkani
objevi krvaceni (nejprve vSedé, potom 1 vbilé hmote), poruchy mikrocirkulace a
vazospazmy. Objevuje se edém miSni tkan¢ a v okamziku, kdy tlak v uzavieném prostoru
patefniho kanalu ptfekona zilni tlak, je piivodni poranéni déale zhorSeno dal$im omezenim
cévniho zasobovani a rozvojem nekrdz v oblastech snizeného cévniho zasobeni. Krevni tlak
po experimentalné indukovaném mi$nim poranéni u potkant klesa (Westergren et al., 2001) a
takto vyvolana systémova hypotenze miize pfispet k dalSimu zhorSeni krevniho zdsobeni

michy.

1 mm

Obrazek 1.4. Casovy vyvoj patologickych zmén v misni tkani u potkana se stiedné tézkou
misni lézi, ilustrujici rozsah léze po 5 minutach, 4 a 8 hodinach, jednom dnu a tech dnech.
WM = bila hmota, GM = Seda hmota, hvezdickou je oznaceno misto impaktu

(Becker et al., 2003).

Na primarni poranéni navazuje sekundarni poskozeni, které¢ je vysledkem kaskady
navazujicich déji na bunécné a molekularni Grovni. Celkovy rozsah poSkozeni michy a
vysledny klinicky obraz zavisi pravé na rozsahu sekundérniho poSkozeni misni tkéné, tedy na
vysledku série bunéénych a molekuldrnich dé&ji iniciovanych primdrnim mechanickym
traumatem. Mezi sekundarni procesy mizeme zahrnout krvaceni, edém, poruchy iontové
homeostazy, zejména uvolnéni ionti K, neurotoxické ucinky uvolnéného glutamatu,
axonalni a neurondlni nekrézu a demyelinizaci, nasledovanou poruchami krevniho zésobeni,
tvorbou cyst (Blight, 1983; Bresnahan et al., 1976; Kakulas, 1984; Wallace et al., 1987) a

navazujici neurologické poruchy.



Na histopatologické urovni pozorujeme po akutnim poskozeni michy zejména
hemoragie, edém, axondlni a neuronalni nekrézu a demyelinizaci s naslednym vytvafenim
cyst a infarktti (Blight, 1983; Bresnahan et al., 1976; Kakulas, 1984). Na rozvoj téchto zmén
u pst nejprve upozornil Allen (Allen, 1911). Patnact minut po stlaeni michy se objevuje
drobné krvaceni v Sedé hmoté¢ a edém v bilé hmoté. Venuly s muskularni slozkou se v Sedé
hmot¢ rozsituji v disledku jejich naplnéni erytrocyty (Dohrmann et al., 1971); po 15 az 30
minutdch je mozné pozorovat unik erytrocyti do perivaskuldrniho prostiedi postkapilarnich a
muskularnich venul. Soucasné se objevuji prvni axonové zmény: rozpad myelinovych pochev
a degenerace axonu (Bunge et al., 1994).

Béhem nasledujicich dvou hodin se krvaceni v bilé hmoté zvétSuje a po Ctyfech
hodindch miizeme pozorovat velké mnozstvi cylindricky rozsifenych edemat6znich axont.
Popisované zmény, oznacované nékdy jako ,,miSni posttraumaticky infarkt®, vyusti po Sesti
dnech do nekrézy misni tkané (Ducker, 1987).

Ctyti hodiny po poskozeni michy se v experimentdlnim modelu objevuji prvni
apoptotické zmény; apoptdéza nervovych bun€k vrcholi 8 hodin po inzultu a apoptodza
gliovych bun¢k vrcholi 24 hodin po inzultu (Li et al., 1996). Po této prvni viné nésleduje
druha vlna apoptdzy v bilé hmoté¢ v okoli degenerovanych axonii (Crowe et al., 1997). Po
dobu nasledujicich sedmi dni probihd redukce populace neuronti a gliovych bunék
(prosttednictvim nekrozy 1 apoptdzy) a dochdzi k tvorbé kavit a progresi pocatecni 1éze.

Anglicti autofi (Emery et al., 1998) potvrdili apoptoticky proces i u ¢lovéka.
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Primam » Krvaceni /
poraneni i ®| Uvolneni Fez*
h A
Mitochondridlni »| Porucha energetického v
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"l P d: Posk i
Uvalnéni |l Aktivace NMDA a f Ii:i;DUKI ace > muygﬁ:zuenl
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Obrazek 1.5. Prehled sekunddrnich procesii po poSkozeni michy probihajicich na molekularni

urovni. Zpracovano volné dle (Hall a Springer, 2004).



Soucasné poznatky o komplexnich dé¢jich na molekularni Grovni, které doprovazeji
mis$ni poranéni, jsou shrnuty na obrazku 1.5. K témto déjim dochdzi v casovém intervalu
minut, hodin aZ dni po traumatu michy.

Bezprostiedné po poranéni nasleduje mechanicky indukované depolarizace a otevieni
napétové zavislych iontovych kanali. Nésleduje masivni uvolnéni neurotransmiterti véetné
glutamatu, ktery mulze oteviit glutamatové iontové kanaly (typt NMDA a AMPA).
Pravdépodobné nejvyznamnéjsi nasledek téchto rychle se vyvijejicich iontovych poruch je
nadmérnd akumulace intracelularniho véapniku, kterd vede k nékolika navazujicim
patologickym dé&jim:

e Projevuje se mitochondridlni dysfunkce, vedouci kdalsi poruse aerobniho
mechanismu bunék a k akumulaci laktatu.

e Dochazi k aktivaci mitochondrialni a cytoplasmatické syntazy oxidu dusnatého (NOS)
a produkci oxidu dusnatého.

e Aktivuje se fosfolipaza A2, ktera uvolni z membrany kyselinu arachidonovou; ta je
cyklooxygenazami (COX1 a 2) pfeménéna na fadu Skodlivych prostanoidi (napft. siln¢
vazokonstrikéné pisobici prostaglandin F,, a vazokonstrikci a agregaci desti¢ek
zpusobujici tromboxan A;), kyselina arachidonova je dale lipooxygendzami
pfeménéna na leukotrieny, jejichz ¢ast pilisobi pozitivni  chemotaxi
polymorfonuklearnich leukocyti (PMN) a aktivovanych makrofagii.

e Objevuje se aktivace cysteinové proteazy Calpainu, kterd rozklada fadu substratd,

véetné cytoskeletalnich proteint.

Jednim z disledki poruchy funkce mitochondrii, aktivity cyklooxygenaz a
lipooxygendzy a aktivace NOS je tvorba reaktivnich kyslikovych radikalt, vcetné
peroxynitritového anionu (ONOO"), ktery je produktem reakce superoxidového radikalu a
oxidu dusnatého. Ackoliv peroxynitrit mize zpusobit poSkozeni buiiky fadou mechanismi,
jako kli¢ovy z nich byla demonstrovana peroxidace membranovych fosfolipida (Liu et al.,
2005). Tato reakce je katalyzovana Zelezem, kterého je v misté poskozeni tkdn¢ nadbytek (Liu
et al., 2004).

Trauma dale indukuje uvolnéni endogennich opioidii (zejména dynorfinu A), které
dale zhorsuji proces poskozeni misni tkan¢ stimulaci NMDA receptorii a aktivaci opioidnich
receptord, které ptispivaji k cévni dysfunkei a dal§im cévnim a iontovym poruchdm v misté

léze.
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1.2.3 Experimentalni modely misniho poranéni

V soucasnosti existuje fada metod vyuzivanych ke studiu patofyziologickych
mechanismi traumatického poSkozeni michy u experimentalnich zvifat. Mezi pozadavky na
dobry experimentdlni model patii zejména jednoduchost provedeni, reprodukovatelnost,
kvantifikovatelnost a maximalni anatomicka a patofyziologickd podobnost s klinickou situaci.
Ne vzdy je mozné vSechny tyto pozadavky splnit; nékteti hovoii dokonce o tom, ze diky
souCasnému pusobeni kompresivnich, angulacnich a distrakénich sil, pfi ptihlédnuti
k anatomické variabilit¢ (dokonce i mezi jedinci téhoz inbredniho kmene) je vytvofeni
idealniho modelu, ktery by vérné kopiroval klinickou situaci, prakticky nemozné (Hitchon et
al., 1988). Experimentidlni modely SCI mutzeme zhruba rozdé€lit na ,ostré®, které
predpokladaji ¢astecné nebo uplné pretéti michy, ,,neostré”, které vyuzivaji kompresi misni
tkan¢ a modely chemického poskozeni misni tkan€.

Nejcastéji jsou vyuzivany modely ,,neostré®, které piesnéji odrazi klinickou piic¢inu
nejCastéjSich typt misnich 1€zi, zejména pak klasicky weight-drop model (Allen, 1911)
ptipadné v modifikaci jako NYU impaktor (Gruner, 1992), komprese aneurysmalni svorkou
(Rivlin a Tator, 1978), elektromagneticky model (Behrmann et al., 1992; Hiruma et al., 1999;
Stokes a Jakeman, 2002), nebo balénkova kompresni 1éze (Vanicky et al., 2001).

Ostré modely poranéni zahrnuji hemisekci a transekci michy (Hultborn a Malmsten,
1983; Zingale, 1989); tyto modely jsou vhodné zejména pro sledovani axonalni regenerace.
Problémem téchto modela je jejich horsi reprodukovatelnost, u transekce je problémem i
retrakce pahylti michy, u dlouhodobych modelti zpisobena také zpomalenim ristu prerusené
michy do délky.

Modely chemické misni 1éze zahrnuji intraspinalni injekce excitotoxické quisqualové
kyseliny (Yezierski et al., 1998) a zejména fotochemickou misni 1ézi (Verdu et al., 2003),

kterd umoziuje vytvorit miSni poranéni bez nutnosti operac¢niho vstupu do patetniho kanalu.

1.2.4 Posttraumaticka syringomyelie

U zhruba 25% pacientl s miSnim poranénim se vyvine centralné umisténa cysta, ktera
progresivné expanduje a roztlacuje okolni tkan¢ (Bunge et al., 1993). Cysta se mtiZze vyvinout
jak v souvislosti s misSnim kanalem, tak i v mis$ni tkani. Tento stav se nazyva posttraumaticka
(Jaksche et al., 2005).

Patofyziologie mechanismii, které zplsobuji posttraumatickou syringomyelii, neni

dosud plné popsana; vi se, Ze na jejim rozvoji se podileji jak tlakové zmény piendsené
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mozkomi$nim mokem (Greitz, 2006) tak i urcité predispozi¢ni faktory, zejména stav miSnich
obali (Vannemreddy et al., 2002). Syringomyelii je mozné vyvolat soubéznou injekci
excitotoxické quisqualové kyseliny do michy; rozsah cyst je zvySen pomoci blokady prostupu
tekutinou subarachnoidalnim prostorem kaolinem (Yang et al., 2001).

Soucasné terapeutické postupy zahrnuji dekompresivni laminektomii, implantaci
syringosubarachnoidalni a syringopleuralni spojky, miSni transekci, transpozici omenta,
rekonstrukci subarachnoiddlniho prostoru a umélé chirurgické vytvofeni meningokély
(Sgouros a Williams, 1996). Intraspindlni implantaty pfipravené z fetalni nervové tkané
zbrzdily rozvoj posttraumatické syringomyelie u vice nez poloviny pacienti (Reier, 2004;

Thompson et al., 2001).

1.3 Tkanové inzenyrstvi

Lékatstvi antiky a stfedovéku, vcéetné 1écby pacientii s miSnim poranénim, bylo
zalozeno pfevazné na paliativnim piistupu k bolesti a utrpeni. Teprve v osvicenstvi se
setkavame se systematickym ,,védeckym® pfistupem, ktery v mediciné pomohl rozvoji
chirurgie a farmakoterapie. Az do druhé poloviny 20. stoleti byla rozSifena vira, Ze jedinym
zpusobem jak nahradit poskozenou nebo chybéjici tkan je transplantace. Tkanové inzenyrstvi
dnes slibuje pokrocilejsi piistup, vramci kterého mohou byt organy nebo jejich casti

opraveny, nahrazeny nebo cilené regenerovany.

\ﬁ\

Ristové a
diferenciacni
faktory

Obrazek 1.6. Klasicka ,,tridda tkanového inZenyrstvi “, zahrnujici biomaterialy, bunky a

/I’ kanové
inZenyrstvi

—

ristové a diferenciacni (obecné signalizacni) faktory, zpracovano podle (Lanza et al., 2000).

Termin ,.tkanové inzenyrstvi® (tissue engineering) byl poprvé uveden na konferenci

US National Science Foundation (NSF) vroce 1987 jako ,,aplikace technologickych a
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biomedicinskych principii a metod s cilem dosahnout hlubSiho porozuméni zavislosti
funkce a struktury ve zdravé a patologické tkani, spojena s vyvojem biologickych
nahrad, které obnovuji, udrzuji nebo nahrazuji funkci tkané“. Existuji i jiné definice.
V publikaci (Langer a Vacanti, 1993) definovali autofi Langer a Vacanti tkanové inzenyrstvi
jako ,,interdisciplindrni obor, ktery vyuziva technologickych a biomedicinskych znalosti pro
vyvoj biologickych nahrad, které obnovuji, udrzuji nebo nahrazuji funkci tkané*; dalsi autofi
(Galletti et al., 1995) rozsifili definici na ,,zdkladni a aplikovany vyzkum biologickych ndhrad
urcenych k implantaci do organismu nebo ovlivnéni tkanové remodelace za Gcelem nahrady,
korekce, regenerace, rekonstrukce nebo zvyseni funkce.” S definicemi tkanového inzenyrstvi
se prekryvaji 1 popisy dalSich v soucasnosti popularnich odbornych terminti — regenerativni
mediciny (Stocum, 2004), bioinZenyrstvi (Cooper, 2004) nebo reparativni biologie (Lanza et

al., 2000). Zakladni princip tkaiilového inZenyrstvi je na obrazku 1.6.

1.3.1 Autologni a alogenni tkarnové nahrady

Vytvofeni tkanové nahrady - naptiklad mis$ni tkan€ - v prostiedi in vitro, vyzaduje
nejprve najit zdroj bunck, které budou tvofit jeji funkéni zaklad. Nejbéznéjsi je vyuziti
autolognich bunék (bunék ziskanych od piijemce tkanové nahrady); jejich pouziti navic
odstraiiuje nutnost dlouhodobé imunosuprese. Rada postupti, prehledné dokumentovanych
napiiklad v (Atala a Lanza, 2002) vyuziva izolaci a pomnozeni riznych tkanovée specifickych
bun¢k, ziskanych z biopsii. Nevyhodou vyuziti autolognich bunék jsou jednak obtize pfti
jejich ziskavani, neziidka vyzadujici operacni zakrok, jednak nutnost jejich pomnozeni in
vitro, které je dlouhodobou zélezitosti (v fadu mésicti) a v fad¢ pripadl vylu€uje jejich pouziti
pro feSeni akutnich klinickych situaci. Implantace tkanovych ndhrad z alogennich bunék
(bun¢k darce) se zvazuje naptiklad u genetickych onemocnéni (Hasegawa et al., 2004).
Podobné jako u alogenni transplantace organti mize byt nutnda imunosuprese; vhodnymi
zasahy lze vSak imunogenicitu bunék vyhodné sniZit (Sotiropoulou et al., 2006), nebo
v buntkdch genetickymi mechanismy indukovat syntézu Zadoucich proteinli, napiiklad
rastovych faktort (Setoguchi et al., 2004). Xenogenni buiiky (buiiky darce pochdzejiciho
z odliSného biologického druhu) se wuplatiuji naptiklad v bioartificidlnich pfistrojich
(bioreaktorech) pro podporu funkce jater, kde je typicky vyuzita suspenze porcinnich

hepatocyti (Ambrosino et al., 2002); mnohem castéjsi je xenogenni darcovstvi acelularni

tkan¢, naptiklad srdecnich chlopni (Grauss et al., 2005).
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1.3.2 Kmenové bunky

Nejsou-li pozadované bunky dostupné nebo chceme-li mit lepsi kontrolu nad jejich
ristem a vyvojem, mizeme vyuzit buiky kmenové, které se mohou diferencovat do vice
druhti tkanovych bunck. Z hlediska rekonstrukce miSni tkané ptipadaji do uvahy zejména
neurony a gliové buiiky, které jsou nutné pro vytvoteni funk¢énich nervovych obvodi, a které
je mozné ziskat diferenciaci kmenovych bun€k in vitro (Long et al., 2005). Kmenové bunky
jsou usporadany v hierarchii (obr. 1.7) na jejimz vrcholu stoji oplozené vajicko (zygota), ze
které¢ho vznika cely jedinec. Pod zygotou jsou v hierarchii bunky blastocysty (embryondlni
kmenové bunky), ze kterych miiZze vzniknout libovolna tkan v lidském téle. Oproti tomu
z tkdnovée specifickych kmenovych buné€k miize vzniknout jen takova buiika, ktera se v dané
tkani vyskytuje.

Ziskani embryondlnich a fetalnich kmenovych bunck je spojeno s fadou komplikaci
nejen technickych, ale i etickych (Boer, 1994). Ptes Gspéch pocatecnich experimentl s terapii
miSni 1léze embryondlnimi bunkami (Akesson et al., 2001, 1998) je transplantace
embryonalnich buné€k stale spojena s vysokym rizikem neoplazii, zejména teratomii (Hentze
et al., 2009).

Zygota Totipotentni

Embryonalni kmenova buiika | Pluripotentni

Multipotentni

Oligopotentni

Tkanové kmenové bl.-lﬁky

SR T

Tkanové buiky 4

Obrazek 1.7. Hierarchie kmenovych bunék.

Tkanovée specifické kmenové burky byly jiz nalezeny ve vétSing tkani, véetné nervové
(Tarnowski a Sieron, 2006) a vzhledem k tomu, ze jejich ziskani i zpracovani neni spojeno
s etickymi komplikacemi, jsou dnes ¢asto pouzivany v experimentalni terapii neurologickych
onemocnéni. Prikladem tkanové specifickych kmenovych bunék mohou byt mezenchymové

kmenové buiiky (Pittenger et al., 1999), nervové kmenové buiiky (Podgornyi et al., 2005),
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dnes se do této kategorie fadi i kmenové buniky izolované z ¢ichového epitelu (Marshall et al.,
2006).

Genetickym reprogramovanim bunék dospélého organismu, vyuZivajicim kli¢ové
geny, jejichz aktivace podmiiiuje pluripotenci (Oct-3/4, SOX2, c-Myc, a Klf4) se podafilo
tymu Prof. Yamanaky v roce 2006 vytvoftit pluripotentni buiniky z bun¢k dospélého organismu
(Takahashi a Yamanaka, 2006). Tyto buiiky se nazyvaji indukované pluripotentni kmenové
bunky (iPSC) a jsou dnes slibnou nédhradou fetalnich a embryondlnich kmenovych bunék. Po
pocatecnim uspéchu na laboratornich mysich byla v roce 2007 pluripotence indukovana i
u lidskych fibroblastti (Takahashi et al., 2007).

V prostiedi in vitro roste vétSina bunécnych kultur v jednoduché vrstvé nebo
v suspenzi. Jen velice malo bunécnych kultur je schopno se samo organizovat ve
trojrozmérném prostoru, a pokud k tomu dojde, jako tieba pti vzniku neurosfér (Podgornyi et
al., 2005), jednd se o rust, ktery je pifi absenci regula¢nich mechanismli velmi Spatné
organizovan. Chceme-li bunky in vitro zaclenit do trojrozmérné struktury, musime vyuzit

vhodné¢ uspotradané biomateridly, které dovoli prostorovy rast bunek.

1.3.3 Biomaterialy

Biomateridly mohou byt definovany napiiklad jako ,,pfirodni i syntetické materialy
v kontaktu s tkdni, krvi nebo télnimi tekutinami, majici funkci protetickou, diagnostickou,
terapeutickou nebo zdsobni, aniz by negativné¢ ovliviiovaly zivy organismus nebo jeho
soucasti (Bruck, 1980). V medicin¢ jsou biomateridly rutinné pouzivany v tfadé¢ obort,
zejména v chirurgii. Materidly, které jsou v soucasnosti vyuzivany nej€astéji, zahrnuji jednak
syntetické biomateridly — kovy (kloubni endoprotézy, kostni Srouby), keramické
biomaterialy (dentdlni protetika, kloubni néhrady), kompozity (kloubni néhrady, protézy
srdecnich chlopni), polymery (chirurgické stehy, naplasti, cévni protézy, kontaktni a
nitroocni Cocky, infuzni sety, nosi¢e 1éCiv aj.) a biomaterialy na bazi biogennich
makromolekul, oznacované také jako ,,pfirodni biomateridly* (fibrinové lepidlo, kolagenova
péna).

Semisyntetické biomateridly vznikaji ipravami ptirodnich biomaterialti — vytvofenim
smési ve vhodném poméru [Matrigel® (Novikova et al., 2006)], kopolymerizaci ptfirodnich a
syntetickych podjednotek, naptiklad chitosanu a polykapronolaktonu (Mei et al., 2005) nebo
modifikacemi postrannich fetézcli biogennich makromolekul: napiiklad piiprava estert

kyseliny hyaluronové pro tkanové inzenyrstvi chrupavek (Grigolo et al., 2002).

15



Ve tkanovém inzenyrstvi jsou nejcastéji vyuzivany biomaterialy na bazi syntetickych
nebo semisyntetickych polymerti, jejichz mechanické a chemické vlastnosti je mozné
regulovat v Sirokém rozmezi a jejichz ptiprava je jednodussi, nez piiprava keramickych,
kovovych nebo kompozitnich biomaterialli. Polymery vznikaji spojenim malych molekul
(monomert) do dlouhych fetézci za pouziti vhodné latky (inicidtoru), jejimz ¢inkem lze rust
polymerniho fetézce ,,nastartovat™. Polymerni fetézce navic mohou byt navzijem propojeny
prostiednictvim fyzikalnich nebo kovalentnich vazeb za vzniku fyzikalni nebo chemické sité.
Piikladem je situjici polymerizace nebo kopolymerizace monomeru (monomeri) za
pritomnosti situjicich cinidel, tedy latek, které obsahuji nejméné dvé polymerizovatelné
funk¢ni skupiny. Pozadované fyzikalni (pevnost, pruznost, hydrofilicita, teplota tani, teplota
skelného ptfechodu) a chemické (pfitomnost funkénich skupin a stim spojenéd reaktivita,
schopnost a rychlost biodegradace) vlastnosti polymert jsou nastavitelné s dostatecnou
presnosti a zarovein v relativné Sirokych mezich. Toho lze docilit napiiklad vhodnou volbou
monomeru (monomeru), sitovadla, jejich vzajemnym pomérem, podminkami polymerizace,
jejim  typem (radikalova, aniontova, kationtova, polykondenzace, ,ring opening*

polymerizace).

SEM MAG: 10.00 kx  DET: BE Detector
HV: 30.0 kV DATE: 11/21/05 10 pym Vega ©Tescan
TU Liberec

Obr. 1.8. Nanovldkna z EOEMA — priklad dosahovani makroporézni struktury pomoci

zvldknéni polymeru.

Jiny zplsob pozadované Upravy vlastnosti polymerti je moznost jejich nasledné

modifikace, nejCastéji povrchové, pomoci vhodnych chemickych reakci nebo fyzikalnich
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postuptl. Podstatnou vlastnosti polymernich biomaterialti uréenych pro vrastani bun¢k z tkané
je jejich porozita, pficemz velikost pérti se musi pohybovat v fadech jednotek az stovek
mikrometri, podle typu vristajicich bun€k (makroporozita). Pfitom je nutnou podminkou, aby
pory byly navzajem propojené (komunikujici). Postupy, jak dosdhnout porozity lze zahrnout
do péti zakladnich kategorii (Pradny et al., 2009) Jedna se o zvlaknéni polymeru za vzniku
nanovldken nebo mikrovldken (Obr. 1.8), srazeci situjici polymerizaci (obr. 1.9), sit'ujici
polymerizaci za piitomnosti pevnych, rozpustnych ¢astic, které se po polymerizaci
z trojrozmérné polymerni struktury vymyji (obr. 1.10), situjici polymerizaci za ptitomnosti
latek uvolnujicich v jejim priabéhu plyny a lyofilizaci rovnovazné zbotnalého hydrogelu.
S vyjimkou nanovlaken vSechny makroporézni hydrogely obsahuji jistou frakei

nekomunikujicich pért.

- .'.-."L

Obr. 1.9. Makroporézni hydrogel na bazi HPMA. Priklad makroporézniho hydrogelu

vytvoreného srazeci situjici polymeraci.

Obr. 1.10. Hydrogel, ve kterém bylo makroporézni struktury dosazeno polymeraci
v pritomnosti pevného porogenu (krystalkit soli). Méritko = 200 um.
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Na polymery, které mohou pfijit do kontaktu s vnitinim prostiedim organismu, jsou
kladeny vysoké naroky, které jsou v soucasnosti shrnuty do mezinarodni normy ISO 10993:
polymery pouzivané pro Iékatské ucely musi byt zejména netoxické, nekarcinogenni,
apyrogenni a nealergizujici. Tyto vlastnosti shrnujeme pod pojem biokompatibilita (Tabulka
1.2); dalsi pozadované vlastnosti je napiiklad moznost snadné a u¢inné sterilizace (naptiklad

v parnim autoklavu, v biomateridlech nesmi zlstdvat nezadouci rezidua po sterilizaci

etylénoxidem apod.).

Oddil normy

Obsah

ISO 10993-1:2003

Obecné pozadavky na evaluaci a testovani

ISO 10993-2:2006

Pozadavky na péci o experimentalni zvirata

ISO 10993-3:2003

Testy na genotoxicitu, karcinogenicitu a reprodukéni
toxicitu

ISO 10993-4:2002/Amd 1:2006

Vybér vhodnych testll interakce biomateridlu s krvi

ISO 10993-5:1999

Testy in vitro cytotoxicity

ISO 10993-6:2007

Lokalni efekt po implantaci

ISO 10993-7:1995

Rezidua po sterilizaci ethylénoxidem

ISO 10993-9:1999

Zékladni rdmec pro identifikaci a kvantifikaci produkti
biodegradace

ISO 10993-10:2002/Amd 1:2006

Testy iritace a pozdniho typu hypersenzitivity

ISO 10993-11:2006

Testy systémové toxicity

ISO 10993-12:2002

Ptiprava vzorkll a referen¢nich materiala

ISO 10993-13:1998

Identifikace a kvantifikace degradac¢nich produkti
polymerti

ISO 10993-14:2001

Identifikace a kvantifikace degradacnich produkti
keramiky

ISO 10993-15:2000

Identifikace a kvantifikace degradacnich produkt kovii
a slitin

ISO 10993-16:1997

Zasady toxikokinetickych studii pro hodnoceni produktii
degradace a vymyvanych latek

ISO 10993-17:2002

Stanoveni povolenych limith pro vymyvané latky

ISO 10993-18:2005

Chemické charakteristiky materiali

ISO/TS 10993-19:2006

Fyzikadln¢ chemické, morfologické a topografické
charakteristiky biomaterialt

ISO/TS 10993-20:2006

Principy a metody imunotoxikologického testovani

Tabulka 1.2. Zdkladni soucasti normy ISO 10993 pro hodnoceni implantovatelnych

biomaterialu (pri predpokladu implantace na dobu delsi nez 30 dni).

Jednou z moznych vlastnosti biomateridlti je biodegradace: schopnost rozlozit se
v organizmu, at’ uz nespecifickymi mechanismy (nejcastéji hydrolyticky), nebo plisobenim

enzymi, ¢i jinych komponent extracelularni tekutiny. Biodegradovatelné (n¢kdy téz nazyvané
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,vstiebatelné®, ,,resorbovatelné apod.) materialy se postupné dostavaji do popredi zdjmu a jiz
dnes jsou vtad¢ Iékarskych obort s vyhodou vyuzivany (nosice 1éCiv, chirurgické Sici
materily).

Prvni vyhodou biodegradovatelnych materidlti je jejich postupny rozklad a absorpce
spojena s transportem rozpadovych produktl z mista implantace, na kterém diky tomu
nedochazi ke vzniku permanentniho chronického zanétu. Druhou vyhodou je moznost jejich
vyuziti ve tkailovém inZenyrstvi: vhodn€ nacasovany rozpad vnitini struktury biomaterialu
usnadiiuje vriastajicim bunkdm postupnou regeneraci tkdné¢ v misté implantatu. Jednim
z prvnich uspésnych pouziti biodegradovatelnych materialti byly resorbovatelné chirurgické
Sici materidly na bazi linedrnich alifatickych polyesterii (polylaktid a polyglykolid; naptiklad
Vicryl®). Tyto biomateridly patii dnes mezi nejzndméjsi a jejich vlastnosti jsou nejlépe

prostudované (Andriano et al., 1999; Blacher et al., 2003; Wang et al., 2005).

1.4 Tkanové inZenyrstvi pri I6¢bé misniho poranéni

Selhani axonalni regenerace v CNS je zvelké ¢asti pfipisovano neprostupnému
prostiedi, které se vytvari v misté 1éze. Ackoliv fada gliovych bun¢k podporuje regeneraci
axond (Duncan et al., 1981; Ramon-Cueto et al., 1998) a v miSe se nachézi fada specifickych
molekul, které podporuji riist axont, ptipadné poskytuji voditka pro jejich smérovany riist
(Walsh a Doherty, 1997); souhrnny efekt vSech faktort, které se v misté 1éze nachazeji, brani
uspésné regeneraci.

Nachazi se zde jak mechanické prekazky pro regeneraci axonil (posttraumatické
pseudocysty, gliova jizva tvoiend aktivovanymi astrocyty), tak i fada molekul extracelularni
matrix, které inhibuji regeneraci axont. Piikladem inhibi¢nich molekul jsou CSPG (Jones et
al., 2003), inhibi¢ni proteiny derivované z myelinu — MAG (McKerracher et al., 1994), peptid
NI35 (GrandPre et al., 2000) a Nogo (Chen et al., 2000; Schwab, 2002) nebo semaforiny
(Pasterkamp a Verhaagen, 2001; Shifman a Selzer, 2007).

Uspé$na strategie pro regeneraci axontl pres misto SCI musi zahrnovat vyuziti
neuroprotektivnich faktorti, pozitivnich regeneracnich podnétii (implantace vhodnych bun¢k,
rustové faktory) i1 piekonani negativnich vlivii ovlivilujicich regeneraci (gliovd jizva,
pseudocysty, inhibi¢ni molekuly) (Schwab et al., 2006). Technologie tkdnového inZenyrstvi
(Samadikuchaksaraei, 2007; Tresco, 2000) nam poskytuje pfilezitost vyuzit naSe znalosti
o regenerativnich procesech pfi experimentalni terapii miSniho poranéni, kterd kombinuje
jednotlivé dil¢i prvky (napiiklad fizené uvoliiovani neuroaktivnich latek, podptirné bunécéné

typy a premosténi 1éze) s cilem vytvofit komplexni terapeutickou strategii.
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Ke kompletni transekci michy dochéazi pouze v jedné tietiné piipadl, ale i pokud je
micha v misté poranéni nepierusena, stale je relativné velky rozsah poskozeni tkan¢ a jizveni
piekazkou pro regeneraci dostatecného mnoZzstvi axond. Chceme-li dosahnout podstatného
zlepSeni neurologické funkce, resp. zajistit dostatek axonl regenerujicich pfes misto poranéni,
bude ve vétSin¢ piipadi nezbytné premostit poranénou tkan takovym materidlem, kterym
mohou axony prortstat. Tento material mize byt implantovan do cyst, vytvafenych pfii
posttraumatické syringomyelii (Wirth et al., 2001) nebo jim miZe byt chirurgicky nahrazena
zjizvend misni tkan, u které jiz neni mozné ocekavat, ze axony regeneruji (Woerly et al.,
2001). Material pouzity k premosténi musi byt modifikovatelny naptiklad tak, aby mohl byt
vyuzit k fizenému uvoliiovani 1é¢iv nebo k transportu vhodnych bunék do misni 1éze.
Pocitdme-li s moznym vyuzitim i u c¢loveéka, musi pouzité technologie dovolit ptipravu
implantati o velkém objemu (az ndkolik cm’) a spliovat normy kladené na zdravotnické
prostiedky v ramci EU.

Metody tkanového inzenyrstvi v neurochirurgii, urcené k premosténi misniho
poranéni, zahrnuji implantaci biologického materidlu, inertniho implantatu nebo kombinaci
obojiho (Geller a Fawcett, 2002). Nejvétsi usili bylo investovano do bunéénych implantath
pfemost’ujicich misto poranéni (David a Aguayo, 1981; Duncan et al., 1981; Hofstetter et al.,
2002; Cheng et al., 1996; Li et al., 1998). Poc¢ate¢ni uspéchy experimentti se Schwannovymi
bunikami demonstrovaly, ze poskozené axony CNS mohou rtist ve vhodném prostiedi (David
a Aguayo, 1981), pozdéji byly tyto experimenty rozsifeny o pouziti olfaktorickych gliovych
bun¢k (Garcia-Alias et al., 2004; Li et al., 1998; Marshall et al., 2006; Ramon-Cueto et al.,
1998), geneticky modifikovanych fibroblastii (Liu et al., 2000) nebo fetalni miSni tkané
(Akesson et al., 2001). Rada jinych vyzkumnikd se soustfedila na pouziti acelularnich
implantatli, vytvofenych z biokompatibilnich materialt (Plant et al., 2001; Woerly et al.,
2004), ptipadné na kombinaci biokompatibilniho nosice a vhodné bunééné populace (Bamber

et al., 1999; Rochkind et al., 2002; Rochkind et al., 2006; Teng et al., 2002; Xu et al., 1999).

1.5 Premosténi misniho poranéni biologickym materialem

Prvnimi historicky zaznamenanymi experimenty s piremosténim miSni léze byly
pokusy napodobujici podminky transplantace nebo autotransplantace. V Kanadé Shirres
(1905) implantoval mezi misni pahyly ¢loveéka psi michu a v USA Wolsey a spol. (1944)
implantovali formalinizovanou michu lidskou. Pfi transplantaci biologického materidlu do
misniho poranéni je vSak nutné zvazit nékolik zakladnich podminek, které ovlivituji uspesnost

zvolené implantacni strategie:
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Vyvojové stadium implantované tkané€; nezrald tkan je schopna prezit déle, nez jeji
plné vyzraly protgjsek. Rada obecnych charakteristik nezralé, zejména fetalni, tkané ji
¢ini velmi vhodnym implanta¢nim materidlem (Auerbach, 1988): (1) bunky fetalni
tkané se rychle replikuji a mohou se diferencovat do fungujicich zralych bunék,
(2) vyziva, zajiStovand vrustanim kapilar hostitele, je dobfe pfijimdna a
pravdépodobné je vrustani hostitelskych kapilar aktivné podporovano, (3) fetalni tkan
je mozné kryoprezervovat, imortalizovat, skladovat a kultivovat. Tyto vlastnosti, které
¢ini fetalni tkan zvlasté vyhodnou pro implantace do mi$niho poranéni, ubyvaji béhem
jejiho vyzravani.

Imunitni systém hostitele tvoii jednu z hlavnich ptekazek pro transplantaci tkani nebo
organtl. S vyjimkou transplantace vlastni tkan¢ (autograft), nebo imunologicky totozné
tkan¢ jednovaje¢ného dvojcete (isograft) dochazi u imunologicky kompetentnich
hostitelt k odmitnuti (rejekci) transplantované tkané darce; mira rejekce je ovlivnéna
jednak stupném tkanové kompatibility mezi ddrcem a hostitelem a jednak pfitomnosti
latek s imunosupresivnim ucinkem. Ackoliv se dlouho pfedpokladalo, ze CNS ma
v organismu imunoprivilegovanou roli (Lund et al., 1987; Widner et al., 1988),
posledni vyzkumy ukazuji, ze ackoliv implantaty jedince stejného druhu (alografty) ve
tkani CNS preZzivaji, aniz by indukovaly rejekci, implantaty od darce odlisSného druhu
(xenografty) vyvolavaji rejekci (Borlongan et al.,, 1996). Piedpoklada se tedy, Ze
ackoliv urc¢ita imunologicka vylucnost tkdné CNS existuje, funkce imunitniho systému
v CNS musi byt stale studovany.

Implantace narusi na nékolik dni hematoencefalickou bariéru (Broadwell, 1988;
Broadwell et al., 1989) a rozvoj hematoencefalické bariéry v implantatu dale ovliviuji
vlastnosti implantovaného materialu.

Schopnost implantatu zajistit si dostate¢né rychle pfisun zivin a kysliku z hostitelské
tkané je — zejména v pfipadé jeho vétSich rozméri — dulezitd pro jeho preziti.
Postupny rozvoj krevniho zdsobeni implantatu mtize probihat az 1 tyden (Broadwell et
al., 1991). Neuspéch pii implantaci mize byt v nékterych ptipadech zptisoben prave
neschopnosti implantovaného materidlu ,,napojit“ se na krevni feciSté hostitele
(Bjorklund et al., 1983). ReSenim mize byt implantace blizko bohaté prokrvené

oblasti ptfi povrchu nervové tkan¢, nebo indukce novotvorby krevnich cév v blizkosti
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implantatu, v pfipadé¢ implantiti vytvofenych metodami tkanového inzenyrstvi
muzeme zvazovat obohaceni implantatu buitkami zakladajicimi krevni feciste.

e 'V fadé ptipadi jsou vybeézky nervovych bunck schopny prorist do implantatu, nejsou
vSak schopné jej opustit a vrust zpét do misni tkdn€. Tento problém se v literatuie
oznacuje jako ,off-ramp* (Geller a Fawcett, 2002) a pro jeho ptekonéani je dnes
zvazovana fada strategii, v€etn¢ napt. implantace bunék olfaktorické glie (Garcia-

Alias et al., 2004; Marshall et al., 2006).

Jako materidly dovolujici axonalni regeneraci jiz byly experimentalné transplantovany
periferni nervy, tkan fetdlniho CNS, piipadné implantaty vytvofené z pomnozenych

Schwannovych buné€k nebo jinych bunéénych linii.

1.5.1 Implantace perifernich nervii do miSniho poranéni

Pti poranéni perifernich nervli dochdzi k strukturalni a funkcni regeneraci, ktera jiz
byla mnohokrat popsana a je rutinné vyuzivana v neurochirurgii. Pfi poranéni neuroni v CNS
vsak je jiz dlouho znamo, Ze nedochézi k jejich regeneraci na vétsi vzdalenosti (Ramon y
Cajal, 1928). Hranice mezi perifernim a centrdlnim nervovym systémem (resp. mezi
myelinizaci oligodendrocyty a Schwannovymi bunkami, Redlich-Obersteinerova zéna) je
v soucasnosti povazovana za hranici schopnosti regenerace nervové tkané¢ (Aguayo et al.,
1981). Tato pozorovani naznacuji, Zze okolni prostfedi perifernich nervii je stejné dilezité pro
uspésnou regeneraci, jako vrozend schopnost neurontl regenerovat, a ze slozeni dospélé CNS
hraje znac¢nou roli pii omezovani regenerace axontl na vétsi vzdalenosti.

Klasické experimenty (Benfey a Aguayo, 1982; David a Aguayo, 1981; 1985;
Richardson et al., 1982), pfi kterych byly k pfemosténi misni 1éze vyuzity transplantaty
perifernich nervi (Wilson, 1984) prokazaly schopnost axonalni regenerace dospélych neuront
nachdzejicich se v CNS, jsou-li vystaveny prostiedi obdobnému v perifernich nervech.
Zatimco vrastani axont do transplantatl z perifernich nervii bylo pozorovano opakovanég a ve
znacné mife, jen maly pocet axonll byl schopen opustit transplantat a vytvofit synapticka
spojeni s jinymi neurony v CNS (Carter et al., 1989; Keirstead et al., 1989; Vidal-Sanz et al.,
1987).

1.5.2 Intraspinalni transplantace fetalni tkané

Zhruba ve stejné dobé, ve které byly provedeny pocatecni studie transplantati na bazi

perifernich nervii, oznamilo n€kolik vyzkumnych skupin povzbuzujici vysledky dosazené po
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transplantaci fetdlni mi$ni tkané do kavity vzniklé po akutni 1ézi (Das, 1983; Reier et al.,
1986). Transplantaty srostly s pfilehlou hostitelskou misni tkdni a zabranily degeneraci
poranénych supraspindlnich neuroni v mozkovém kmeni (Bregman a Reier, 1986). Pokud
byly implantaty v modelu miSniho poranéni vloZeny do posttraumatické pseudocysty, vyrazné
zmensily jeji velikost, jak bylo opakované potvrzeno histologicky (Anderson et al., 1995;
Bernstein et al., 1984; Stokes a Reier, 1992). Samotné transplantaty z fetalni misSni tkan¢ vSak
byly jen malo efektivni pro vyvolani regenerace ptilehlé misni tkan¢; vrastalo do nich jen
malo axonl okolnich neurontl a tyto axony nebyly schopné implantatem proriist na opa¢nou
stranu (Jakeman a Reier, 1991).

Lidska fetalni tkan byla vyuzita v nékolika klinickych studiich malého rozsahu
(Akesson et al., 1998; Blagodatskii et al., 1994; Falci et al., 1997; Wirth et al., 2001), kter¢
prokazaly bezpecnost tohoto postupu; u pacientti vSak nedoslo ke konzistentnimu zlepsSeni
neurologickych funkci a pfes poddvanou imunosupresi nebylo prokazédno pieziti
transplantované fetdlni tkané. Implantace fetdlni misni tkdn€ u pacientli s posttraumatickou
syringomyelii vedla u nékolika pacientii ve studiich k c¢astecné obliteraci kavit potvrzené MRI
(Reier, 2004). Spole¢nost Neuralstem experimentalné ovétuje implantaci bunééné linie NSI-
566 ziskané z lidské fetdlni michy do misni 1éze (van Gorp et al., 2013).

Alternativnim piistupem k 1é¢b¢ onemocnéni CNS je vyuziti bunééné linie z fetadlniho
mozku immortalizované napiiklad vlozenim genu c-mycER(TAM), ktery podmifiuje masivni
proliferaci bunék v pfitomnosti syntetické latky 4-hydroxy-tamoxifenu. Takto immor-
talizované bunky byly uspésné vyuzity v 1é¢bé ischemické 1éze mozku (Pollock et al., 2006) a
po rozsahlych preklinickych testech (Stroemer et al., 2008; Stroemer et al., 2009) vstoupil
jejich vyrobce, anglicka spole¢nost ReNeuron do faze klinického hodnoceni (prvni vysledky

klinickych hodnoceni PISCES a PISCES-II jsou ocekavany v roce 2015).

1.5.3 Mezenchymové kmenové buriky v |1é€bé miSniho poranéni

Poznatek Ze kostni dfeit dospélého ¢lovéka obsahuje populaci kmenovych bunék, neni
novy. Hematopoetické kmenové bunky, které jsou zodpovédné za tvorbu trombocytii a bun¢k
cervené 1 bilé krevni fady byly popsany pied vice nez 40 lety (Becker et al., 1963; Till a
McCulloch, 1961). Stromalni (mezenchymové) multipotentni kmenové buiiky kostni dfené —
heterogenni buné¢éna populace schopna diferenciace do kostni, chrupavcité, tukové a vazivoveé
tkan¢ — byly popsany kratce po objevu hematopoetickych kmenovych bunék (Friedenstein et
al., 1970; Friedenstein et al., 1966; Owen a Friedenstein, 1988). Béhem poslednich let byla

prokazana diferenciace mezenchymovych kmenovych bunék do tady bunécnych typu,
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pochazejicich nejen z mezodermu, ale také z ektodermu — z tohoto hlediska by byla vyznamna
moznost jejich transdiferenciace na neurony a glie. Tato transdiferenciace byla poprvé
popséana v roce 2002 (Zhao et al., 2002); v pozd¢jSich letech ji nekteré vyzkumné skupiny
potvrdily (Darabi et al., 2013; Jiang et al., 2012); nékteré analyzy vSak znamky
transdiferenciace mezenchymovych kmenovych bun¢k zpochybiiuji (Montzka et al., 2009).

Mezenchymové kmenové buitky (MSC) jsou vietenovité buiiky morfologicky podobné
fibroblastiim, které pifi pocatecnim ristu in vitro tvoii pted prvni trypsinizaci kolonie. Na
svém povrchu neexprimuji hematopoetické povrchové znaky (CD14, CD31, CD34, CD45 a
CD133), naopak exprimuji povrchové znaky CDI13, CD44, CD54, CD55, CD73, CD90,
CD105 a CD166 (Pittenger et al., 1999). In vitro se diferencuji nejen do mezoderméalnich
bunéénych typl — osteocytli (Justesen et al., 2002; Kassem et al., 1993), adipocytl (Justesen
et al., 2002) a chondrocytt (Johnstone et al., 1998), ale i do linii jinych nezZ mezodermalnich —
hepatocytii (Avital et al., 2001) nebo bunék neuralniho typu (Koshizuka et al., 2004; Long et
al., 2005; Yang et al., 2006; Zhao et al., 2002). V roce 2006 byla definovana minimalni
kritéria pro klasifikaci MSC bunék dokumentem Mezindrodni spolecnosti pro bunétnou
terapii (Dominici et al., 2006).

V soucasné dobé existuje vice metod izolace mezenchymovych kmenovych bunék.
Tyto metody jsou zaloZeny na biologickych vlastnostech MSC, zejména na jejich selektivni
adhezi k plastu pro tkanové kultury (Kassem et al., 1993), nebo na jejich imunologickych
vlastnostech (Reyes et al., 2001; Simmons a Torok-Storb, 1991).

Preklinické experimenty s transplantaci mezenchymovych kmenovych bun¢k do mista
misni léze ukézaly, Ze transplantované bunky mohou napomahat tvorbé funkénich okruht
v CNS (Ciikové et al., 2006; Deng et al., 2006, Hofstetter et al., 2002; Koshizuka et al., 2004;

Mansilla et al., 2005). Nejnovéjsi vyzkumy ukazuji, Zze na efektu intrathekalné podanych

-----

(Urdzikova et al., 2014).

V poslednich nékolika letech se rovnéz zaCinaji objevovat prace popisujici klinické
zkuSenosti s bunécnou terapii u pacientll po miSnim traumatu. VéEtSinou se jedna o lokalni
nebo systémové podani kmenovych bunck kostni diené, které je v nékterych piipadech
spojené se stimulaci uvolilovani kmenovych bunék z kostni diené¢ vyvolané podanim G-CSF
(Kim et al., 2006; Koda et al., 2007; Park et al., 2005; Sykova a Jendelova, 2006; Urdzikova
et al., 2006). VSechny dosud publikované klinické studie se tykaly malého poctu pacientd a
byly zaméteny zejména na ovéfeni bezpecnosti navrzeného postupu bunééné terapie. Piestoze

v fad¢ téchto praci je popisovano zlepSeni neurologického deficitu po prodélané bunécéné
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terapii, budou pro ovéteni statistické vyznamnosti G¢innosti této terapie zapotiebi dalsi studie

s vétSim poctem pacientt.

1.6 Premosténi misniho poranéni inertnimi implantaty

Dal$im pfistupem pro rekonstrukci miSniho defektu je jeho pfemosténi s vyuzitim
inertnich biomaterialii. Prvni pokusy v tomto sméru zahrnovaly pfemosténi miSniho defektu
pomoci uhlikovych vldken (Chauhan et al., 1999) nebo nitrocelulézovych membran
obohacenych o riistové faktory (Houle a Johnson, 1989; Houle a Ziegler, 1994). Biomateridly
uréené pro implantaci do mis$ni tkan€ musi vSak spliiovat nékolik zakladnich ptedpoklada

(Geller a Fawcett, 2002):

e Material, ze kterého je implantat vytvofen musi poskytovat substrat pro adhezi a
rust axond a dalSich komponenti tkané CNS; nesmi vyvolavat reakci na cizi téleso
ani iritovat miSni tkan.

e Biomechanické vlastnosti pouzitého materialu — zejména modul pruznosti v tlaku a
vtahu — musi byt co nejpodobnéjsi tkdni CNS, do které je biomaterial
implantovan.

e Vnitini prostory biomateridlu musi poskytovat dostatek prostoru pro vristani
elementtl, jejichz velikost je vfadech desitek mikrometri: perikaryi neurond,
gliovych bunék a kapilar.

e Biomaterial nebo jeho degradacni produkty nesmi byt toxické a nesmi stimulovat
imunitni odpovéd..

e Povrchové vlastnosti biomaterialu musi byt mozné Siroce modifikovat tak, aby
jeho povrch mohl byt obohacen o molekuly podporujici rast bunék (v nejlepsim
piipad¢ prevazné nervovych a gliovych bunék), elongaci a smérovani axond.
Vyhodou je také schopnost potlacit riist bunéénych populaci, které maji inhibi¢ni

ucinek na regeneraci.

Z hlediska ptivodu pouzivanych materidlti je mozné rozd¢€lit biomateridly vyuzivané
k terapii miSniho poranéni na biodegradovatelné materidly, pfipominajici strukturu
extracelularni matrix (nejcastéji na bazi biogennich makromolekul — agarézy, kolagenu,
fibrinu, fibronektinu, kyseliny hyaluronové) nebo syntetické (cukerné polymery,
polyaminokyseliny nebo polyanhydridy) a materialy nebiodegradovatelné, nejCastéji na bazi

polymernich hydrogelt.
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1.7 Biodegradovatelné implantaty

Tkan CNS je slozena z bun€k a extraceluldrni matrix (ECM), kterd je butikami
syntetizovéana. V organizmu pfedstavuje rust neustalou obménu bunék, které vytvareji ECM, a
ta pak slouzi jako strukturalni zéklad pro rist dalSich bun¢k; ECM prodélava tedy béhem
zivota jedince kontinudlni pfestavbu (Lindstedt a Prockop, 1961). Regulace ristu bunck a
syntézy ECM je fizena slozitymi mechanizmy, které nejsou zatim zcela poznany. ECM
nervoveé tkadn¢ obsahuje nékteré specifické strukturalni proteiny a glykoproteiny zejména
laminin (Sephel et al., 1989) a fibronektin (Horacek et al., 1993) a tenasciny (Chiquet-
Ehrismann, 1995); v ramci ECM tvoii tyto molekuly komplexni pericelularni sité naptiklad
s hyaluronovou kyselinou (Asher et al., 1991) nebo proteoglykany (naptiklad CSPG (Celio a
Blumcke, 1994)). Uvadéné proteiny nebo jejich specifické domény (RGD, IKVAV, YIGSR)
se Casto stavaji zdkladni stavebni slozkou biodegradovatelnych implantata.

Tkan CNS obsahuje také fadu biodegradacnich enzyml (Romanic a Madri, 1994),
mezi kterymi prevazuji mikroglii a astrocyty produkované metaloproteinazy (Maeda a Sobel,
1996) a nespecifické serinové proteazy (Scarisbrick et al., 2001). V obdobi po poranéni
prodélava extraceluldrni matrix ptestavbu, objevuji se vysoké koncentrace nckterych
metaloproteinaz (Buss et al., 2007) a proteoglykanti, které inhibuji regeneraci axonti (Monnier
et al., 2003).

Po implantaci biodegradovatelného biomateridlu (napiiklad chirurgického Siciho
materidlu na bazi polylaktidi nebo kolagenové matrice) zacne dochdzet k jeho postupnému
rozkladu. Zakladni dva procesy, které jsou soucéasti biodegradace, jsou hydrolyza —
nespecificky rozklad materidlu ve vodném prostedi a proteolyza — biodegradace ptisobenim
vyse uvedenych tkanovych enzymad.

Implantaty simulujici strukturu extracelularni matrix, které byly pfipraveny z agarozy
samotné nebo obsahujici proteiny ECM (laminin) stimulovaly trojrozmérny riist neuritd
buné¢k dorsalnich ganglii (Dillon et al., 1998; Yu et al., 1999). Agar6zové hydrogely je snadné
ziskat a modifikovat jejich biomechanické vlastnosti; jejich nevyhodou je nekterymi autory
uvadéné riziko zanétlivé reakce (Cadic-Amadeuf et al., 1992; Kao et al., 1999) v okoli
agar6zového implantétu.

V roce 1990 zacaly experimenty s implantaty na bazi samotného kolagenu (de la Torre
a Goldsmith, 1990; Gelderd, 1990; Marchand et al., 1993), kolagenu obsahujiciho
neuroaktivni latky (Goldsmith a de la Torre, 1992) nebo sitovaného in situ glyoxalem

(Marchand a Woerly, 1990). Pfi implantaci do michy po transekci doslo u kocky ke zlepSeni
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regionalniho krevniho priutoku, vristdni neurondlnich vybézkli a v jednom experimentu i
k prokadzané novotvorbé synapsi (Goldsmith a de la Torre, 1992). K regeneraci misni tkané
nedochazelo, byl-li kolagen pfed implantaci do michy sitovan (Joosten et al., 1995). Dalsi
molekuly ECM, kter¢ se staly zdkladem implantovanych biodegradovatelnych hydrogeld, jsou
kyselina hyaluronova (Horn et al., 2007), fibronektin (King et al., 2006) nebo purifikované
proteiny bazalni laminy (Matrigel®, BD Biosciences) (Novikova et al., 2006).

Piesto, Ze samotna adheze zprostiedkovand in situ sitovanym fibrinogenem
vyuzivanym k ,lepeni tkdni (napf. Tissucol®, Baxter) nestaci k plné obnové funkce
prerusené michy (Li a Zhao, 2008), je fibrinové lepidlo Casto vyuzivano v experimentalni
terapii misSnich 1ézi jako nosi¢ bun¢k (Iwakawa et al., 2001) nebo rastovych faktort (Iwaya et
al., 1999).

Do skupiny biodegradovatelnych implantati patii i biomateridly na bazi polymernich
polyesterti alfa hydroxykyselin (zejména polylaktidu, polyglykolidu a polykapronolaktonu).
Tyto biomaterialy jsou hydrolyticky biodegradovatelné i ve tkani CNS (Stendel et al., 2001) a
jejich Stépenim vznikaji netoxické rozpustné nizkomolekuldrni degradacni produkty
(naptiklad kyselina mlécnd). Na rozdil od biomateriali na bazi biogennich makromolekul,
které maji homogenni gelovitou strukturu, musi byt tyto implantity pfipraveny jako

makroporézni (Blacher et al., 2003; Patist et al., 2004; Wang et al., 2005).

1.8 Vyuziti makroporéznich hydrogelu k terapii miSniho poranéni

Pozadavek na zajisténi vysokého stupné biokompatibility, vhodnych mechanickych
parametra a dostate¢ného vnitiniho prostoru, ve kterém mohou probihat regenerativni procesy
tkan¢ CNS vedl fadu autori k vyuziti makroporéznich hydrogeli na bazi vhodnych
biokompatibilnich polymeri.

Hydrogely jsou hydrofilni slouceniny, jejichz chemickéd struktura umoznuje vazbu
urcitého mnozstvi molekul vody (Obr. 1.11). Vlastnosti hydrogel se piiblizuji vlastnostem
zivé tkané (Corkhill et al., 1989). Prikopnikem pouZiti hydrogeld v biomedicin€ byl cesky
chemik Otto Wichterle (Dreifus a Wichterle, 1964; Wichterle et al., 1961), ktery syntetizoval
hydrogel na bazi 2-hydroxyethylmethakrylatu (HEMA) sitovaného ethylendimethakrylatem
(EDMA), a vyrobil z n&j prvni mékké kontaktni ¢ocky. Uspéchem kontaktnich ¢odek zacal
celosveétovy zajem o lékaiské aplikace hydrogeld, které jsou dnes vyuzivany také k fizenému
uvolnovani 1€kt (Teijon et al., 1997; Wheeler et al., 1996), jako kryty ran (Tsou et al., 2005;
Wheeler et al., 1996) i jako tkanové nahrady (Belkas et al., 2005).
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Obr. 1.11. Struktura polymerniho hydrogelu s prikladem vazby molekul vody

Pro dosazeni tkanové regenerace CNS v polymernim makroporéznim hydrogelu je
obvykle nutné pouzit materidl s komunikujicimi pory, aby byl propustny pro rust bunck a
nervovych vlaken (Woerly et al., 1990).

S rostoucim obsahem vody v rovnovazné zbotnalém hydrogelu postupné klesaji
hodnoty mechanickych vlastnosti az do t€¢ miry, Ze pii ur€itém kritickém stupni nabotnani uz
nelze se vzorkem manipulovat bez poruseni jeho celistvosti. Zaroven se snizuje adheze bunck
k polymeru (Nagaoka et al., 1990).

Homogenni neporézni hydrogely, zpravidla ve formé tenkych plosnych folii, jsou jako
kultivaéni podlozky spojeny pievazné s plosnym ristem bunék. Pro trojrozmérny rast bunék,
napft. pro tkanovou regeneraci v hydrogelu, je nezbytné vytvoreni porézni struktury. Pokud je
velikost poért (porozita) srovnatelnd s velikosti bun¢k [10 az 40 um (Woerly et al., 1990)] a
pokud jsou poéry propojené (komunikujici), mohou v nich buiky rist ve vSech tiech
rozmérech. Takovymto hydrogeliim tfikdme ,,makroporézni hydrogely* (nékteii autofi také
pouzivaji termin ,hyperporézni“ nebo ,superporézni). V fadé¢ experimenti byly jako
implantaty do CNS vyuzity makroporézni polymerni hydrogely na bazi HEMA (Giannetti et
al., 2001; Mokry et al., 2000), GMA (Woerly et al., 1992; Woerly et al., 1990) nebo HPMA.

1.8.1 Makroporézni hydrogely na bazi HPMA

Vroce 1990 byly poloZzeny teoretické zaklady nezbytné pro pfipravu polymernich
hydrogelli implantovatelnych do nervové tkané (Woerly et al., 1990). Jako zdkladni material
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pro piipravu implantatii byly ve vSech zde popisovanych pracich zvoleny hydrogely na bazi
derivati methakrylové kyseliny syntetizované na pracovisti Ustavu makromolekularni chemie
AV CR.

Pii prvni implantaci makroporéznich hydrogelti na bazi kopolymerit HEMA a GMA,
s porozitou v fadu jednotek mikrometra (Woerly et al., 1990), byla pozorovana dobra tkanova
kompatibilita vSech implantovanych materiald. Ke vristani tkané vSak doSlo pouze
u makroporéznich hydrogeld, jejichz pdéry byly vyplnény kolagenem. Dalsi experimenty
prokézaly, Ze v negativné nabitych hydrogelech na bazi GMA (tj. hydrogelech pfipravenych
z GMA a MA) vrustaji astrocytické vybézky do hydrogelu a tvoti se glidlni sit’ v okrajovych
oblastech hydrogelu (Woerly et al., 1992).

Mezi polymery s potencidlem vytvofit implantovatelnou matrici pro regeneraci tkané
CNS patii i polymery na bazi N-(2-hydroxypropyl)methakrylamidu (HPMA). Rust bunék
zachycenych v polymerni struktute po dobu 6 dnt prokézal jeho vysokou biokompatibilitu
(Woerly et al., 1996). Po implantaci do optického traktu laboratorniho potkana dochazelo
k dobré adhezi hydrogeli na bazi HPMA knervové tkani; pocet vristajicich vybézka
nervovych bunék byl nejvyssi u hydrogeld, jejichZ povrch byl modifikovan RGD sekvencemi
na diglycinovém spaceru (Plant et al., 1997).

Spolecné experimenty Dr. Woerlyho a Prof. Sykové prokazaly vrustani elementi
nervove tkané do hydrogelt na bazi HPMA obsahujicich RGD sekvence a implantovanych do
transekované michy laboratorniho potkana (Woerly et al., 1999; Woerly et al., 1998).
V téchto experimentech byla pro hodnoceni vnitiniho prostoru hydrogelu pouZzita spole¢né
se rtufovou porozimetrii také metoda hodnoceni diftize ionti TMA", kterd byla popsana
Nicholsonem (Nicholson a Phillips, 1981) a modifikovdna Sykovou pro hodnoceni v nervové

tkani (Nicholson a Sykova, 1998; Sykové a Nicholson, 2008).

1.8.2 Moderni trendy v oblasti hydrogell pro Ié¢bu miSniho poranéni

Inovace v biomediciné urychluji vyvoj novych biomateriali pro experimentélni terapie
mis$ni 1éze. Tyto nové materidly jsou velmi Casto zalozeny na polymernich hydrogelech,
jejichz vlastnosti jsou modifikovany novymi postupy pro zvyseni regeneracniho potencidlu po
implantaci.

Implantovany biomaterial musi umoznit a facilitovat prortistani zejména axonalnich
vlaken vedoucich motorické a senzitivni signaly. Z tohoto hlediska byla navrzena tada
komplexnich vnitinich architektur implantovatelnych biomateriali, zahrnujicich vodici

struktury ve sméru vlaken, v nékterych ptipadech kombinovanych s gradienty signaliza¢nich
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latek (Alsmadi et al., 2015). Pivodni experimenty vyuzivajici orientovand vlakna (Flynn et
al., 2003; Mo et al., 2004) nahrazuji technologie vytvarejici v hydrogelu orientované pory
vzniklé naptiklad krystalizaci oxalatu (Kubinova et al., 2013; Kubinova et al., 2014) nebo
ledovych krystali (Francis et al., 2013). Vyzkum dnes jednoznacné smétuje k metodam
zalozenym na 3D tisku, ktery umoziuje vytvorit pozadovanou vnitini morfologii hydrogelt s
vysokou piesnosti (Hsieh et al., 2015).

Komplikaci pii experimentalni 1écbé misni 1éze je pozadavek na otevienou operacni
metodu, kterd je nezbytna k implantaci biomateridlu do cysty nebo mezi pahyly michy. Tento
nedostatek odstranuji injikovatelné biomateridly na bazi samoorganizujicich se polypeptidi
(Chen, 2014) nebo hydrogelt (Li et al., 2013; Yamanaka et al., 2015). Tyto materialy mohou
byt vpraveny do mista 1éze mikrooperaénimi technikami (Li et al., 2013; Pakulska et al.,
2012), které zptsobuji jen minimalni trauma v okolni tkani (naptiklad injekéné).

Samotné polymerni hydrogely jsou biokompatibilni, ale inertni: neposkytuji buitkdm
zadna voditka k ristu. Navigace bun€k po jejich povrchu mize byt usnadnéna a modifikovana
prostiednictvim modifikace jejich povrchii. Podpora bunééné adheze a diferenciace a ristu
neuritl mize byt zvySena prostfednictvim vybranych signalizaénich domén fibronektinu a
lamininu, jako jsou RGD, YIGST a novéjsi IKVAV (Kubinova et al., 2013). Hydrogely
mohou byt obohaceny o neurotropni latky s fizenym uvoliiovanim (Schurig et al., 2015) nebo
v gradientu umoznujicim smérovany rist vlaken (Alsmadi et al., 2015; Horn-Ranney et al.,
2013).

Novym piinosem jsou elektricky vodivé biomaterialy, které patii do polymert nové
generace a mohou byt vyuzivany jak samostatné pro vedeni vzrucht, tak i v kombinaci s
jinymi polymery a bioaktivnimi molekulami k vytvaieni zédklad pro neuroprotetiku. Dnes je
JiZ popsano pies 25 podobnych systému (Balint et al., 2014); nejvice zkoumany je polyanilin,
poly(3,4-ethylendioxythiophen) a zejména polypyrol (Huang et al., 2010; Park et al., 2014).
Elektricka stimulace bun¢k prosttednictvim kombinovaného polypyrol-chitosanového nosice
zvysila sekreci rastovych faktorit kmenovych bunék a bunék olfaktorické glie (Huang et al.,
2010; Qi et al., 2013). Implantaty na bazi polypyrolu v experimentu napomohly k obnové
motorické funkce potkanti po transekci michy (Cruz et al., 2012).

Obecné je pfijimano, ze budouci zpiisob terapie misSni 1éze bude vyuzivat kombinaci
vice faktorti (Kubinova a Sykova, 2012; McCall et al., 2012) — vhodny nosi¢ (napiiklad na
bazi polymernich hydrogelll) v kombinaci s neurotropnimi faktory, neutralizaci inhibi¢nich
faktorti a transplantaci vybranych bunék. Ptikladem muze byt studie (Guo et al., 2012), ve

které autofi pouzili neuralni progenitorové buiky v kombinaci s chitosanovym hydrogelem
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potazenym lamininem. Biomateridl navic fizen¢ uvoliioval rozpustnou formu Nogo-66
receptorového proteinu, bFGF, EGF a PDGF s cilem zablokovat inhibi¢ni efekt myelinu,
podpofit rist axonl a prodlouZit pieZivani transplantovanych bunék. Studie ukdazala, ze
kombinace uvedenych faktori méla synergisticky efekt na pfemosténi miSni tkang, nicméné
nepodafilo se zatim dosahnout funk¢éniho propojeni. Kombinace riznych faktord a dosahovani
jejich synergie je stale povazovano za nejefektivnéjsi cestu k 1é¢bé misni 1éze (Kubinova a

Sykova, 2012; McCreedy a Sakiyama-Elbert, 2012).
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2 Hypotézy a cile prace

Cilem mé disertacni prace bylo pfispét k prohloubeni poznatkli o moZnostech
regenerace tkané centralniho nervového systému. Hlavni pozornost jsem vénoval regeneraci
misni tkdné s vyuzitim makroporéznich hydrogelt. Vychéazel jsem piitom z nasledujicich

hypotéz:

1. Je tkdn CNS (mozku, michy) véetné vybézkl nervovych a gliovych bunék, schopna

vrustat do implantovanych makroporéznich polymernich hydrogeld na bazi HEMA?
2. Rostou v hydrogelech na bazi HEMA in vitro mezenchymové kmenové bunky?

3. Zavisi mira vrastani jednotlivych tkanovych elementt in vivo a rist bunék in vitro

do polymernich hydrogelii na elektrickém naboji povrchu polymeru?

4.7vysi se zvldknénim polymerniho hydrogelu do podoby nanovldken pomoci

elektrospinningu mira adheze bunck in vitro?

5. Zavisi efekt implantace biodegradovatelnych materidlit do miSni 1éze na kinetice

biodegradace téchto biomaterialti?

Pro testovani vySe uvedenych hypotéz o vlastnostech hydrogeli na bazi HEMA a

mechanizmech regenerace miSni tkané jsem zvolil nasledujici cile prace:

1. Pfipravit biokompatibilni makroporézni hydrogely na bazi kopolymert HEMA,
vhodné k implantaci do defektii tkdn¢ CNS. Vytvorit fyzikalni model, ktery umozni
upfesnit parametry vysledného materialu — celkovou plochu, objem pért apod. Ovérit,
ze pripraveny hydrogel umoziuje diftizi nizkomolekularnich slouc¢enin a obsahuje

komunikujici pory.
2. Ov¢ertit biokompatibilitu pfipraveného materidlu na modelu in vivo. Po implantaci

hydrogelu do kortexu laboratorniho potkana porovnat pfipraveny hydrogel

s materidlem NeuroGel™ (hydrogelem na bazi HPMA piipravenym srazeci
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polymerizaci). Na zakladé zjisténych vysledki modifikovat navrh biomateridlu tak,

aby byl efekt jeho implantace srovnatelny s hydrogelem na bazi HPMA.

3. Zjistit zavislost ristu bunék v hydrogelu na elektrickém néboji, vnitini struktuie
biomaterialu a morfologii jeho povrchu. Implantovat pfipravené biomateridly do
hemisekce michy laboratorniho potkana a sledovat regeneraci misni tkéné
v hydrogelu. Vyhodnotit zavislost ristu jednotlivych elementd nervové tkané
v hydrogelu na elektrickém naboji a morfologii jeho povrchu. Porovnat rtzné
morfologie biomateriali (porézni hydrogely, nanovldkna) zhlediska jejich

biologickych vlastnosti.

4. Modifikovat biomateridl, ze kterého je makroporézni hydrogel sloZen tak, aby byl
hydrolyticky biodegradovatelny. Vyhodnotit zavislost regenerace miSni tkané
v hydrogelu na dob¢ biodegradace hydrogelu. Upravit priitbéh biodegradace hydrogelu
takovym zplisobem, aby se maximalizovalo vrastani elementi misni tkané do

hydrogelu a vyhodnotit implantaci takto pfipravené¢ho hydrogelu do misni tkan¢.
5. Implantovat vhodny hydrogel u laboratorniho potkana 1 tyden po transekci michy a

ovetit regeneraci tkané michy v hydrogelu jako metodu experimentalni terapie misni

léze.
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3 Metodika

3.1 Priprava kopolymerit HEMA-MA

Makroporézni hydrogely byly pfipraveny v tabletovacim zatfizeni podle obrazku 3.1.

pricemz byly pouzity nésledujici smési, liSici se koncentraci kyseliny methakrylové:

2-hydroxyethylmethakrylat 0.67¢

azobis(isobutyronitril) 0.0067 g

chlorid sodny 10.02 g

1,2-ethylendimethakrylat 0.019¢g

polyethylenglykol, Mw = 400 379 ¢

kyselina methakrylova 0-17.9% vztazeno na hmotnost polymeru

Tab. 3.1. Polymerizacni smés pro pripravu hydrogelu HEMA-MA.

‘ utahovaci Sroub

=

télo tabletovaciho zafizeni

distanini valetek

polymeratni komora

upeviiovaci Srouby

by
an

priruba

Obr. 3.1. Tabletovaci zarizeni pro pripravu hydrogelii

Pouzity chlorid sodny byl frakcionovan sity na 3 frakce o velikosti zrn do 30 pum,

30-50 um a 50 — 90 um. Po dikladném promiseni komponent vznikla pasta, ktera byla
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vpravena do polymeriza¢ni komory tabletovaciho zafizeni, komora uzaviena piirubou s
upeviiovacimi Srouby a utahovaci Sroub byl utazen standardni silou 10 Nm. Celé tabletovaci
zafizeni jsme zahtali na teplotu 80 °C po dobu 8 hodin a po vychladnuti byla tvrda tableta
vynata a zvazena. Poté byla tableta promyta 1% roztokem hydroxidu sodného (5% po 8
hodinach), ¢imz byly karboxylové skupiny kyseliny methakrylové (MA) prevedeny na
skupiny karboxylatové, a nakonec nasledovalo promyti fyziologickym roztokem (5% po 8
hodinach), pti kterém jsme odstranili monomery.

Dale jsme pro tcely vypoctl objemt a povrchu port piipravili vzorky homogennich (tj.
neporéznich) hydrogelt o stejnych koncentracich MA, jako u makroporéznich hydrogeld, tj.
bez ptitomnosti chloridu sodného. Po jejich vymyti vodou, roztokem hydroxidu sodného a
fyziologickym roztokem (stejny postup jako u makroporéznich hydrogelll) byl stanoven

objemovy zlomek suchého polymeru v rovnovazné zbotnalém hydrogelu (Zv).

3.2 Priprava kopolymert s kladnym elektrickym nabojem

Kladny elektricky naboj kopolymert HEMA-MOETACI, HEMA-MA-MOETACI a
polyelektrolytovych komplext je tvofen kvarterni amoniovou soli obsahujici ¢tyfvazny atom
dusiku. Poly(methakryloyloxyethyltrimethylamonium chlorid) byl pfipraven kvarternizaéni
reakci poly(dimethylaminoethylmethakrylatu) methyljodidem a pfevedenim do CI” formy na
kolon¢ s naplni siln¢ bazického ionexu IRA 402 (Fluka).

Hydrogely na bazi kopolymeru HEMA a MOETACI a terpolymeru HEMA
s MOETACI a MA byly pfipraveny v tabletovacim zafizeni podle obrazku 3.1 a postupem

popsanym Vv kapitole 3.1, ptficemz byly pouzity smési uvedené v tabulce 3.2.

Hydrogel na bazi polyelektrolytového komplexu (tj. fyzikalniho hydrogelu, kdy roli
pricnych vazeb hraje elektrostaticka interakce mezi kationty MOETACI a anionty MA) byl
pfipraven reakci sitovaného makroporézniho kopolymeru HEMA-MA popsaného v odstavci
3.1 s linedrnim poly(MOETACI). Makroporézni hydrogel HEMA — MA byl postupné promyt
vodou, 1 % roztokem NaOH, vodou, 1 % roztokem linedrniho poly(MOETACI), vodou a

fyziologickym roztokem.

Hydrogely HEMA-MOETACI byly promyty vodou a fyziologickym roztokem;
hydrogely HEMA-MA-MOETACI byly nejprve promyty 1% NaOH, pot¢ vodou a

fyziologickym roztokem. Cilem tohoto promyvani bylo vymyti monomerd.
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2-hydroxyethylmethakrylat 0.67¢

Azobis(isobutyronitril) 0.0067 g

Chlorid sodny 10.02 g

1,2-ethylendimethakrylat 0.019¢g

polyethylenglykol, Mw = 400 379 ¢

HEMA-MOETACI methakryloyloxyethyltrimethylamonium chlorid

0-14% vztaZeno na hmotnost polymeru
HEMA-MA-MOETACI methakryloyloxyethyltrimethylamonium chlorid
kyselina methakrylova v moldrnim poméru 1:1

0-14% vztaZeno na hmotnost polymeru

Tab. 3.2. Polymerizacni smési pro pripravu kopolymerit HEMA-MOETACI a HEMA-MA-
MOETACI

3.3 Priprava biodegradovatelnych hydrogelii

Biodegradovatelné hydrogely byly pfipraveny v tabletovacim zatizeni podle obrazku
3.1 situjici radikdlovou polymerizaci monomert (HEMA, HPMA, EOEMA v riizném
poméru), sitovadla (N,O-dimethakryloyl hydroxylamin v koncentraci 2,7 % relativné
k monomertim), polyethylénglykolu (PEG) s molarni hmotnosti 400 a casticemi chloridu
sodného (frakcionovanymi na 0 — 30 wm, 30 — 50 um a 50 — 90 um) pomoci
azobis(isobutyronitrilu) pti 80 °C po dobu 8 h. Po ukonceni polymerizace byl chlorid sodny a
PEG vyplachnut promytim (10x) v citratovém pufru s pH 3,0. Hydrogely byly az do pouZiti
skladovéany v pufru s pH 3.0, ve kterém nejsou degradovany.

Jako vychozi materidly ke Stépitelnym hydrogelim byly zvoleny takové dvojice
monomerd, z nichz jeden je silné hydrofilni a jeho homopolymer je rozpustny ve vod¢ a
druhy je méné hydrofilni a jeho homopolymer se ve vodé nerozpousti. Ugelem méné
hydrofilniho komonomeru je to, aby bylo mozné prodlouzit dobu rozpadu hydrogelu.
Hydrogely slozené pouze z homopolymeru rozpustného ve vodé se $tépi velmi rychle (2-5
dni), zatim co hydrogely sloZzené pouze z monomeru, jehoz homopolymer se ve vodé
nerozpousti, se S$t€pit nemize. Abychom ziskali Skélu hydrogelti s nastavitelnou dobou
Stépeni, zvolili jsme za dvojice stiedné a silné hydrofilnich komonomert 2-hydroxyethyl-
methakrylatu v kombinaci s komonomerem bez naboje (HPMA), s kladnym néabojem
(MOETACI) a s nabojem zapornym (MA) a dale elektricky neutrdlni dvojici EOEMA —
HPMA.
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3.4 Priprava nanovliaken

Nanovldkna na bazi kopolymerdt HEMA byly pfipraveny s vyuzitim ptivodni Ceské
technologie Nanospider™ vyvinuté na Katedie netkanych textilii Technické univerzity
v Liberci (Jirsak et al., 2004). Princip technologie je zaloZen na objevu, Ze je mozné vytvofit
Taylorav kuzel, ktery pti klasickém elektrostatickém zvlaknovani vznikd pouze na konci
kapilary, také z tenké vrstvy roztoku polymeru. Na rozdil od ostatnich metod nepouziva
piistroj Nanospider™ zadnych trysek ani kapilar pro tvorbu vldken; misto toho vyuziva valec
(Obr. 3.2B). Valec je caste¢né ponofeny v roztoku polymeru a jak se otdci, nandsi na sebe
urcité mnozstvi roztoku, to je pfinaseno na vrchni ¢ast valce, kde se tvoti Taylorovy kuzely:
pocatek tvorby nanovlaken. Taylorovy kuzely jsou vytvareny blizko vedle sebe po celé délce
valce, ¢imZz je dosazeno vysoké hustoty nanovlaken. Proudy roztokd polymeru jsou
odpafenim rozpoustédla preménovany a stavaji se pevnymi nanovldkny pted tim, neZ
dosédhnou protéjsi sbérné elektrody. Nanovldkna se ukladaji na sbérné elektrode, kde tvori
homogenni vrstvu, sbérnad elektroda se pohybuje a umoziuje piipravu velkych ploch

pokrytych nanovlakny.

Obr. 3.2 Technologie Nanospider™. A. Pristroj Nanospider urceny pro laboratorni pouZiti,

B. Taylorovy kuzele vznikajici na valci ponoreném v roztoku polymeru.

3.5 Meéreni difaznich viastnosti hydrogelu in vitro

Pro studium diftiznich parametri v hydrogelech in vitro jsme vyuZili iontoforetickou

metodu v redlném case (Nicholson a Phillips, 1981), zalozenou na bodové aplikaci
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tetramethylamonia (TMA") a méfeni jeho koncentrace v definované vzdalenosti pomoci
iontove selektivnich mikroelektrod ve vzdalenosti 100-200 pm (Nicholson a Sykova, 1998;
Sykovi et al., 1992). Tonty TMA" zlistavaji v extracelularnim prostoru a experimentalné bylo
potvrzeno, ze nejsou adsorbovany ani absorbovany testovanymi hydrogely. Kfivka udavajici
koncentrace ionti TMA™ v &ase byla vyhodnocena pomoci specializovaného software
VOLTORO (Nicholson, nepublikovano) pracujiciho s radidlnimi difiznimi rovnicemi
modifikovanymi tak, aby pocitaly s objemovou frakci extracelularniho prostoru a, tortuozitou
A a mirou nespecifické absorpce iontit TMA" (k). Pfiprava elektrod a postup méfeni jsou
podrobné popsany v publikaci (Vofisek a Sykova, 1997b).

Elektrody byly kalibrovany v 0.3% agarovém gelu pfipraveném ze 150 mM NaCl,
3mM KCl a 0.3 mM TMACI. Diftzni parametry o, A a k jsme méfili ve dvou az Sesti
mistech bloku studovaného hydrogelu (Obr. 3.3). V kazdém misté jsme ziskali dvé az ctyfi

diftizni kiivky a ziskané hodnoty jsme zprimérnili.
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Obr. 3.3. Usporadani pokusu pro mérent difuznich vilastnosti hydrogelu in vitro.

A. usporadani elektrod v hydrogelu, B. nameérené difuzni krivky.

3.6 Priprava bunéénych kultur mezenchymovych bunék

Potkani stromdalni buiiky kostni dfené jsme izolovali ze stehennich kosti potkant
kmene Wistar o hmotnosti 250 g. Oba konce kosti byly oddéleny a kostni dfeni jsme vyplachli
médiem DMEM pomoci jehly a stiikacky (Azizi et al., 1998). Buiiky kostni dfen¢ jsme vyseli
do kultivagnich lahvi o ploge 75 cm® do média DMEM obsahujiciho 10% fetalniho teleciho
séra, 100 IU/ml penicilinu a 0.1 mg/ml streptomycinu. Po 24 hodindch jsme odstranili

neadherentni buniky vyménou média. Kultivace probihala v inkubatorech pti 37°C a 5% CO..
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Vyména média probihala kazdé 2-3 dny a pii dosazeni 80% konfluence byly bunky
pasazovany trypsinizaci — po oplachnuti kultury PBS jsme do kultiva¢ni lahve ptidali 1 ml
trypsinu v koncentraci 0.25% (GIBCO) a nechali jsme jej piisobit 5 minut pii 37°C. Disociace
byla zastavena ptfidanim 1ml fetalniho telecitho séra, buiikky byly vyplachnuty PBS,
centrifugovany, barvenim trypanovou modii a pocitdnim v Biirkerové komtrce byl urcéen
jejich pocet a viabilita (DeRenzis a Schechtman, 1973) a bunky byly vysety do novych
kultiva¢nich lahvi v koncentraci cca 1x10° bun&k na cm®.

Pro kultivaci v hydrogelech byly mezenchymové bunky trypsinizovany a pro
odstranéni zbytkd kultivacniho média opakované resuspendovany v PBS a centrifugovany. Na

zavér byly buiiky resuspendovany v PBS v koncentraci 10° bunék/ml.

3.7 Hodnoceni ristu bunék v hydrogelu

Pro hodnoceni biokompatibility hydrogeli a adheze bunck in vitro byly vyuZzity
mezenchymové buiiky, které byly obarveny pfiddnim fluorescentniho membranového barviva
PKH26-GL (Sigma) do kultivacniho média na dobu 10 minut a trojnasobnym promytim PBS;
obarvené¢ builkky byly resuspendovany v kultivanim médiu na cilovou koncentraci
1x10° bungk/ml. Do piipravené suspenze byl ponofen sledovany bloéek hydrogelu velikosti
2x 2 x 2 mm a po dobu 1 hodiny byl umistén na tfepacku vyhfivanou na 37°C. Timto
postupem bylo mozné hodnotit nejen adhezi bunc¢k k povrchiim hydrogelu, ale i jejich
pronikani od kraji do stfedu blocku hydrogelu.

Hydrogely osidlené buiikami byly inkubovany v kultiva¢nim médiu (DMEM, 10%
fetalniho teleciho séra, 100 IU/ml penicilinu a 0.1 mg/ml streptomycinu) ve standardnich
podminkach (5% CO,, 37°C) po piislusnou dobu. Po ukonceni kultivace byly hydrogely
oplachnuty PBS a fixovany 30 minut paraformaldehydem; nasledovalo zaliti do agaru a
pfiprava 90 pm tlustych fezli na mikrotomu. Hodnoceny byly vzdy fezy ze stiedni Casti
blo¢ku hydrogelu.

Pti hodnoceni mnozstvi bunék v hydrogelu jsme pouzili denzitometrickou metodu,
schematicky znazornénou na obrazku 3.4. Pro hodnoceni byl vzdy vyuzit imunofluorescencni
snimek a odpovidajici nativni snimek. Nejprve byla na fluorescenc¢nich snimcich dané
skupiny urcena intenzita fluorescence, odpovidajici jedné bunce. Tento krok byl nezbytny pro
eliminaci artefakti vznikajicich fedénim membranového barviva pii déleni bunck. Poté jsme
na nativnim snimku oznacili okrajovou (100 um od kraje) a stfedni zéonu (vice nez 150 um od
kraje). Obrazovou analyzou jsme poté vyhodnotili intenzitu fluorescence obou zén a

korigovali na ibytek membranového barviva.
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Obr. 3.4. Prehledné schéma experimentalniho vyhodnoceni rustu bunék v povrchové a
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centralni oblasti sledovanych hydrogelii.

3.8 Implantace hydrogeli do kortexu laboratorniho potkana

Experimenty s implantaci hydrogelt do kortexu byly provadény u 6-mési¢nich samct
laboratornich potkanti kmene Wistar v anestézii pentobarbitalem (50 mg/kg i.p.). VSechny
experimenty na zvifatech jsme provadéli na zdkladé schvaleného projektu pokust.
Anestetizovana zvirata byla uchycena do stereotaktického aparatu a v oblasti 3 mm lateralné
od bregmatu jsme incidovali kiizi a odstranili vazivovou tkan kryjici kosti kalvy. Pomoci
dentalni vrtacky jsme oddélili a odklopili kruhovy platek kosti o priméru 2mm, pod nim jsme
incidovali a roztdhli duru mater. Z mozkové tkan¢ jsme vyftizli blok velikosti 1.5 x 1.5 x 1.5
mm a po zastaveni krvaceni jsme do vzniklé kavity implantovali sledovany hydrogel.
Odklopeny platek kosti jsme vratili na misto a sesili jsme podkoZni vazivo a kizi.

Operovanému zvifeti jsme na zaveér vykonu podali antibiotika (ampicilin 200-400
mg/kg) a analgetika (karprofen 4 mg/kg) a ponechali jsme jej v klidu pti 37°C do odeznéni

anestézie.
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3.9 Méreni difuznich vlastnosti hydrogelt in vivo v kortexu
laboratorniho potkana

Pro zjisténi zmén difGznich vlastnosti implantovanych hydrogelti jsme vyuzili in vivo
iontoforetickou metodu v redlném case (Nicholson a Sykova, 1998; Sykova et al., 1992;
Sykova a Nicholson, 2008). Ctyii tydny po implantaci hydrogelu do kortexu byla
experimentalni zvifata anestetizovana pentobarbitalem (50 mg/kg i.p.) a uchycena do
stereotaktického aparatu. Béhem méfeni jsme monitorovali jejich Zivotni funkce a rektalni
teplota. Pfehledné schéma pokusu je na obrazku 3.5. VSechny experimenty na zvitatech byly

provadeény na zakladé schvaleného projektu pokusi.

A +
Zdroj proudu: [TMAT]
iontoforeza

TMAY-1SM

Hydrogel

Obr. 3.5. Usporadani pokusu pro meéreni difuznich vlastnosti hydrogelii v kortexu

laboratorniho potkana.

Pted difiznim métfenim jsme operacné odklopili kozni lalok i platek kosti kryjici
hydrogel a do hydrogelu jsme mikromanipuldtorem zavedli kalibrovanou méfici elektrodu,
sestavajici z iontoforetické pipety uvoliiujici ionty TMA™ a iontové senzitivni mikroelektrody.
Elektrody byly kalibrovany v 0.3% agarovém gelu pfipraveném ze 150 mM NaCl, 3 mM KCl
a 0.3 mM TMACI (Nicholson a Phillips, 1981). Kontrolni méteni probéhlo v bilé hmoté

kortexu laboratorniho potkana (Sykova a Nicholson, 2008). Po kontrolnim méteni byla
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elektroda zavedena do hydrogelu a byly zméteny difiizni parametry o, A a k* ve tfech mistech
bloku studovaného hydrogelu.

Kiivka udavajici koncentrace iontt TMA" vé&ase byla vyhodnocena pomoci
specializovaného software VOLTORO (Nicholson, nepublikovano) pracujiciho s radialnimi
difiznimi rovnicemi modifikovanymi tak, aby pocitaly s objemovou frakci extracelularniho

prostoru a,, tortuozitou A a mirou nespecifické absorpce ionti TMA™ (k).

3.10 Implantace hydrogeli do michy laboratorniho potkana

Hydrogely byly implantovany 6-mési¢nim samcim laboratornich potkanti kmene
Wistar anestetizovanych pentobarbitalem (50 mg/kg i.p.). VSechny experimenty na zvitatech
byly provadény na zdklad¢ schvéleného projektu pokusti. Vzhledem k délce a narocnosti
opera¢niho vykonu byla podéna premedikace: atropin 0.2 mg s.c. a gentamycin 0.05 mg i.m.
Pocet operovanych zvifat v jedné skupiné byl 5-10, preziti experimentalnich zvifat po
hemisekci do ukonceni experimentu bylo 70 %.

Laminektomie v oblasti Th7-Th9 byla provedena asepticky pod binokuldrnim
opera¢nim mikroskopem (Zeiss). Dura mater byla rozstfizena a ¢ast miSni tkdn¢ v délce 2 mm
na pravé stran¢ michy (hemisekce) nebo v celé¢ Sifce michy (kompletni transekce) byla

disekovana a odstranéna (Obr. 3.6).

Obr. 3.6. Hemisekce michy laboratorniho potkana — vytvorent kavity pro implantaci

hydrogelu.

Do vytvorené kavity jsme implantovali sledovany hydrogel, ktery byl bezprostiedné

pred implantaci pod mikroskopem sefiznut tak, aby jeho délka presné¢ odpovidala délce misni
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léze. Dura mater byla seSita neresorbovatelnym ocnim 10/0 stehem Ethilon® (obr. 3.7) a
operacni rana byla dale uzaviena chirurgickym Sitim po vrstvach.

Operovanému zvifeti jsme na zavér vykonu podali antibiotika (ampicilin 200-400
mg/kg) a analgetika (karprofen 4 mg/kg) a ponechali jsme jej v klidu pti 37°C do odeznéni
anestézie. Do doby obnoveni funkce svéracl jsme provadéli pravidelnou manualni expresi
moci a podavali jsme gentamycin intramuskuldrné jako prevenci uroinfekci. Zvirata byla az
do ukonceni experimentli drZzena v akvariich a dostdvala vodu a granulované krmivo ad

libitum.

Obr. 3.7. Hydrogel v miSe laboratorniho potkana, dura mater sesita.

3.11 Histologie a imunohistochemie

Po ukonceni kazdého pokusu byla experimentdlni zvifata utracena pfedavkovanim
anestetika (pentobarbital sodny) a transkardialné perfundovéana fosfatovym pufrem s pH 7.2 a
paraformaldehydem. Sledovana tkan s implantovanym hydrogelem (mozek, micha) byla
opera¢né vyjmuta a nakrajena na fezy o tloustce 40 um. VéEtsi tloustka fezil, nez je bézné
v histologii bézné¢ pouzivana, byla zvolena proto, aby se na snimku dobie zobrazila
morfologie hydrogelu.

Rezy byly obarveny pomoci standardnich histologickych (barveni kresylovou modii,
hematoxylin-eosin) a imunohistochemickych (protilatky proti NF160, GFAP, RECA, CSPG)
metod, pfi kterych byla nahrazena destilovanad voda fyziologickym roztokem, aby zmény
osmotického tlaku neposkozovaly implantovany hydrogel.

Pro hodnoceni proriistani axoni a astrocytl jsme zkonstruovali semikvantitativni Skalu
(Tab. 3.3), kterou jsme pouzivali pro porovnavani imunohistochemickych nalezii

u jednotlivych implantovanych hydrogelti.
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Stupen Pozorovani

0 Vybézky bunck neproristaji do hydrogelu

1 Malé mnozstvi (méné nez 10) vybézkl bunék prorista na malou vzdalenost do
hydrogelu

) Mnoho vybézkl bunék prortsta do hydrogelu, ale jen na malou vzdalenost (méné
nez 20 pm)

3 Jako predchozi, nékteré vybézky prorustaji ke stfedu hydrogelu (dale nez
500 um)

4 Nachazime vybezky bunék ve sttedu hydrogelu

Tab. 3.3. Semikvantitativni Skdla pro hodnoceni proriistani elementit nervové tkané do

hydrogelii

3.12 Zobrazovani michy magnetickou rezonanci

Blok obratlii s michou byl vyjmut a ex vivo sniman na magnetickém rezonan¢nim
spektrometru (Bruker Biospec 47/20, 4.7T) instalovaném na pracovisti magnetické rezonance
Klinick¢é MR spektroskopie IKEM vybaveném na zakazku zhotovenou povrchovou civkou.
Sagitalni a axialni fezy byly zhotoveny s pouzitim sekvenci R.A.R.E. (rapid acquisition with

relaxation enhancement).

3.13 Obrazova analyza

Histologick¢ a imunohistochemické preparaty byly digitalizovany mikroskopem
vybavenym digitdlni kamerou (Zeiss) a vyhodnoceny pomoci pocitatového programu
MATLAB verze 6 (The MathWorks, Inc.) s vyuzitim rozSifeni pro obrazovou analyzu
(Image analysis toolbox). V nékterych piipadech byla obrazova analyza doplnéna rucnim
odstranénim artefaktd z digitalizovanych snimkd.

Pii kvantifikaci obrazovych dat byly vyuzity dva zakladni algoritmy: denzitometrie a
pocitani objektd. Pfi denzitometrickém hodnoceni ptfevedeme nejprve kazdy obrazovy bod
snimku (pixel) na pomérné cislo, které¢ odpovidd predpokladanému mnozstvi sledovaného
barviva v daném misté preparatu. U fluorescencnich snimku toto ¢islo ziskame ptfimo jako
hodnotu cervené, zelené nebo modré slozky digitalizovaného obrazu. U klasickych
histologickych snimkidi urc¢ime barevny odstin, ktery odpovida pouzitému histologickému
barvivu, a nésledné vypocitame koncentraci barviva z intenzity zastoupeni tohoto odstinu
v barvé pixelu. Poté co zvolime oblast z4jmu, miiZzeme spocitat primérné zastoupeni barviva
v této oblasti.

Pii pocitani objektli jsme nejprve stanovili zdkladni vlastnosti objektl, které nas

zajimaly (naptiklad bunky nebo poéry), zejména jejich tvar a rozmezi velikosti. Poté¢ jsme
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prevedli fluorescenéni nebo histologicky snimek na cernobily a pomoci funkci obrazové
analyzy dilatace a eroze s vhodnymi strukturnimi elementy jsme izolovali zvolené objekty.
Dals$im zpracovanim ¢ernobilého snimku, obsahujiciho izolované objekty jsme ziskali jednak
pocet objektii a jednak jejich plochu; z namétenych dat jsme vypocitali primérnou velikost

objektu.

Obr. 3.8. llustrace Cavalieriho principu. Zelené jsou vyznaceny studované buriky,
Cervené je priklad ctvercove site, modre jsou oznaceny priseciky site, které zasahuji do

bunek. Odhadovana denzita bunék v tomto prikladu je rovna 18%.

Pro urCeni denzity bun¢k na povrchu nanovlakenné vrstvy jsme vyuzivali Cavalieriho
princip (Eves, 1991), ktery je jednim ze zdkladli soucasné stereometrie. Tento princip udava,
ze je mozné aproximovat plochu rovinného utvaru ze série méfeni ve ¢tvercové siti. Povrch
kultiva¢ni misky nebo nanovladkenné vrstvy byl nasnimén digitalni kamerou a analyzovan v
programu MATLAB verze 6 (The MathWorks, Inc.). Ilustrace Cavalieriho principu je na
uvedeném obrazku (Obr. 3.8). Zelené jsou buiky obarvené GFP, Cervené je vyznacena
ctvercova sit. Praseciky site, které zasahuji do buniky, jsou ozna¢eny modie. Denzita bunék
na tomto obrazku je 14 (modfe oznacenych priseciki, které jsou v misté bunky) / 80 (celkovy
podet pruseéiki) = 18%. Cim zvolime hustsi tvercovou sit’, tim je vypodet presnéjsi; pro
ucely analyz denzity bun¢k rostoucich na nanovlakennych nosicich jsme pouzivali hustotu

ctvercové sité¢ odpovidajici rozmériim analyzovanych digitalizovanych obrazkl v obrazovych

bodech.
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Posledni pouzitou metodou obrazové analyzy byl vypocet celkové plochy kavity na
histologickych fezech, ke kterému byl vyuzivan program (Neurolucida, verze 5.05.4). Pro
hodnoceni byl vybran kazdy paty histologicky fez, na kterém byl nejprve rucné zvyraznén
obrys kavity a poté spocten pocet obrazovych bodi nachazejicich se v kavité. Sectenim
plochy na vSech hodnocenych fezech a vynasobenim kalibra¢ni plochou jednoho obrazového
bodu v milimetrech Cctvere¢nich jsme dostali hodnotu, ktera nejlépe umozni porovnat velikost

kavit se slozitym prostorovym tvarem na hodnocenych preparatech.

3.14 Zobrazeni hydrogelu v konfokalnim mikroskopu

Pro urceni trojrozmérné mikrostruktury hydrogelii jsme pouzili konfokalni mikroskop
Leica TCS SP (Obr. 3.9) vybaveny spektralnim detektorem a helium-neonovym a argonovym
laserem. Vzhledem k tomu, ze pouzité¢ materialy nemayji vlastni fluorescenci, byly pozorované
hydrogely na 10 minut ponotfeny do roztoku luciferové Zluti (Lucifer Yellow, Sigma) a poté
na sitku proplachnuty fyziologickym roztokem a pozorovany v konfokalnim mikroskopu.
Molekuly luciferové zluti adherované na povrchu péra hydrogelu po excitaci helium-
neonovym laserem (425nm) vykazovaly obvyklou emisi v pdsmu 528-535nm, ktera byla

detekovana spektralnim detektorem.

Obr. 3.9. Konfokdlni mikroskop Leica TCS SP instalovany v UEM AV CR

Mikroskop Leica TCS SP byl vybaven objektivy s vodni imerzi; to umoznilo sledovat

makroporézni hydrogely piimo ve fyziologickém roztoku. Vyhnuli jsme se tak moznému
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poskozeni wvnitini struktury hydrogeli vznikajicimu pii jejich vysuSeni (nutnému pro
sledovani elektronovou mikroskopii).
Digitalni obrazova data z konfokalniho mikroskopu byla uloZena ve formatu *.TIFF a

zpracovana softwarem pro trojrozmérné vizualizace Amira verze 3.0 (Mercury).

3.15 Statistické metody

Hodnoty vyznamnosti (p) mensi nez 0,05 jsme povazovali za signifikantni, p < 0,01 za
vysoce signifikantni. PouZivali jsme interval spolehlivosti 95%. Pfi porovnavani spojitych dat
s pfedpokladem normalniho rozlozeni byl pouzivan Studentlv t-test. Pfi testovani korelaci

mezi daty byl pouzivan Pearsoniiv korela¢ni koeficient.
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4 Vysledky

4.1 Makroporézni hydrogely na bazi kopolymeri HEMA-MA

Materialy zalozené na hydrogelech z HEMA jsou v mediciné pouzivany jiz od 50. let
minulé¢ho stoleti; béhem této doby byla prokazana jejich biokompatibilita v fad¢ odvétvi
mediciny. Vzhledem ktomu, ze samotny HEMA hydrogel ma zhlediska tkanovych
rekonstrukci CNS pfili§ velkou tvrdost a traumatizoval by okolni tkan, zvolili jsme jako
zéaklad pro hydrogely uréené k implantaci do tkdn¢ CNS kopolymery HEMA-MA.

Pted aplika¢nim vyuzitim téchto materidlii jsme na zakladé namétenych dat vytvofili
model, ze kterého jsme dale vychazeli pfi upfesnovani vlastnosti vyvijenych hydrogel.
Vzhledem k velikosti bunék, vyskytujicich se v nervové tkéani, jsme pro testovani zvolili
velikosti port v fadech desitek mikrometra.

Zavislost objemového zlomku suchého polymeru v rovnovdzné zbotnalém
homogennim, tj. neporéznim hydrogelu na obsahu MA v kopolymeru (hmotnostni %)
znazoriiuje obr. 4.1, ze kter¢ho vyplyva, Ze asi do 5 hmotnostnich % MA v sitovaném
kopolymeru s HEMA je zavislost Zy strmd, od této hodnoty se jiz priliS$ neméni a dosahuje
hodnoty asi 0.05 . Vy$si obsah MA neZ 18 hmotnostnich % jiZ nebylo moZno zméfit, nebot’ se

hydrogel samovolné pii botnéni rozpadal.
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Obr. 4.1. Zavislost objemového zlomku polymeru

v rovnovazné zbotnalém homogennim hydrogelu na obsahu MA v kopolymeru

Pocet porit ve vzorku je mozné spocitat z nasledujiciho vzorce, ve kterém je pnaci

hustota chloridu sodného (2.16 g.cm’), a d stiedni pramér frakcionovanych &astic chloridu
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sodné¢ho (15 um, 40 um a 70 pm). Vy je zméfeny objem zbotnalého vzorku a my,c; je

hmotnost chloridu sodného pouzitého pii pripraveé vzorku:

My

n=
4 d,
—n(2)V

pNaCl3 (2) H
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Obr. 4.2. Zavislosti poctu poru na obsahu MA ve zbotnalém makroporéznim hydrogelu

(0 objemu 1 cm’) pro frakcei chloridu sodného 50-70 um.
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Obr. 4.3. Zavislosti poctu poru na obsahu MA ve zbotnalém makroporéznim hydrogelu

(0 objemu I em’) pro frakci chloridu sodného 30-50 um.

Na obr. 4.2 az 4.4 jsou zndzornény zéavislosti poctu poérti v hydrogelu na obsahu MA
v polymernim fetézci pro tfi riizné frakce pouzitého chloridu sodného. Porozita byla
charakterizovana jako poget pord v 1 cm’ hydrogelu, tj. hustota viech (komunikujicich i

nekomunikujicich) port. Namétené zavislosti odpovidaji vztahu Zy a % MA podle obr. 4.1;
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pfi konstantnim obsahu chloridu sodného v polymeracni smési je hustota poérti dana objemem
hydrogelového vzorku, tj. stupném jeho zbotnani. Protoze stupent zbotnani se od asi 5 %
obsahu MA jiz méni jen mdlo, je v tomto intervalu i vliv obsahu MA maly. Sou€asné porozita
hydrogell strmé roste s klesajicim primérem pouzitych castic chloridu sodného, nebot’ pti

konstantni hmotnosti NaCl v polymeracni smési roste pocet jeho ¢astic.
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Obr. 4.4. Zavislosti poctu poru na obsahu MA ve zbotnalém makroporéznim hydrogelu

(0 objemu 1 cm’) pro frakci chloridu sodného 0-30 um

Celkovy objem poért v jednom centimetru krychlovém hydrogelu (objem vody ve
vSech porech hydrogelu) mize byt spocten ze vzorce:
mH

V,=1-——W——
Pp X 2Ly xVy

kde my je hmotnost zbotnalého vzorku, Vy je jeho objem, Zy je objemovy zlomek
suchého polymeru v rovnovazné zbotnalém homogennim stavu (obr. 4.1) a p, je hustota
suchého polymeru (1.2 g.cm®). Zajimava je zavislost této hodnoty na obsahu MA
v kopolymeru, jak je zndzornéno na obr. 4.5.

Celkovy objem porti je jen malo ovlivnén velikosti pouzitych ¢astic chloridu sodného,
naméiené kiivky se pro jednotlivé frakce liSi jen nevyrazné a pro obsah MA asi 7.5 % jevi
vSechny tfi kiivky vyrazné minimum.

Vydélime-1li ¥y poétem pért v 1 cm’ hydrogelu, ziskame hodnotu ¥7y;, tedy specificky
objem poéru ve vzorku; primér jednoho péru (za zjednodusujiciho predpokladu, ze Castice

chloridu sodného maji tvar koule) spocteme ze vzorce:
3V,
d, =2x3—%
" 4
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Obr. 4.5. Zavislost celkového objemu porii vztazenych na 1 cm’ vzorku ve

zbotnalém hydrogelu na obsahu MA v kopolymeru.

Na obr. 4.6 je ukazana zavislost praméru jednoho péru v makroporéznim hydrogelu na
obsahu MA v kopolymeru, pro vSechny tii frakce chloridu sodného. Z obrazku vyplyva, ze
pramér pdru roste se zvySujicim se obsahem MA v méfeném rozsahu monotoénné, avsak rist
je pon€kud strméj$i pfi vySSim mnozstvi ionogenni slozky v kopolymeru. Povrch poért

hydrogelu (za zjednodusujiciho ptredpokladu, ze ¢astice chloridu sodného maji tvar koule)

2
S = 47r[d—Hj n
2

Nevyrazna minima vykazuji zavislosti celkového povrchu pord (vztazené na 1 cm

muzeme spocitat podle vzorce:

3

vzorku) na obsahu ionogenni slozky v polymeru, jak je ukdzano na obr. 4.5, pficemZ hodnoty
povrchu v celém méfeném rozsahu rostou s klesajici velikosti ¢astic chloridu sodného.
Odhadneme-li pram&my povrch viech porti vztazeny na 1cm® hydrogelu pfi
koncentraci MA v polymeru okolo 7.5 hmotnostnich % na piiblizng 0.1 m* (viz obr. 4.7),
muzeme odhadnout, ze povrch bloku hydrogelu pouzitého déle pro kultivaci bunék a pro
implantaci, ktery méfi 2 x 2 x 2 mm, ma velikost fadové jednotky az desitky ¢tverecnich

centimetrl, v zavislosti na velikosti pouzitych castic NaCl. S rostoucim mnozstvim MA
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v kopolymeru vzriistd hydrofilita a méni se mechanické vlastnosti vzorku; vzorky s vysokym

obsahem MA jsou mé¢k¢i a kiehci, nez vzorky s nizkym obsahem MA.
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Obr. 4.6. Zavislost prumeéru jednoho poru v makroporéznim hydrogelu na obsahu MA

v kopolymeru.

4
S x10°
(cm™)
2
A A
0
0 5 10 15 20

% MA

—— 0-15 um —— 30-60 um —A— 60-90 um

Obr. 4.7. Zavislost celkového povrchu porii vztazeného na 1 cm’ vzorku na obsahu MA

v kopolymeru.
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Na rozdil od zavislosti po¢tu pori na %MA je Vy; jen malo ovlivnén velikosti
pouzitych c¢astic chloridu sodného, namétené kiivky se pro jednotlivé frakce liSi jen
nevyrazn€¢ a pro obsah MA asi 7.5 % jevi vSechny tfi kfivky vyrazné minimum. To lze
vysvétlit nasledovné: s rostouci botnavosti hydrogelu roste tloustka prepazek a tim i celkovy
objem hydrogelu, ktery ma na specificky objem pord negativni vliv. Naproti tomu se ale
zvysuje povrch prepazek spolu s objemem poért, zvySuje Vyi. Oba tyto efekty jsou témét
vyrovnany v oblastech 0-3 % MA a 12—-18 % MA. Vy; na koncentraci kyseliny methakrylové
témét nezéavisi a ma hodnotu okolo 0.5, tj. v makroporéznim hydrogelu je objem polymeru a
port témér stejny pii sledovanych slozeni materialu. Naproti tomu v oblasti kolem 6 % MA
ziejme siln€ prevazuje vliv tloustky prepazek a Vy; tak vykazuje vyrazné minimum, objem

Z naméfenych a spoctenych zavislosti vyplyva, ze optimalni mnozstvi MA
v kopolymeru se pohybuje v oblasti 3 nebo 12 hmotnostnich procent; pfi této koncentraci je
vhodné porozita i vhodné mechanické vlastnosti. Hydrogely s mnozstvim MA v kopolymeru
v oblasti 4 — 8 hmotnostnich procent maji vyhodné¢ mechanické vlastnosti, nicméné jejich

objem port Vy je ptili$ nizky.

Vysledek byl publikovan v ramci prace:

Piadny M, Lesny P, Fiala J, Vacik J, Slouf M, Michalek J, et al. Macroporous hydrogels
based on 2-hydroxyethylmethacrylate. Part 1. Copolymers of 2-hydroxyethylmethacrylate
with methacrylic acid. Collection of Czech Chemical Communication. 2002;68:812-22.

IF (2013) = 1,137, citovano (2015) 33x

4.2 Difazni viastnosti hydrogelit HEMA-MA a HPMA

Znacna Cast déju, které souvisi s regeneraci tkdn€, zavisi na volné difuzi: at’ uz zivin a
kysliku nebo neurotropnich latek a ristovych faktori. Proto je pfi navrhu biomaterialu
vhodného pro regeneraci nervové tkan¢ dulezité vytvofit podminky pro volnou difuzi
nizkomolekularnich latek.

Standardni metodou pro meéfeni difuznich vlastnosti v tkani centralniho nervového
systému je metoda méfeni difize ionth TMA" v realném &ase (Nicholson a Phillips, 1981;
Nicholson a Sykova, 1998; Sykova a Nicholson, 2008). Touto metodou je mozné ziskat
hodnoty objemové frakce a, kterd odpovida podilu tkdné (nebo biomateridlu), ve kterém

probiha difuze iontl, a tortuozity A, ktera vyjadiuje ptitomnost prekazek, které brani difuzi.
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Difuzni parametry byly méfeny ve vzorcich s 3 — 15% MA. Hodnoty objemového
podilu o namétené v pripravenych hydrogelech byly vzdy vyrazné vyssi nez hodnoty Vy; a
pohybovaly se mezi 0.75 a 0.96. Hodnoty difiznich parametri u métenych vzorkd jsou
v tabulce 4.1.

Hodnoty absorpce iontit TMA" k* se u vSech vzork®i pohybovaly na spodni hranici

méfitelnosti (méné nez 107); ionty TMA" tedy nepronikaji vyznamné do hydrogeli.

Vzorek Cislo %MA Velikost poru o A

10.10.1 11.30 0-30 um 0.75+0.02 1.05+0.02
10.10.2 3.37 0-30 um 0.90 + 0.08 1.11 +£0.01
10.10.4 8.62 0-30 um 0.79 £ 0.08 1.03 +0.03
10.10.5 6.39 0-30 um 0.90 +0.05 1.04 + 0.04
10.10.6 14.8 0-30 um 0.81£0.10 1.02 +0.02
10.11.1 11.30 50-90 um 0.95+0.06 1.01 £0.01
10.11.2 3.37 50-90 um 0.86 +0.08 1.06 + 0.02
10.11.4 8.62 50-90 um 0.87 +0.09 1.03 +0.02
10.11.5 6.39 50-90 um 0.82+£0.03 1.00 +0.02
10.11.6 14.8 50-90 um 0.86 +0.02 1.02 +0.01
10.1.2 11.30 30-50 um 0.96 +0.03 1.03 +0.01
10.1.2.1 6.39 30-50 um 0.78 £ 0.04 1.01 +£0.02
10.1.2.2 8.62 30-50 um 0.85+0.11 1.06 + 0.02
10.1.2.4 3.37 30-50 um 0.91 +0.08 1.10 £ 0.02
10.1.2.5 14.8 30-50 um 0.75 £ 0.07 1.04 +0.04

Tab. 4.1. Difuzni parametry hydrogelii na bazi HEMA-MA v zavislosti na velikosti porii a
obsahu MA v kopolymeru.

Nameétené hodnoty jsme porovnavali s makroporéznim hydrogelem na bazi HPMA
pripravenym srazeci polymeraci a popsanym diive (Woerly et al., 1999; Woerly et al., 1998),
ve kterém byly hodnoty objemového zlomku o rovny 0.80 £ 0.01 a hodnoty tortuozity A
rovny 1.13 + 0.01. Nebyla nalezena zadna statisticky vyznamna zavislost mezi velikosti pora,
celkovym objemem pori, obsahem kyseliny methakrylové a difuznimi parametry (Tab. 4.2).

Za ptredpokladill, ze pripravené hydrogely obsahuji pouze komunikujici péry a difuze
se uplatiiuje pouze prostfednictvim téchto poért, mély by byt hodnoty Vy; a objemového
podilu a totozné. Vzhledem k tomu, Ze tato totoZnost prokazana nebyla a o > Vy;, usuzujeme
na to, ze ast port v hydrogelech je nekomunikujici a difize TMA" probiha ¢astecné i pies

pfepazky mezi pory. Hodnoty tortuozity se u vSech vzorka blizily k jedné; tento vysledek
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naznacuje jen velmi malé mnozstvi prekazek, které kladou hydrogely difizi malych kationtt,

napiiklad TMA" napf. ve srovnani s mozkovou tkani (obr. 4.17).

Pearsoniv korela¢ni koeficient o A
%MA -0.163 (p = 0.56) -0.384 (p=0.16)
Velikost poru 0.241 (p =0.39) -0.357 (p =0.19)
Vvi -0.153 (p=0.59) 0.028 (p =0.92)

Tab. 4.2. Korelacni koeficienty mezi velikosti porii, obsahem MA v kopolymeru a difuznimi

parametry hydrogelu

Vysledek byl publikovan v ramci prace:

Lesny P, De Croos J, Ptadny M, Vacik J, Michélek J, Woerly S, et al. Polymer hydrogels
usable for nervous tissue repair. Journal of Chemical Neuroanatomy. 2002 May;23(4):243-7.
IF (2013) = 2.520, citovano (2015) 75x%

4.3 Elektronova mikroskopie hydrogelit HEMA-MA

Standardni metodou pozorovani povrchi hydrogelll je environmentdlni rastrovaci
elektronova mikroskopie ESEM (pfistroj AQUASEM). Mirnym nedostatkem této metody je
nutnost umisténi vzorku do fidkych vodnich par, ve kterych mize dojit ke zméné struktury
oproti struktuie ve fyziologickém roztoku.

Piiklad zobrazeni hydrogelu s obsahem 11.3 % MA a frakci NaCl 50-90 um
mikroskopem AQUASEM je na obrazku 4.8, ze kter¢ho je zietelné¢ patrné, Ze pory
v hydrogelu jsou komunikujici.

Mikrofotografie hydrogelu pofizend pomoci elektronového mikroskopu AQUASEM
ukazuje vysokou koncentraci komunikujicich pért v hydrogelech. Vysledky vSak mohou byt
zkreslené castenym vakuem, ve kterém jsou vzorky umistény. Proto jsme doplnili
pozorovani hydrogelli i o jejich zobrazeni ve vodném prostfedi pomoci konfokalniho

mikroskopu.
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Obr. 4.8. Struktura hydrogelu s obsahem 11.3 % MA a frakci NaCl 50-90 um pozorovand
pomoci mikroskopu AQUASEM.

4.4 Konfokalni mikroskopie hydrogelit HEMA-MA a HPMA

Konfokdlni mikroskop umoziiuje pozorovat mikrostrukturu pfipravenych hydrogelt
v prostiedi, které nedeformuje jejich strukturu, tj. pfimo ve fyziologickém roztoku.
Elektronicky snimac¢ je mozné zaostfit na danou rovinu vzorku a snimat fluorescenci, ktera
ma svlj zdroj v této rovin€. Skladanim obrazli zjednotlivych rovin vzorku poté vznika
vysledny obrézek, ktery ilustruje strukturu vzorku, aniz by byl rozostfen vlivem ohniskové
vzdalenosti.

Na obr. 4.9 az 4.11 jsou zobrazeny jednoduché rekonstrukce hydrogelti s 8.62 % MA a
odliSnymi frakcemi chloridu sodného. Ackoliv tyto rekonstrukce mohou piipominat
trojrozmérné zobrazeni, je barva kazdého obrazového bodu (pixelu) vytvorena jako prosty
pramér fluorescence pod nim lezicich prostorovych obrazovych boda (voxelil) a nezobrazuji
zcela spravné vztahy mezi objekty lezicimi vepiedu a objekty v zadni rovin€ (srovnejte s obr.

4.12, na kterém je 3D rekonstrukce).

Vysledek byl publikovan v ramci prace:

Ptadny M, Lesny P, Fiala J, Vacik J, Slouf M, Michalek J, et al. Macroporous hydrogels
based on 2-hydroxyethylmethacrylate. Part 1. Copolymers of 2-hydroxyethylmethacrylate
with methacrylic acid. Collection of Czech Chemical Communication. 2002;68:812-22.

IF (2013) = 1.137, citovano (2015) 33x
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Obr. 4.9. Zobrazeni hydrogelu s obsahem 8.62% MA a frakci NaCl 0-30 um, pomoci

konfokalniho mikroskopu (priimérna intenzita). Méritko = 40um.

Obr. 4.10. Zobrazeni hydrogelu s obsahem 8.62% MA a frakci NaCl 30-50 pm, pomoci

konfokalniho mikroskopu (primérna intenzita). Méritko = 40um.
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Obr. 4.11. Zobrazeni hydrogelu s obsahem 8.62% MA a frakci NaCl 50-90 pm, pomoci

konfokalniho mikroskopu (primeérna intenzita). Méritko = 40um.

4.5 Porozimetrie pomoci konfokalniho mikroskopu

Data potizena pomoci konfokalniho mikroskopu je mozné zpracovat pomoci obrazové
analyzy, s cilem ptesnéjsi vizualizace vzorkt, piipadné objektivizovani morfologickych prvki
vzorku (naptiklad velikosti porti v hydrogelu).

Na obr. 4.12 jsou srovnany prostorové rekonstrukce hydrogeld se stejnou primérnou
velikosti pord, ale lisici se obsahem MA. Z namétenych dat vyplyva, Ze pti zachovani stejné
velikosti porti je nezbytné brat do uvahy i tloustku ,,pfepazek mezi pory*. Z tohoto hlediska je
vyznamny celkovy objem porti vztazeny na objemovou jednotku hydrogelu (parametr Vv,
viz obr. 4.5).

DalSim z moznych vyuziti dat ziskanych pomoci obrazové analyzy konfokalnich
obrazkt je vypocet prostorovych parametri hydrogelu, naptiklad stfedniho priiméru poru dy.
Tento parametr byl zvolen pro kompatibilitu s na§im modelem (viz graf na obr. 4.4). Vztah
mezi dy (spoCteny stiedni primér poru) a dx (stiedni primér poéru ziskany obrazovou

analyzou) je na obrazku 4.13.
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Obr. 4.12. Prostorova rekonstrukce hydrogelu s porozitou 30-50 yum a
obsahem MA 3.37% (A) a 8.62% (B). MéFitko = 100um

100

0 20 40 60 80 100
dk, pm

Obr. 4.13 — korelace mezi prumérnou velikost poru spoctenou z modelu a priumérnou velikosti

poru ziskanou pomoci obrazové analyzy

Obrazova analyza obrazkul, potizenych pomoci konfokdlniho mikroskopu umoznuje
relativné presné zméfit velikost porti v hydrogelu. Porovnani dy (spocteny stfedni primeér
poru) a dg (stfedni primér péru ziskany obrazovou analyzou) ukdzalo statisticky vyznamnou
korelaci mezi témito hodnotami (dy = 1.076xdg, R* = 0.842), ktera potvrdila platnost nami

navrzeného modelu makroporézniho hydrogelu, popsan¢ho v oddilu 4.1.
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Vysledek byl publikovan v ramci prace:

Ptadny M, Lesny P, Fiala J, Vacik J, Slouf M, Michalek J, et al. Macroporous hydrogels
based on 2-hydroxyethylmethacrylate. Part 1. Copolymers of 2-hydroxyethylmethacrylate
with methacrylic acid. Collection of Czech Chemical Communication. 2002;68:812-22.

IF (2013) = 1.137, citovano (2015) 33x

4.6 Rust MSC v hydrogelu na bazi kopolymeru HEMA-MA

Interakce biomaterialu s bunkami v prostiedi in vitro nam poskytne cenné informace
o biokompatibilité testovanych vzorka. Pfi pozorovani ristu bunék uvniti implantat nas také
zajim4, zda proniknou buiiky do stiedu implantitu a zda jsou schopné v implantatu prezivat.
Pti vyuziti hydrogeli k terapii miSniho poranéni se pocitd s moznosti jejich preimplanta¢niho
osidleni podplirnymi bunéénymi typy, napiiklad MSC nebo buiikami olfaktorické glie.

Pti testovani biokompatibility pfipravenych hydrogeli jsme zvolili MSC, jako
typického predstavitele bunécné linie, kterou by mohly byt hydrogely pfed implantaci do
miSniho poranéni osidleny. MSC vylucuji fadu ristovych faktori a experimentdlné byl
opakované prokazan jejich neuroprotektivni (Kim et al., 2008) a antiapoptoticky (Nagaya et
al., 2005) tcinek.

Pozorovali jsme rist MSC v ndmi pfipraveném hydrogelu. Pro tcely tohoto pokusu
byl zvolen vzorek 10.1.2.4 (viz tab. 4.1) s porozitou 30-50 um obsahujici 3.37 % MA (obr.
4.12 A). Na obr. 4.14 a 4.15 jsou zobrazeny bunky na fezu hydrogelem tfeti a desaty den

kultivace.

Obr. 4.14. Prehledny obrazek znazornujici riist MSC v hydrogelu 10.1.2.4. treti den kultivace.
Cervené jsou zobrazeny buiiky (barveny PKH26-GL). Mévitko = 800um.
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Obr. 4.15. Prehledny obrazek znazornujici riist MSC v hydrogelu 10.1.2.4. desaty den
kultivace. Cervené jsou zobrazeny buiiky (barveny PKH26-GL). MéFitko = 800 um.

MSC kultivované v hydrogelu piezivaly do 10. dne kultivace, jejich pocet

v hydrogelech vzristal (obr. 4.16 A). Buiiky si zachovavaly kulaty tvar; mikroskopicky bylo
mozné zachytit i d€lici se bunky (obr. 4.16 B).

N

A B
Obr. 4.16. A. MSC barvené PKH26-GL (cervené) ve stiedu hydrogelu 10. den kultivace —

vysoka denzita bunék, které si udrzuji kulovity tvar. Méritko = 100 um. B. Detail délici se

bunky barvené PKH26-GL (cervené) ve stredu hydrogelu 10. den kultivace. Méritko = 50 um.

Ptitomnost bun¢k ve stiedu implantitu prokazuje existenci komunikujicich péra
dostatec¢né velikosti, které dovoluji prinik bun€k od povrchu az do stfedu implantatu. Nartst
poctu bunék ve stiedu hydrogelu a jejich pfiblizné homogenni distribuce 10. den kultivace

naznacuje moznost pohybu bun¢k v hydrogelu.
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V pozorovaném pokusu MSC priezivaly v hydrogelu podobné jako v suspenzi —
udrzovaly si kulaty tvar a neadherovaly k povrchu biomateridlu. Vzhledem k vysoké
kortexu laboratorniho potkana, abychom studovali jejich interakci stkdni CNS. Pory
hydrogelu, pozorované v tomto pokusu (obr. 4.16 B) byly v porovnani s velikosti bun¢k pfilis

veliké, proto jsme pro dalsi pokusy zvolili vzorek s nizsi velikosti port.

4.7 Implantace hydrogeli HEMA-MA a HPMA do kortexu
laboratorniho potkana

Pro ovéfeni biokompatibility ptipravenych hydrogelta v prostiedi in vivo jsme zvolili
jejich implantaci do klry mozkové laboratorniho potkana; pozorovali jsme reakci okolni
tkan¢ na implantovany hydrogel. Porovnavali jsme nami pfipravené hydrogely na bazi
HEMA-MA s porozitou 0-30 um, obsahem MA 12 % a mechanickymi vlastnostmi shodnymi
s mozkovou tkani s hydrogelem na bazi HPMA, ptipravenym metodou sraZeci polymerace.

Vsechny implantované hydrogely jiz 1 mésic po implantaci adherovaly k nervové
tkani (obr. 4.17). V nékterych ptipadech doSlo pii manipulaci se vzorkem k vytrzeni
hydrogelu zmozkové tkané; v takovych piipadech zlstavala v kontaktu stkani pevné

adherujici rezidua hydrogelu.

Obr. 4.17. Mozek laboratorniho potkana s implantovanym hydrogelem HEMA-MA (Sipka).

Pfestoze jsme pozorovali vrustani tkdné do obou porovnavanych hydrogelt, lisily se materialy
od sebe charakterem vristajici tkan€ a jejim vztahem k biomateridlu. V hydrogelech na bazi

HPMA vristalo vétsi mnozstvi bun¢k do hydrogelu, ktery jimi byl zcela vyplnén: cely blok
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hydrogelu obsahoval vysoce bunéénou tkan s charakterem fidkého vaziva, ve kterém jsme
nalezli probihajici krevni cévy. Hydrogel byl ohraniCen vietenovitymi buiikami, jejichz
podélna osa byla rovnobézna s okrajem hydrogelu (obr. 4.18 B, D).

Oproti tomu hydrogel na bazi HEMA-MA obsahoval vyrazné niz$i podil bunék;
vristajici bunky byly organizovany v pruzich odpovidajicich pfiblizné¢ makroskopické
struktue prepazek hydrogelu. Hydrogel nebyl opouzdien (obr. 4.18 A, C). V blizkosti

implantovanych hydrogell jsme nepozorovali reakci na cizi téleso ani lymfocytarni infiltraci.

Obr. 4.18. Histologie a imunohistochemie hydrogelit na bazi HEMA-MA (A,C) a hydrogelii
na bazi HPMA (B,D) implantovanych do kortexu laboratorniho potkana. Meévitko = 100um.
A, B — barveni kresylovou modri C, D — barveni protilitkou anti-GFAP + dAB. Sipkou je

oznacena céva vrustajici do hydrogelu.

Do obou typt hydrogelt (HEMA 1 HPMA) vristaly GFAP pozitivni vybézky
astrocytl (obr. 4.19); v obou dvou ptipadech jejich vristani sledovalo pribéh pruhti bunék
ostatni tkdn€ vrustajicich do hydrogelu.

Obrazovou analyzou preparatii barvenych fluorescencni protilatkou proti GFAP jsme
objektivizovali vrlstani astrocytli do obou porovnavanych hydrogeld. Presto, Ze vrlstani

tkan¢ do hydrogelli na bazi HEMA-MA a HPMA bylo vyrazné odlisné, z grafu vyplyva, Ze
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vristani astrocyti do hydrogelu (vyjadiené jako celkova plocha zaujimana jejich vybézky) se
v obou dvou sledovanych hydrogelech nelisi (Obr. 4.20). Vybézky neurond, barvené
protilatkou proti NF-160 se sporadicky objevovaly v obou porovnavanych hydrogelech
(Obr. 4.21).

HEMA-MA HPMA

Obr. 4.19. Vybezky astrocytii barvené protilatkou proti GFAP v hydrogelu.

Meritko = 200 um. A,B — do hydrogelii 1 mésic po implantaci vriistaji vybezky astrocyti.

C, D — 2 mésice po implantaci zasahuji vybéezky astrocytii dale do stredu hydrogelu.

HEMA-MA
50um” | e HPMA
40um?
30um®
20um?
10um’® I -
4 tydny 8 tydnu

Obr. 4.20. Plocha zaujimana GFAP pozitivnimi vybézky astrocytii v hydrogelech 4 a 8 tydnii

po implantaci.
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Pii porovnani nami vybranych hydrogelii na bazi HEMA-MA a hydrogelu na bazi
HPMA jsme ovétili biokompatibilitu hydrogelt na bazi HEMA-MA. Zatimco vybézky
neuronll se objevovaly sporadicky v obou implantovanych hydrogelech, nalezli jsme mezi

obéma hydrogely znac¢né rozdily ve vrastani tkané a astrocyta.

Obr. 4.21. Vybezky neuronii barvené protilatkou proti NF160 (zelené),; na pozadi je videt
struktura hydrogelu HEMA-MA. Meritko = 50 um.

Na zaklad¢ naSich vysledkli jsme se rozhodli modifikovat strukturu makroporéznich
hydrogelt na bazi HEMA tak, abychom dosahli vétsi miry vristani tkanovych elementd, které

by se staly zdkladem nové vytvotené tkan¢ v hydrogelu.

Vysledek byl publikovan v ramci prace:

Lesny P, De Croos J, Pfadny M, Vacik J, Michalek J, Woerly S, et al. Polymer hydrogels
usable for nervous tissue repair. Journal of Chemical Neuroanatomy. 2002 May;23(4):243-7.
IF (2013) = 2.520, citovano (2015) 75x

4.8 Difazni vlastnosti implantovanych hydrogeli HEMA-MA a
HPMA in vivo
Vzhledem ktomu, ze difuzi iontt TMA" je mozné méfit in vivo, miZeme
prostiednictvim difuznich méteni sledovat postup a miru vristani tkané do implantovanych

hydrogeld. Mé&fili jsme zménu difaznich vlastnosti hydrogelt na bazi HPMA a HEMA-MA
pied a po jejich implantaci do kortexu laboratorniho potkana (Obr. 4.22).
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V hydrogelech na bazi HPMA jsme po implantaci pozorovali snizeni objemové frakce
a nardst tortuozity (tab. 4.2). V hydrogelech na bazi HEMA-MA s porozitou 0-30 um a
obsahem MA 12 % nedoslo po implantaci k zddné zmén¢ difuznich parametrd; tento nalez je

ve shodé s pozorovanim, ze do hydrogelu nevriistaji tkanové elementy.
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Obr. 4.22. Usporadani pokusu pro mérent difuznich viastnosti hydrogelii v kortexu
laboratorniho potkana. A. usporadani elektrod, B. difuzni kiivky porovnavajict difuzi

v hydrogelu s difuzi v agaru a v nervové tkani v provadeéném experimentu.

Nase pokusy prokazaly, Ze je mozné vyuzit difizni méfeni TMA" ke sledovani vristani
tkané do hydrogelt in vivo. Tuto metodu je tedy mozné pouzit nejen k odliSeni hydrogelii, do
kterych vrustaji tkanové elementy od hydrogelt, u kterych ke vristani tkané nedochazi, ale i

ke sledovani casového pritbéhu ,,zaplnovani*“ hydrogelu vristajici tkani.

pired implantaci po implantaci do kortexu
o A o A
HEMA-MA 0.46 £ 0.01 1.00 £ 0.01 0.46 £ 0.01 1.00 £ 0.01
HPMA 0.87 £0.01 1.05 £0.01 0.34 £0.01 1.69 £ 0.03

Tab. 4.3. Zmeny difuznich viastnosti hydrogelu na bazi HEMA-MA a hydrogelu na bazi
HPMA po implantaci do kortexu laboratorniho potkana

Vysledek byl publikovan v ramci prace:

Lesny P, De Croos J, Pradny M, Vacik J, Michélek J, Woerly S, et al. Polymer hydrogels
usable for nervous tissue repair. Journal of Chemical Neuroanatomy. 2002 May;23(4):243-7.
IF (2013) = 2.520, citovano (2015) 75x
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4.9 Hydrogely na bazi kopolymeru HEMA s kladnym elektrickym
nabojem

Zakladnim rozdilem, ktery jsme pozorovali mezi hydrogely na bazi kopolymert
HEMA a hydrogely na bazi HPMA byla mira vristani tkanovych elementi do hydrogelu.
Ukazalo se, Zze je nezbytné modifikovat vlastnosti nami ptipraveného hydrogelu tak, aby
dochazelo ke zvySeni jeho afinity pro buiiky a tkanové elementy.

Na zaklad¢é pozorovani, ze buniky pfi adhezi preferuji kladné nabité povrchy (Qiu et
al., 1998; Schneider et al., 2004) jsme rozhodli o modifikaci nami ptipravenych hydrogelt
prostiednictvim kopolymerizace s kovalentn¢ vazanou kvarterni amoniovou soli, ktera zajisti
kladny naboj povrchu hydrogelu. VUMCH AV CR, v.v.i. byly piipraveny kopolymery
HEMA-MOETACI s kladnym elektrickym nabojem, HEMA-MA-MOETACI s kladnym i
zapornym elektrickym nabojem a polyelektrolytové komplexy HEMA-MA s linedrnim poly-
MOETACI, ve kterych jsou kladné naboje MOETACI ,blokovany™ vazbou na zaporné
nabitou MA.

Pted vyuzitim téchto materidld v in vitro nebo in vivo pokusech jsme na zdkladé
namétfenych dat vytvotili model, ze kterého jsme dale vychéazeli pfi upfesnovani vlastnosti
vyvijenych hydrogelt.

Zavislost objemového zlomku suchého polymeru v rovnovdzné zbotnalém
homogennim, tj. neporéznim hydrogelu na obsahu MA v kopolymeru (hmotnostni %)
znazoriuje obr. 4.23.

0,6
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0,2 1

% kopolymeru

¢ HEMA-MOETACI ® HEMA-MA-MOETACI A HEMA-MA pMOETACI

Obr. 4.23. Zavislost objemového zlomku polymeru v rovnovazné zbotnalém homo-

gennim hydrogelu na obsahu MA v kopolymerech.
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Na obrazku 4.24 je zobrazena zdvislost poctu pori na obsahu kopolymeru pro
jednotlivé hydrogely obsahujici kladné nabité skupiny MOETACI a pro prostiedni frakci
chloridu sodného (30-50um) a vyslednd zavislost celkového objemu porit v hydrogelu Vv je

na obrazku 4.25.

nx10° 40 -
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Obr. 4.24. Zavislosti poctu porit na obsahu kopolymeru (MA, MOETACI) ve zbotnalém
makroporéznim hydrogelu pro frakci chloridu sodného 30-50 um.
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Obr. 4.25. Zavislost celkového objemu pori Vy na obsahu kopolymeru v makroporéznim

hydrogelu pro frakci chloridu sodného 30-50 pm.
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Na rozdil od hydrogelt zalozenych na kopolymerech HEMA-MA (mezi které patii i
polyelektrolytové komplexy HEMA-MA poly-MOETACI) jsme u kopolymeri HEMA-
MOETACI a HEMA-MOETACI-MA nepozorovali v oblasti koncentrace MA cca 6%
vzrustani tloustky piepazek mezi pory. Zména velikosti pdéri v rozmezi pfijatelné
koncentrace kopolymeru (3-10%) byla zanedbatelna. Pro dalsi pokusy jsme zvolili hydrogely

s obsahem kopolymeru 9,94 molarnich procent.

Vysledek byl publikovan v ramci prace:

Piadny M, Lesny P, Vacik J, Slouf M, Michalek J, Sykova E. Macroporous hydrogels based
on 2-hydroxyethyl methacrylate. Part 2: Copolymers with positive and negative charges,
polyelectrolyte complexes. Journal of Materials Science: Materials in  Medicine.
2005;16(8):767-73.

IF (2013) = 2.379, citovano (2015) 23x

4.10 Elektronova a konfokalni mikroskopie hydrogeli s kladnym
elektrickym nabojem
Hydrogely na bazi HEMA s odliSnym elektrickym nabojem a s odliSnou porozitou
jsme pozorovali v environmentalnim elektronovém mikroskopu AQUASEM a v konfokalnim
mikroskopu. Cilem bylo ovéfit morfologii poérd v hydrogelu, zejména ptitomnost

komunikujicich pért, a jeji odliSnosti u jednotlivych hydrogeld.

Obr. 4.26. Hydrogely s porozitou 50-90 um pozorované mikroskopem AQUASEM.
A. Kopolymer HEMA-MOETACI, B. Kopolymer HEMA-MA-MOETACI, C. polyelektrolytovy
komplex (HEMA-MA poly-MOETACI).

Mikrofotografie hydrogelti s porozitou 50-90 um a obsahu kopolymeru 9.94 moléarnich
procent potfizené mikroskopem AQUASEM jsou na obrazku 4.26, na kterém vidime vyrazné

odli$nosti morfologie, zejména u polyelektrolytovych komplext (Obr. 4.26 C).
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Trojrozmérné rekonstrukce jednotlivych hydrogelit (HEMA-MOETACI, HEMA-MA-
MOETACI, polyelektrolytové komplexy) pro vSechny rozsahy porozity (0-30 um, 30-50 um a

50-90 pum) potizené konfokalnim mikroskopem jsou na obrazku 4.27.

HEMA-MOETA HEMA-MA pol

Obr. 4.27. Jednotlivé typy hydrogelii pozorované v konfokalnim mikroskopu. A,B,C: porozita
50-90 um, D,EF: porozita 30-40 um, G,H,1: porozita 0-30 um.

Morfologie vSech studovanych hydrogelti potvrdila nase ocekavani ptitomnosti
komunikujicich pért a relativni shody mezi jednotlivymi typy hydrogelt s odliSnym
elektrickym ndbojem na povrchu. Pfi srovndni zobrazeni v elektronovém (AQUASEM) a
v konfokalnim mikroskopu jsou u hydrogelll vystavenych nizkému vakuu poruseny nékteré —
zejména ty tenké — prepazky mezi pory; neporusené piepazky, které mohou ovliviiovat
vrustani bunék, jsou vSak dobfe pozorovatelné pii zobrazeni konfokalnim mikroskopem.
Vzhledem k tomu, Ze Castecné odstranéni vody vlivem vakua pouzivané¢ho pii elektronové

mikroskopii vede u hydrogeld k poruseni piepazek a ke zméné pozorované struktury, je
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vyuziti konfokalniho mikroskopu a pozorovani hydrogeli ve vodném prostfedi mnohem

piinosnéjsi.

Vysledek byl publikovan v ramci prace:

Pitadny M, Lesny P, Vacik J, Slouf M, Michalek J, Sykova E. Macroporous hydrogels based on 2-
hydroxyethyl methacrylate. Part 2: Copolymers with positive and negative charges, polyelectrolyte
complexes. Journal of Materials Science: Materials in Medicine. 2005;16(8):767-73.

IF (2013) = 2.379, citovano (2015) 23x

4.11 Rast MSC v hydrogelech s kladnym elektrickym nabojem

Hodnoceni rastu bunék v hydrogelu v prostiedi in vitro je cennym néstrojem jednak
pro urceni biologickych vlastnosti hydrogelu, jednak pro vyhodnoceni moznosti in vitro
osidleni biomateridlu bunkami pfed implantaci. V pokusu jsme srovnavali rast bunck
v jednotlivych hydrogelech s odlisnym povrchovym polarnim nabojem (HEMA-MA, HEMA-
MOETACI, HEMA-MA-MOETACI a HEMA-MA poly-MOETACI). Bunky jsme
v hydrogelech kultivovali po dobu 28 dni.

6 1 . —— HEMA-MA
HEMA-MA-MOETACI
" HEMA-MOETACI

—+— HEMA-MA pMOETACI

N
1

o

Pocet bunék (1000/mm?2)

02 7 14 28
Den kultivace
Obr. 4.28. Priumérny pocet bunék na rezu hydrogelu u jednotlivych skupin hydrogelu (HEMA-
MA, HEMA-MOETACI, HEMA-MA-MOETACI a HEMA-MA poly-MOETACI). Hvezdicka
oznacuje statisticky vyznamnou odlisnost hydrogelu HEMA-MOETACI od vSech ostatnich

typu.

Celkovy pocet bun€k na fezu hydrogelu, ktery je dobrym ukazatelem osidleni
hydrogelu buiikkami, je na obrazku 4.28. Absolutné nejvySsi pocet bunék byl naméten
v hydrogelu na bazi HEMA-MOETACI od 2. dne kultivace.

Pti hodnoceni ristu bunék v hydrogelech jsme nalezli zajimavou zavislost mezi

osidlenim hydrogelu bunikami a typem povrchového naboje, kterd se nejvice manifestovala
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sedmy den kultivace (Obr. 4.29). V hydrogelech nesoucich nestinény kladny povrchovy naboj
(HEMA-MOETACI a HEMA-MA-MOETACI) jsme pozorovali vyraznéjsi rust bunck
v okrajové vrstvé hydrogelu; mnozstvi bunék ve stfedu hydrogelu bylo v jednotlivych

skupinach podobné.

Obr. 4.29. Rust mezenchymovych bunék barvenych PKH26-GL v makroporéznich
hydrogelech na bazi HEMA s porozitou 50-70 um 7. den kultivace. A. Hydrogel HEMA-MA,
B. Hydrogel HEMA-MOETACI, C. Hydrogel HEMA-MA-MOETACI, D. Hydrogel HEMA-MA
poly-MOETACI (polyelektrolytovy komplex). Meéritko = 500 um.

Pouziti obrazové analyzy ndm umoznilo objektivizovat naSe pozorovani a porovnat
mnozstvi bun€k v centralni a okrajové zon¢ pozorovanych hydrogelt (obr. 4.30). U hydrogela
nesoucich kladné elektrické naboje (ne vSak u polyelektrolytovych komplext, u kterych byl
kladny elektricky néboj stinény) jsme nalezli od 2. dne kultivace signifikantni rozdil mezi

poctem bunék v okrajové a centralni zon¢ hydrogelu.



HEMA-MA HEMA-MOETACI

LN

—e— Stfed
—— Okraj

w

—_
1

o

Pocet bunék (1000/mm?2)
N

Podet bunék (1000/mm?2)
N

02 7 14 28 6 2 7 1I4 2I8
Den kultivace Den kultivace
HEMA-MA-MOETACI HEMA-MA pMOETACI

NN
FN

w
*

w
1

-

|

o

02 7 14 28 02 7 14 28
Den kultivace Den kultivace

o

Pocet bunék (1000/mm?)
N
*

Pocet bunék (1000/mm?2)
N

Obr. 4.30. Rust mezenchymovych bunék v makroporéznich hydrogelech na bazi HEMA
s porozitou 50-70 um. A. Hydrogel HEMA-MA, B. Hydrogel HEMA-MOETACI, C. Hydrogel
HEMA-MA-MOETACI, D. Hydrogel HEMA-MA poly-MOETACI (polyelektrolytovy komplex).

Nartst poctu bun¢k ve vSech sledovanych hydrogelech od pocatku kultivace az do 7.
dne je pravdépodobné zplsoben ristem bunék v hydrogelu; zajimavy je ubytek, ke kterému
dojde ve vSech piipadech mezi 7. a 14. dnem kultivace. Ovéfili jsme, ze tento ubytek neni
artefaktem zpisobenym obrazovou analyzou; jeho nejpravdépodobnéjsi pfi¢inou se zda
dosaZeni limitu pro vyzivu bun¢k v hydrogelu, které se projevi snizenim jejich poctu a dale
udrzovanim populace v hydrogelu na urcité urovni. Rozdil v mnozstvi bunék mezi stfedovou
a okrajovou vrstvou si vysvétlujeme jednak vyssi dostupnosti zivin na periferii hydrogelu,
ktera urychluje rist a déleni bun¢k a dale tim, ze snizend adheze bunék v hydrogelech
HEMA-MA a polyelektrolytovych komplexech spolu s pohybem tekutiny vzniklym napftiklad

pfi dolévani média napomohla ndhodnému rozmisténi bunck v bloku hydrogelu.
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Z nélezu limitu pro kultivace bunék u implantati milimetrovych rozméra vyplyva také
nutnost — v piipad¢ implantati vétSich rozmért osazenych bunkami — jejich kultivace
v prostiedi, které zajisti vysS$i pfisun zivin i pro builkky ve stfedu implantitu. Toho lze

dosahnout vyuzitim bioreaktoru, nebo perfuzi implantatu kultivacnim médiem.

Vysledek byl publikovan v ramci prace:

Lesny P, Pradny M, Jendelova P, Michélek J, Vacik J, Sykovd E. Macroporous hydrogels
based on 2-hydroxyethyl methacrylate. Part 4. Growth of rat bone marrow stromal cells in
three-dimensional hydrogels with positive and negative surface charges and in polyelectrolyte
complexes. Journal of Materials Science: Materials in Medicine. 2006 Sep;17(9):829-33.

IF (2013) = 2.379, citovano (2015) 31x

4.12 Difazni

nabojem

charakteristiky hydrogeli s kladnym elektrickym

Vzhledem k jiz zminovanému vyznamu difize v implantovanych biomateridlech jsme
1 u pfipravenych hydrogel na bazi HEMA s odlisSnym elektrickym nébojem zméfili difuzni
parametry in vitro. Méteni jsme provedli jak u hydrogelii bez bun€k, tak — v ptipadé

hydrogelt HEMA-MA a HEMA-MOETACI — 14. den kultivace MSC v hydrogelech.

o A
HEMA-MA 0.879 £ 0.014 1.074 + 0.006
HEMA-MOETACI 0.993 + 0.087 1.021 = 0.047
HEMA-MA-MOETACI 0.770 £ 0.005 1.040 +£0.010
HEMA-MA poly-MOETACI 0.874 +0.031 1.145+0.017
Tab. 4.4. Srovnani difuznich viastnosti hydrogelii na bazi HEMA.
stied okraj
o A a A
HEMA-MA 0.774 £ 0.029 1.045+£0.013 | 0.787 £ 0.044 1.045 +0.006
HEMA-MOETACI | 0.863 +0.235 1.067 +£0.035 | 0.805 + 0.089 1.061 +0.017

Tab. 4.5. Difuzni viastnosti v okrajové a stiedni zoné hydrogelu HEMA-MA a
HEMA-MOETACI.

Piehled diftznich vlastnosti hydrogell je v tabulce 4.4 a srovnani diftiznich vlastnosti

v centralni a okrajové z6né hydrogelu je v tabulce 4.5. Objemova frakce extracelularniho

prostoru (resp. prostoru zaujimaného péry) u hydrogelii se pohybovala mezi 0,77 a 0,99;
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L4

signifikantné nejniz§i byla uterpolymert HEMA-MA-MOETACI, nejvyssi byla
u kopolymert HEMA-MOETACI. Vristani bunék do hydrogelt HEMA-MA a HEMA-
MOETACI zptsobilo snizeni objemové frakce ECP a, nicméné nezménilo tortuozitu tohoto
prostoru. U hydrogelt HEMA-MOETACI jsme zcela v souladu s predchozim pozorovanim
nalezli signifikantné¢ vysSi hodnotu objemové frakce ECP o v centralni zoné hydrogelu
v porovnani se zonou okrajovou.

Hodnota objemové frakce extracelularniho prostoru (o) neni zcela totoZzna s objemem
poért (hodnota Zv): jednd se o funkcéni parametr, ktery aproximuje objem, ve kterém se
nachazi difundujici latka (ionty TMA™).

Hodnoty tortuozity blizké 1,0 u vSech vzorkii svéd¢i pro volnou, ni¢im nebrzdénou
diftizi v hydrogelech, kterd se jen nevyrazné méni v zavislosti na jejich typu a pfitomnosti
bun¢k. Ve srovnani s mozkovou tkani neni totiz v tekutin€¢ v porech vysoky obsah
makromolekul a vybézki bunék, které zvySuji tortuozitu tak, jako naptiklad v CNS
(Nicholson a Sykova, 1998; Sykovéa a Nicholson, 2008).

Vysledek byl publikovan v ramci prace:

Lesny P, Pradny M, Jendelova P, Michalek J, Vacik J, Sykova E. Macroporous hydrogels
based on 2-hydroxyethyl methacrylate. Part 4: Growth of rat bone marrow stromal cells in
three-dimensional hydrogels with positive and negative surface charges and in polyelectrolyte
complexes. Journal of Materials Science: Materials in Medicine. 2006 Sep;17(9):829-33.

IF (2013) = 2.379, citovano (2015) 31x

4.13 Implantace hydrogeli s elektrickym nabojem do hemisekce

michy

Piipravené kopolymery HEMA s odliSnym elektrickym nabojem byly implantovany
do dutiny vytvofené hemisekei v hrudni miSe laboratorniho potkana. Pro implantaci byla
zvolena stejna strana (prava) a stejnd vyska (Th6-9) u vSech zvifat; implantovan byl blocek
hydrogelu o velikosti cca 2 x 2 x 2 mm. V kazdé implantované skupiné bylo operovano 7
experimentalnich zvifat. Vyhodnoceni jsme provedli histologicky a imunohistochemicky
jeden mésic od implantace.

Po 1 mésici od implantace vSechny implantované hydrogely pevné adherovaly
k okolni misni tkani (Obr. 4.32) a nebyly kolonizovany zanétlivymi elementy. Hydrogely byly
obklopeny jen tenkym vazivovym pouzdrem, které nebranilo vristani miSni tkané do poért.
Reakce na cizi téleso (pfitomnost mnohojadernych bunék) byla vyjadifena pouze

u polyelektrolytovych komplexti. Minimalni mnozstvi vristajici tkané jsme nalezli
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v hydrogelech se zapornym povrchovym nabojem, maximalni v hydrogelech s kladnym
povrchovym nébojem.

Pfi imunohistochemickém barveni jsme pozorovali vriistini RECA pozitivnich cév do
vSech hydrogeld (Obr. 4.31A). Implantovany hydrogel byl obklopen nevyraznou gliovou
jizvou; GFAP pozitivni vybézky astrocytl vrustaly jen minimalné, pfevazné z medialni ¢asti
hydrogelu (Obr. 4.31B). Vybézky nervovych bunck, barvené protilatkou proti NF160 vrtstaly
do hydrogelt z rostralni, kaudalni i medialni ¢asti. Median stupné vrastani vybézki astrocytii

a nervovych bunc¢k (dle skaly popsané v kapitole 3.10) do hydrogelt je v tabulce 4.6.

Hydrogel NF160 (neurony) GFAP (astrocyty)
HEMA-MA 3 1
HEMA-MOETACI 3 0
HEMA-MA-MOETACI 3 0
HEMA-MA poly-MOETACI 1.5 1

Tab. 4.6. Vrustani vybézkii neuronii a astrocytu do jednotlivych skupin hydrogelu (median dle

Skaly popsané v kapitole 3.10.).

Zajimavy byl pomér mezi vrustdnim neurofilament a okolni tkdn¢ (Obr. 4.33):
u hydrogelti se zapornym povrchovym nabojem (HEMA-MA) do hydrogelu vriastalo jen
minimdlni mnozstvi tkang, ptesto bylo vristani neurofilament stejné¢ vyjadiené, jako

u hydrogelt s kladnym nabojem (HEMA-MOETACI).

Obr. 4.31. A. Vrustani cév do hydrogeli HEMA-MOETACI, barveno na RECA. B. Vristani
vybézkit astrocytii do hydrogelii HEMA-MA, barveno na GFAP. Meritko = 50 um.
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Obr. 4.32. Vristani misni tkané do hydrogelii na bazi HEMA, barveno hematoxylinem-
eosinem. A,B. Mdlo vyznamné vristani tkané do hydrogelit HEMA-MA. C.D. Vristani tkane
do hydrogelu HEMA-MOETACI v pruzich (Sipka). E.F. Minimalni vristani tkané do
hydrogelit HEMA-MA-MOETACI s nepritomnosti reakce na cizi téleso. G.H. Reakce na cizi
teleso u polyelektrolytovych komplexii (Sipka). Meritko: Imm (4,C.E,G) a 50um (B,D,F,H).
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Obr. 4.33. Vristani vybeézku neuronit do hydrogelii na bazi HEMA-MA (A, C) a
HEMA-MOETACI (B, D). Barveno na NF-160. Meritko 500 um (4,B) a 50 um (C,D).

Vysledek byl publikovan v ramci prace:

Hejcl A., Lesny P., Pfadny M., ’ged}'/ J., Zdmecnik J., Jendelova P., Michalek J., Sykova E.:
Macroporous hydrogels based on 2-hydroxyethyl methacrylate. Part 6: 3D hydrogels with
positive and negative surface charges and polyelectrolyte complexes in spinal cord injury
repair. J Mater Sci Mater Med. 2009;20:1571-7.

IF (2013) = 2.379, citovano (2015) 22x

4.14 Rust bunék na mikrovilaknech a nanovlaknech

Klasickd metoda ptipravy trojrozmérnych implantati s komunikujicimi pory, kterou
pouzil jiz Vacanti (Vacanti et al., 1994) vyuzivd netkané sité (vaty) vytvorené z vldken
o priméru desitek mikrometri (mikrovlaken). Bunky, které jsou fadové stejné velikosti jako
mikrovlakna, na nich rostou obdobné¢ jako na dvourozmérném povrchu (obr. 4.34 A). Pro
rekonstrukce nervové tkané, ve které zalezi na organizaci extraceluldrni matrix, je vhodn&jsi
vyuzit vldkna taddov€ mensiho priméru. Vzhledem ktomu, ze kopolymery kyseliny
methakrylové mohou byt zvlaknény pfistrojem Nanospider™ na nanovldkenné vrstvy
s tloustkou v fadu desitek az stovek mikrometrt (Jirsak et al., 2004), pfipravili jsme ve

spolupraci s Katedrou netkanych textilii Technické univerzity v Liberci fadu nanovladkennych
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biomaterialti pro kultivaci bun€k a ptipravu trojrozmérnych struktur. Pomér mezi bunkami a
nanovlakny (obr. 4.34 B) je pfiznivéjsi a piipomind vztahy bunck a molekul extracelularni
matrix (Schindler et al., 2005) a fada bunécnych typt (MSC, astrocyty) k nanovldknim

adheruje obdobné jako k tkanovému plastiku.

Obr. 4.34. A. MSC na povrchu mikrovlaken barvené kresylovou violeti. B. MSC na povrchu
nanovlaken barvené phalloidinem (cytoskelet) cervene a DAPI (jadra bunék) modre.
Meévitko = 50um.
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Obr. 4.35. Rust astrocytii prvni (d1) a treti den (d3) po osazeni na nanovlaknech pripravenych
z kopolymeru kyseliny methakrylovée (HEMA-EOEMA), polyamidu (PADG6), kopolymer kyseliny
mlécné a glykolové kyseliny (PLGA) a polyuretanu (PU). Jako pozitivni kontrola byl zvolen
tkanovy plastik, jako negativni kontrola homogenni vrstva kopolymeru HEMA-EOEMA.
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Obr. 4.36 Trojrozmeérna rekonstrukce ristu MSC barvenych phalloidinem na nanovldakennych
nosicich HEMA-EOEMA 5. den po osazeni plochych (A) a zvInénych (B). Konfluentni vrstva

bunék kopiruje povrch nanovlakenného nosice.

Pro dal$i experimenty jsme ovéfili rist astrocytd na nanovldkennych vrstvach
pfipravenych pomoci pfistroje Nanospider™ ztady biokompatibilnich polymert. Zjistili
jsme, ze astrocyty (obr. 4.35) i MSC (obr. 4.34 B, 4.36) adheruji k nanovldkniim 1épe nez
k homogennim vrstvam identickych polymert.

Pti kultivaci MSC buné¢k na nanovlakennych nosi¢ich HEMA-EOEMA jsme 5. den po
osazeni pozorovali konfluentni rist buné€k na povrchu nosi¢e (Obr. 4.36). Prostorova
rekonstrukce odhalila také vrustani vybézkli bunék do nanovldkenné vrstvy, builky vsak

neprorustaly na druhou stranu.

Vysledky poslouzily jako podklad pro patent:

Lesny P., Sykova E., Michalek J., Ptadny M., {irsék O., Martinova L.: Biomaterial na bazi
nanovlakennych vrstev a zplsob jeho piipravy. Cesky patent €. 300805, 2007.

4.15 Implantace nanovilakennych nosi¢u do michy

Soucasné  technologické moZnosti  (elektrospinning, piipadné technologie
Nanospider™) umoziiuji pfipravovat nanovldkenné nosice tloustky fadoveé v milimetrech;
takto vytvofena nanovladkenna textilie je vSak homogenni a jeji porozita (fadové ve stovkach
nanometrl) neumoznuje vrustani bunck. Pro pfipravu prostorového nanovldkenného nosice
jsme proto vyuzili technologii skladani trojrozmérného tvaru z jednotlivych nanovlakennych
vrstev. Tato technologie, kterou jsme pro jeji novost patentovali (Cesky patent &islo 300805),

umoziuje pripravit trojrozmérny implantdt slozenim pozadovaného tvaru z jednotlivych

80




vrstev nanovldken (které mohou ptipadné obsahovat bunky zajiStujici funkéni propojeni

téchto vrstev jiz v prosttedi in vitro).

Obr. 4.37. Implantace nanovlakenného implantatu do michy — pripad, kdy nanovlakenné
vrstvy vedou rovnobézné s michou a pozorujeme vyraznéjsi vristani tkanovych elementii.
A. Prehledny rez implantatem v mise, ktery prochazi skrz prostor mezi nanovlakennymi
vrstvami (hvézdicka) a skrze nanovidkennou tkaninu (Sipka). Mévitko = 500 um. B. Detail
Fezu prochdazejicitho mezi nanovidkennymi vrstvami obsahujiciho denzni tkan. C. Detail rezu
nanovlakennou vrstvou obsahujiciho jen malé mnozstvi bunék. D. Okraj implantatu barveny

protilatkou proti NF160 (zelené) a GFAP (cervené). Meéritko = 50 um.

Trojrozmérné nanovldkenné implantaty na bazi kopolymert HEMA-EOEMA jsme
implantovali do dutiny vytvotfené hemisekci v hrudni miSe laboratorniho potkana. Pro
implantaci byla zvolena stejnd strana (prava) a stejna vySka (Th6-9) u vSech zvirat.
Operovano bylo 5 experimentalnich zvifat. Vyhodnoceni jsme provedli histologicky a
imunohistochemicky 1 mésic od implantace.

Po jednom mésici od implantace (Obr. 4.37) jsme pozorovali sristdni nanovlakennych

implantati a okraji misni 1éze. Sledované elementy nervové tkané (vybézky nervovych
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buné¢k, astrocyty, cévy) proristaly v mistech kontaktu nanovlakenného nosice s nervovou
tkdni do implantatu. Jednotlivé elementy nervové tkané vristaly méné do implantata,
u kterych doSlo k osovému pootoceni a které naléhaly na nervovou tkdn nanovlakennou
vrstvou. V téchto ptipadech doslo pouze ke vrustani vaziva v pruzich (pravdépodobné z mist,
kde byla homogenita nanovlakenného implantidtu porusena). Vybézky nervovych bunck a

astrocyty prorustaly do tkané€ prevazné ,,mezi nanovlakenné vrstvy*®.

Vysledky poslouzily jako podklad pro patent:

Lesny P., Sykova E., Michalek J., Pfadny M., Jirsak O., Martinova L.: Biomaterial na bazi
nanovldkennych vrstev a zplisob jeho ptipravy. Cesky patent ¢. 300805, 2007.

4.16 Hydrolyticky biodegradovatelné hydrogely

Dosud popisované hydrogely na bazi HEMA nebyly biodegradovatelné: po implantaci
zustavaly v miSe. Presto, Ze zhlediska mnoZstvi ciziho materidlu tvofil implantovany
hydrogel méné nez 10 procent objemu (naptiklad v hydrogelu HEMA-MA s objemovym
zlomkem suchého polymeru v rovnovazné zbotnalém homogennim stavu Zy = 0.2 a podilem
p6rt na celkovém objemu hydrogelu 80 % je po novotvorbé tkané v hydrogelu pouze 1,6 %
objemu implantatu tvofeno polymerem), mohla by byt z dlouhodobého hlediska vyhodné;jsi
implantace materialli biodegradovatelnych. Vzhledem k vysoké biokompatibilit¢ hydrogeli
na bazi HEMA, které byly implantovany do hemisekci vytvotfené akutni miSni 1éze, jsme se
rozhodli pro pfipravu biodegradovatelnych makroporéznich hydrogeli také na bazi
methakrylati nebo jejich kopolymerli. Vyhodou tohoto uspotfadani je nejen jiz existujici
model, umoziujici hodnotit vlastnosti hydrogelu, ale i moznost srovnat stavajici vysledky
implantaci nebiodegradovatelného materialu do misni 1éze s vysledky dosazenymi

s hydrogely biodegradovatelnymi.

Den 0 Den 1 Den 2 Den 3 Den 4 Den 6

Obr. 4.38. Fotografie zahrnujici degradaci kopolymeru EOEMA-HPMA s koncentraci
21 % EOEMA bezprostredné po viozeni do pufru s fyziologickym pH a poté prvni az Sesty
den. Sedmy den jiz byl hydrogel kompletné rozstépen.
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Biodegradovatelné hydrogely byly pfipraveny jako kopolymery methakrylath
(kombinace HEMA, HPMA, MA, MOETACI nebo EOEMA) s hydrolyticky S$tépitelnym
sitovadlem N,O-dimethakryloylhydroxylaminem (DMHA), které je stabilni pfi kyselém pH a
podléha hydrolytické degradaci pfi pH fyziologickém. Testovany byly kombinace HEMA-
HPMA, HEMA-MOETACI, HEMA-MA, HPMA-EOEMA; s ptihlédnutim k vyhodnym
mechanickym parametrim byly pro pokusy s biodegradovatelnymi hydrogely vybrany
kopolymery EOEMA a HPMA s odliSnym pomérem hydrofilni (HPMA) a hydrofobni
(EOEMA) slozky, kterym je mozné nastavit dobu biodegradace v fadu jednotek az desitek
dnti. Makroskopicky postup biodegradace hydrogelu na bazi kopolymeru EOEMA-HPMA je

znazornén na obrazku 4.38.

21% EOEMA

* 29% EOEMA

5 1
43% EOEMA
0 4 L N ‘
-l
K 10 20 30 ¢ (dny)
[ ]
-1 - []

Obr. 4.39. Kinetika degradace kopolymeru EOEMA-HPMA pri pH 7,4 v prostredi in vitro.
Hydrogel pripraveny v pritomnosti c¢astic NaCl 30 — 50 um.

Obr. 4.40. Zavislost degradace kopolymerii EOEMA-HPMA s podilem EOEMA 21% na
velikosti pouZitych castic NaCl pri jejich priprave.
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Piipraveny byly hydrogely s pomérem EOEMA-HPMA mezi 10 a 43 hmotnostnimi
procenty EOEMA (pii jeho vysSim obsahu jsou hydrogely jiz nedegradovatelné a pii nizSim
jsou degradovatelné pftilis rychle). Zavislost procesu hydrolytické degradace charakterizované
gravimetricky relativni zménou hmotnosti hydrogelu 6 (0= (mu — mo)/my, kde my je hmotnost
hydrogelu v ¢ase ¢ a my hmotnost hydrogelu v ¢ase ¢t = 0) pti fyziologickém pH (7.4) na
poméru EOEMA-HPMA je ukdzana na obr. 4.39 a na velikosti ¢astic NaCl pouzitych pii
pripravé hydrogelu na obr. 4.40. Degradovatelné jsou pouze takové hydrogely, které
dosahnou hodnoty & = -1, hydrogel s obsahem 43 hmotnostnich procent EOEMA je tedy jiz
nedegradovatelny.

Pti hydrolytické degradaci hydrogelt dochazi v disledku praskani pficnych vazeb ke
dvéma déjim zarovei: k jejich rostoucimu botnani, které nejprve prevlada a je doprovazeno
nartistem hmotnosti vzorku (vzestupna faze ktivek), a k jejich rozpadu, ktery je od urcitého
casu rychlej$i nez botnaci proces (pokles hmotnosti - sestupna faze kiivek). Ze zavislosti
kinetiky degradace kopolymeri EOEMA-HPMA (obr. 4.40) na velikosti portt vyplyva, Ze
u makroporéznich hydrogelli s mensimi pory dochdzi k vyraznéjSimu zbotnani hydrogelu
v pribéhu degradace nez u hydrogeld s péry vétsimi, coz mize byt na piekdzku vristani

buné¢nych elementii nervové tkané¢ do hydrogelu.

Vysledky byly publikovany v ramci prace:

Ptadny M, Michélek J, Lesny P, Hejél A, Vacik J, Slouf M, et al. Macroporous hydrogels
based on 2-hydroxyethyl methacrylate. Part 5: Hydrolytically degradable materials. Journal
of Materials Science: Materials in Medicine. 2006 Dec;17(12):1357-64.

IF (2013) = 2.379, citovano (2015) 22x

4.17 Rust MSC na nebiodegradovatelnych kopolymerech HPMA-
EOEMA

Pro hodnoceni riistu MSC na hydrolyticky Stépitelnych hydrogelech jsme pfipravili
nedegradovatelné modifikace kopolymerai HPMA-EOEMA, u kterych byl jako sitovadlo
pouzit 1,2-ethylendimethakryldt misto DMHA. Rist MSC na hydrogelech jsme hodnotili na
discich z hydrogelu o priméru 1 cm umisténych na dnech 24-jamkovych destic¢ek pro tkanové
kultury (Obr. 4.41).

Vsechny pfipravené kopolymery EOEMA-HPMA byly biokompatibilni a na jejich
povrchu dochézelo k rlstu a zvySovani poctu potkanich mezenchymovych bunék. Nenalezli
jsme zadnou statisticky vyznamnou zéavislost mezi pomérem EOEMA-HPMA a ristem bun¢k

na povrchu hydrogelu.
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Obr. 4.41. Rust potkanich mezenchymovych bunék na povrchu kopolymeru
EOEMA-HPMA.

4.18 Implantace biodegradovatelnych hydrogelu do michy

Piipravené degradovatelné kopolymery EOEMA-HPMA s odliSnym pomérem
EOEMA:HPMA v rozmezi 21 az 43 hmotnostnich procent byly implantovany do hemisekci
vytvoiené dutiny v hrudni miSe laboratorniho potkana. Pro implantaci byla zvolena stejna
strana (pravd) a stejna vyska (Th6-9) u vSech zvifat; implantovan byl blocek hydrogelu
ovelikosti cca 2x2x2mm. Vkazdé implantované skupin¢ bylo operovano 7
experimentalnich zvifat. Vyhodnoceni jsme provedli histologicky a imunohistochemicky
jeden mésic od implantace.

Implantované kopolymery s 10 % EOEMA, jejichz doba degradace in vitro byla kratsi
nez tyden byly 1 mésic od implantace zcela resorbovany a jejich misto zaujimala fidka sit
kapilar, kolem kterych bylo jen malé mnozstvi vaziva (Obr. 4.43 G,H). GFAP pozitivni
vybézky astrocytl ani NF160 pozitivni vybézky nervovych bunék jsme nezastihli.

U kopolymeril s delSi dobou biodegradace (21 a 29 % EOEMA) jsme pozorovali po
jednom mésici rozdéleni na okrajovou zonu hydrogelu, ve které jsme pozorovali fidké, bohaté
prokrvené vazivo, a centrdlni zénu vyplnénou kondenzovanym hydrogelem obsahujicim
mnozstvi malych bunék, pravdépodobné zanétlivych elementti. Neurofilamenta a vybézky

astrocytl byly zastoupeny pouze v okrajové zoné€ hydrogelu (Obr. 4.43 C-F, 4.42).
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Obr. 4.42. Kopolymer s 21 % EOEMA ve dvojim barveni: zelené jsou barveny NF160
pozitivai nervové buriky, cervené GFAP pozitivni astrocyty. Cdara oznacuje medidlni hranici
implantovaného hydrogelu, osmiuhelnikem je obkresleno kondenzované jadro hydrogelu

obsahujici jen malé mnozstvi bunek. Meéritko = 200 um.

Kopolymery s43 % EOEMA neprodélavaly béhem doby implantace vyraznou
biodegradaci a jejich histologie ve vS§em odpovidala kopolymerim HEMA-MA (kopolymery
se zapornym nabojem).

Vznik ,kondenzovaného jadra“ ve stfedu biodegradovatelného hydrogelu je velmi
pravdépodobné ovlivnén pribehem biodegradace, pii které se hydrogel rozpad4 na linedrni
(vétveny) vodorozpustny polymer, ktery je nasledné odstraiovdn z mista implantace

fagocytozou a rozpousténim v krvi.

Vysledky byly publikovany v ramci prace:

Piadny M, Michalek J, Lesny P, Hejél A, Vacik J, Slouf M, et al. Macroporous hydrogels
based on 2-hydroxyethyl methacrylate. Part 5: Hydrolytically degradable materials. Journal
of Materials Science: Materials in Medicine. 2006 Dec;17(12):1357-64.

IF (2013) = 2.379, citovano (2015) 22x
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Obr. 4.43. Vristani misni tkané do kopolymeriu EOEMA-HPMA, barveno hematoxylinem-
eosinem. A,B. Kopolymery s 43 % EOEMA, ve kterych dochdzi jen k malo vyznamnému
vristani tkané. C.D. Kopolymery s 29 % EOEMA. E.F. Kopolymery s 21 % EOEMA, kde
Jjasné pozorujeme okrajovou zonu ridkého vaziva a centralni zonu kondenzovaného hydrogelu.
G.H. Kopolymery s 10% EOEMA jsou zcela degradovany, na jejich misté je ridka sit’ kapilar.
Mevitko: Imm (A,C,E,G) a 50um (B,D,F,H).
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4.19 Implantace biodegradovatelnych hydrogeli ve fazi maximalni
hydratace

Z prubéhu degradace hydrolyticky stépitelnych hydrogeli (Obr. 4.34) vyplyva, Ze na
jejim zacatku dochazi k naristu objemu hydrogelu v duisledku praskani piicnych vazeb,
snizovani sitové hustoty a tim i vyssi botnavosti stale zesitovaného hydrogelu. V okamziku,
kdy je sitova hustota jiz pfili§ nizkd, oddéluji se rozpustné makromolekuly od sité¢ do
extracelularni tekutiny a hmotnost degradujiciho hydrogelu kles4. Pocatecni vzriist objemu
(botnani) mize vyvolat zvyseny tlak na tkan v misté implantace, snizit pratok krve v misté
1éze a zpomalovat odstranovani rozpadovych produkti hydrogelu. Proto jsme implantovali
hydrogely s 29 % EOEMA (s nejdelsi dobou biodegradace) tésné¢ pod maximem na kinetické
ktivce (svisla Sipka na obr. 4.39), kdy dochézelo uz jen k mensimu nez 10% nartstu objemu
hydrogelu (Obr. 4.44).

Pripravené hydrogely byly vlozeny do roztoku PBS spH 7,4, ve kterém zacalo
okamzit¢ dochazet k hydrolytickému Stépeni. Po péti dnech byly zroztoku vyjmuty,
opracovany na velikost 2 x 2 X 2 mm a bezprostiedné¢ na to implantovany do hemisekce
michy laboratorniho potkana.

Po 30 dnech od implantace byl hydrogel zcela biodegradovan bez zndmek hromadéni
materidlu ve stfedu a vzniku ,,kondenzovaného jadra“. Hydrogel byl vyplnén fidkym bohaté
prokrvenym vazivem (Obr. 4.45) s hustou siti neorientovanych vybézka nervovych bunék
uvniti 1éze (Obr. 4.46). Uspotadani tfidkého vaziva zhruba sledovalo rozméry a tvar pora

v hydrogelech.

Obr. 4.44. Kinetika biodegradace hydrogelu s 29 % EOEMA a vyznaceni okamZiku
implantace (Cerna Sipka) a doby, po kterou se objem hydrogelu implantovaného v mise meni

o méne nez 10% (Cervena Sipka odpovidajici dobé cca 7 dni po implantaci).
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Obr. 4.45. Vristani misni tkané do biodegradovatelného hydrogelu 29% EOEMA po 30 dnech
od implantace do hemisekce michy laboratorniho potkana. A. Prehledny snimek hemisekce,
na kterém je videt uspordadani vaziva, sledujictho morfologii (jiz degradovaného) hydrogelu.
Meritko = 500 um. B. Detail ukazuje vriistani ridkého vaziva z rostralniho okraje hemisekce

do léze. Meritko = 50 um.

Z nami piipravenych biomateridlii dochazelo v makroporéznich biodegradovatelnych
hydrogelech implantovanych ve fazi maximdalni hydratace k nejvyraznéj§imu vristani

neurofilament.

Obr. 4.46. Vristani NF160 pozitivnich neurofilament do biodegradovatelného hydrogelu
29% EOEMA po 30 dnech od implantace do hemisekce michy laboratorniho potkana.
A. Vysoké mnozZstvi vybézkii nervovych bunék v hydrogelu. Meéritko = 500 um. B. Vristani

neurofilament z rostralniho okraje hemisekce do léze. Méritko = 50 um.
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4.20 Akutni a subakutni implantace hydrogelu do chronické misni
léze
Pro sledovani rozvoje misni 1éze jsme zvolili model transekce michy laboratorniho
potkana. U experimentalnich zvifat bez implantace hydrogelu dochazi béhem 3 mésict po
poranéni k postupnému rozvoji gliové jizvy (Obr. 4.42 A) a ¢etnych pseudocyst (Obr. 4.42 B)
postupné splyvajicich do jedné pseudocysty, kterd dominuje histologickému nalezu

(Obr. 4.42 C).

Skupina experimentalnich zvirat Celkova plocha kavity

Kontrolni skupina — bez terapie 25,7 £ 4,6 mm°
Akutni 1éze — implantace hydrogelu bezprostfedné po transekci 53+1,5mm’
Subakutni 1éze — implantace po 7 dnech od transekce 1,5+ 1,1 mm’

Tab. 4.7. Velikost pseudocyst (celkova plocha na hodnocenych rezech) v jednotlivych

experimentalnich skupindch.

Porovnévali jsme ndlezy po akutni implantaci hydrogelu s kladnym -elektrickym
nabojem (HEMA-MOETACI) simplantaci subakutni (po transekci byla operacni rana
zaviena a 7. den néasledovala reoperace s odstranénim granulacni tkané a vlozenim
hydrogelu). Vysledky byly vyhodnoceny 3 mésice po implantaci, kdy byl blok tkané
obsahujici obratle a michu po perfizi vyjmut, zobrazen magnetickou rezonanci a poté
zpracovan histologicky a imunohistochemicky. V obou skupindch (akutni i subakutni) jsme
pozorovali dobrou integraci hydrogelu do okolni mi$ni tkané a pfitomnost pseudocyst na jeho
okrajich (Obr. 4.47 D-G); velikost pseudocyst se statisticky vyznamné (p < 0.05) lisila
v jednotlivych skupinach (Tab. 4.7).

Tfi mésice po misni 1ézi byly pory hydrogelu vyplnény vazivovymi elementy —
fibroblasty, kolagenem a krevnimi cévami (Obr. 4.48 A-D). S vyjimkou necetnych mist na
okraji implantatu, kde jsme pozorovali granulomatdzni reakci na cizi téleso, nebyla pfitomna
zanétliva reakce. Neurofilamenta rostla smérem k implantitu z proximdlni i distalni strany,
v fad¢ ptipadi vstupovala z obou stran do implantatu (Obr. 4. 48 E, F); pozorovali jsme je i
v centralni ¢asti hydrogelu (Obr. 4. 48 G). V implantatu jsme nachazeli i Schwannovy buiky,
kter¢ do hydrogelu vristaly v pruzich z miSnich kofent; vybézky Schwannovych bunék
probihaly v fadé€ pfipadii paralelné s neurofilamenty (Obr. 4. 48 H). Podobné jako u ostatnich

experimentll vrustaly astrocyty do implantatd jen zifidka (Obr. 4. 48 I). Pfi imunohisto-

90



chemickém hodnoceni jsme nenalezli vyznamné rozdily mezi skupinou zvitfat s akutni a

subakutni implantaci hydrogelu.

Obr. 4.47. Rozvoj misni léze po kompletni transekci u kontrolni skupiny a po implantaci

hydrogelii . A. Dva tydny po transekci u kontrolni skupiny dominuje vazivova a glialni jizva.
B. Jeden mésic po transekci u kontrolni skupiny vznikaji v misté léze cetné posttraumaticke
pseudocysty. C. Tri mésice po transekci u kontrolni skupiny dominuje lézi jedna rozsahla
pseudocysta, integrita michy je vazné porusena. D. Micha po transekci a akutni implantaci
hydrogelu HEMA-MOETACI tii mésice po lézi, implantovany hydrogel je obklopen malymi
pseudocystami. E. Micha po transekci a subakutni implantaci hydrogelu HEMA-MOETACI tii
meésice po lézi: integrita michy je zachovana, rozvoj pseudocyst je vyznamné mensi nez
v predchozich pripadech. F. MR zobrazeni michy u akutni implantace hydrogelu (hvézdicka),
Sipka oznacuje pseudocystu na okraji hydrogelu. G. MR zobrazeni michy po subakutni
implantaci hydrogelu (hvézdicka), kde nedochdzi k rozvoji pseudoycst.
Meritko = 500um.

Vysledek byl publikovan v ramci prace:

Hejél A, Urdzikova L, Sedy J, Lesny P, Pfadny M, Michalek J, et al. Acute and delayed
implantation of positively charged 2-hydroxyethyl methacrylate scaffolds in spinal cord
injury in the rat. J Neurosurg Spine. 2008 Jan;8(1):67-73.

IF (2013) = 2.355, citovano (2015) 29x%
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Obr. 4.48. Rekonstrukce misni léze s vyuZitim akutni a subakutni implantace hydrogelu

HEMA-MOETACI. A. Prechod kranidalniho pahylu michy do hydrogelu, barveni

hematoxylinem-eosinem. Méritko = 100um. B. Detail mustku z ridkého vaziva spojujicich
misni tkan a hydrogel, barveni hematoxylinem-eosinem. Méritko = 100um. C. Porézni
struktura hydrogelu infiltrovana bunkami, barveni kresylovou modri. Méritko = 100um.
D. Cévy vriistajici do hydrogelu, barveni proti RECA-1. MéFitko = 50um. E. Neurofilamenta
(NF 160 pozitivni, zelena) vrustajici do hydrogelu z michy, prehledny obrazek. Méritko =
500um. F. Neurofilamenta prechazejici do hydrogelu, detail. Méritko = 100um. G. Stred
hydrogelu s pritomnosti neurofilament. Meritko = 100um. H. Schwannovy bunky (p75
pozitivni, zelené) z misnich korenii vristaji do hydrogelu a doprovazi nervova viakna (NF160
pozitivni, cervena). Meritko = 100um. 1. Astrocyty (GFAP pozitivni, cervené) neprekracuji

hranici mezi misni tkani a implantatem. Meéritko = 100um.
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5 Diskuse

5.1 Priprava a charakterizace hydrogelu

V nasich pokusech jsme navazali na studie zabyvajici se regeneraci miSni tkané
v makroporéznich hydrogelech (Woerly et al., 1999; Woerly et al., 1998); prace Dr. Woerlyho
se soustfedily zejména na hydrogely na bazi HPMA pftipravené srdzeci polymeraci (Woerly et
al., 1996). Pii volbé zdkladniho biomateridlu pro nasi vyzkumnou praci jsme zvolili
biomateridly na bazi methakrylati, zejména kopolymery HEMA. Biomateridly na bazi
kopolymertt HEMA jsou v soucasnosti vyuzivany v fad¢ aplikaci, od kontaktnich ¢ocek az po
chirurgické implantaty; jejich biokompatibilita byla opakované prakticky provétena v fade
medicinskych aplikaci (Wheeler et al., 1996). Hydrogely na bazi methakrylati byly
experimentalné vyuzity pro enkapsulaci bunék v CNS (Mokry et al., 2000), rekonstrukci
periferniho nervového systému (Belkas et al., 2005) 1 implantaci do miSniho poranéni
(Giannetti et al., 2001). HEMA piedstavuje dlouhodobé testovany material, s jehoz fyzikalné-
chemickymi vlastnostmi i pouzitim v Iékaistvi je v Ustavu makromolekularni chemie AV CR,
v.v.i. jiz vice nez 50 let zkuSenosti (Wichterle et al., 1961). Pro dosazeni makroporozity byla
zvolena metoda polymerizace v piitomnosti frakcionovanych castic chloridu sodného; tato
metoda, vytvaii pravidelné a matematicky jednoduse modelovatelné struktury (Pfadny et al.,
2009).

Jinou metodou ptipravy makroporéznich polymernich nosicu je vyuziti mikrovlaken
uspotradanych rovnobézné (Chauhan et al., 1999) nebo v kiizovée sitované struktuie (Vacanti
et al., 1994), ptipadné blokli polymeru, ve kterych byly odmytim mikrovldken vytvoteny
kanalky (Flynn et al., 2003). Ackoliv implantaty pifipravené na bazi mikrovlaken poskytuji
vysoky povrch pro rust bunék a — v pfipadé rovnobézné¢ jdoucich vldken — podporuji
orientovany rist vybézkl nervovych bun€k, nejsou jiz dnes pii konstrukci tkdnovych nahrad
pouzivany.

Novym pfistupem je vyuziti polymernich nosicli na bazi nanovldken. Nanovlakna jsou
vlakna o priméru v fadech jednotek az stovek nanometr(i; interakce bunék s nanovlédkny je
obdobna jako interakce bunck s vlaknitymi molekulami ECM (Jayaraman et al., 2004).
V prostiedi in vitro vytvari fada typd bun€k na nanovlakennych nosi¢ich samoorganizujici se
struktury (Schindler et al., 2005), schopnost rist na nanovldknech jsme v naSich
experimentech potvrdili u astrocytii a MSC. Pro vysokou miru adheze bunék k nanovlakniim

jsou v soucasnosti pfijimana dvé vysvétleni: prvnim moznym vysvétlenim je strukturalni
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podobnost nanovldken a molekul ECM, kterd vede k aktivaci specifickych povrchovych
receptortt (Liu et al., 2009; Schindler et al., 2005). Druhé teorie uvazuje moznost vznika
kladnych nébojii podporujicich adhezi bunék na nanovldknech, a to pfi priichodu elektrodou
emitoru v ramci elektrostatického procesu zvldknovani (Zhang et al., 2009).

Pro analyzu difuznich vlastnosti extracelularniho prostoru CNS je jiz dlouhou dobu
uspésSné pouzivana metoda difizni analyzy s vyuzitim iontl tetramethylamonia (Nicholson a
Sykova, 1998). Difiizni méfeni je schopno nejen odhalit objem ECP nervové tkané, ale i jeho
strukturni sloZitost a pfipadnou anizotropii, ktera svéd¢i naptiklad pro pirevladajici smér
vlaken bilé hmoty. Pomoci této metody bylo naptfiklad mozné odhalit zménu diftzni
anizotropie ptfi myelinizaci vldken ve vyvijejicim se corpus callosum laboratorniho potkana
(Vorisek a Sykova, 1997a)

Pii méfeni difuznich vlastnosti iontil tetramethylamonia v hydrogelech na bazi HPMA
ptipravenych srazeci polymerizaci byly naméteny hodnoty tortuozity jen nepatrné zvySené
nad hodnoty pfi volné diftizi; méfeni objemového podilu tekutiny pfistupné difuzi
v hydrogelech ukdazalo, Ze v pfipravenych hydrogelech je zhruba 80 % wvnitiniho prostoru
(o =0.80) ptistupnych pro difundujici molekuly (Woerly et al., 1998); hodnota absorpce
TMA" v hydrogelu (k°) byla velmi nizkd a je proto pravdépodobné, Ze méfeni nebylo
zkresleno prinikem iontit TMA™ do hydrogelu.

Obdobné vysledky jsme naméfili v hydrogelech na bazi HEMA, které byly pfipraveny
polymeraci v pfitomnosti frakcionovanych c¢astic chloridu sodného. Hodnoty difuznich
parametr byly nezavislé na velikosti porti nebo podilu kyseliny methakrylové v hydrogelu.
Tortuozita byla nepatrné zvySena nad hodnotu volné difuze, v priméru vsak byla nizsi (A =
1.04) nez tortuozita naméfend v hydrogelech na bazi HPMA (A = 1.13). Primérné hodnoty
objemového podilu ECP (pfistupného pro ionty TMA") v hydrogelech na bazi HEMA (o =
0.86) byly nevyznamné vyssi, nez hodnoty naméfené v HPMA hydrogelech (o = 0.80). Tyto
udaje jsou odlisSné od vypoctenych hodnot objemu komunikujicich port Vy, které se
pohybovaly mezi 20 a 50 % objemu hydrogelu a které byly potvrzeny obrazovou analyzou dat
potizenych z konfokalniho mikroskopu. Na vy$§im odhadu objemu tekutiny v pérech pomoci
difuzniho méfeni se pravdépodobné podilely jednak nekomunikujici péry hydrogelu, jednak
schopnost malych molekul difundovat ¢astecné 1 pfes prepazky mezi pory a hmotu hydrogelu.
Zatimco objem komunikujicich pori (V) vypovida o morfologii hydrogelu, objemova frakce

ECP (@) odrézi vnitini prostor, ve kterém probiha diflize ve vodé rozpustnych molekul.
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Bézné pouzivanou metodou pro sledovani morfologie polymert je skenovaci elektronova
mikroskopie (Chen a Park, 2000). Pti sledovani morfologie hydrogelt jsme vyvinuli metodu
jejich sledovéani v konfokalnim mikroskopu. Nevyhodami konfokalniho mikroskopu jsou
mensi rozliSeni a moznost pozorovat pouze fluorescencné barvené preparaty; ty jsou vSak
vyvazeny moznosti pozorovat hydrogel ve vodném prostiedi.

Vyznamnou otazkou, kterou fesi jednotlivé skupiny zabyvajici se experimentalni terapii
miSni 1éze vyuZivajici implantity na béazi biomateridli je, zda je vyhodn&j§i pouzit
biodegradovatelné nebo nebiodegradovatelné¢ biomateridly (Friedman et al., 2002). Mezi
vyhodami biodegradovatelnych materialt jsou uvadény zejména jejich uplna resorpce v Case a
moznost vyuzit je k soucasnému fizenému uvoliiovani terapeuticky pusobicich latek. Na
druhé strané, pfi pouziti materidli nebiodegradovatelnych nejsou uvoliiovany rozpadové
produkty, které mohou nepfiznivé ovlivnit regeneraci (Bakshi et al., 2004). Mechanické
vlastnosti biodegradovatelnych polymerti se navic mohou meénit v ¢ase (Deng a Uhrich,
2002), coz miize neptiznive ovlivnit stabilitu regenerujici tkang.

Ackoliv biokompatibilita hydrogeli na bazi HEMA byla opakované ovétena (Mokry
et al., 2000; Smetana et al., 1987), hodnotili jsme ptfed implantaci hydrogelt rlst bun€k
jednak scilem zjistit pfipadnou toxicitu (vzniklou napiiklad nedostatenym vymytim
monomert), jednak s cilem vyhodnotit adhezi bun¢k k implantatu v prosttedi in vitro. MSC
bunky jsou opakované pouzivany k testim biokompatibility (Heckmann et al., 2007; Zhao et
al., 2004) a soucasn¢ je jejich implantace do mista léze zvaZovana jako terapeuticka
alternativa pro 1écbu misni 1éze (Ciikové et al., 2006; Deng et al., 2006; Kim et al., 2006;
Mansilla et al., 2005; Sykova a Jendelova, 2006; Urdzikova et al., 2006).

Diilezitou charakteristikou pouzitych hydrogela je vztah bun¢k k povrchiim hydrogelu,
zejména mira adheze bun€k na povrchy hydrogelu (v€etné povrchu porit). Pokus ukazal, ze
MSC vyrazné Iépe adheruji ke kladn¢ nabitym hydrogeliim. Ndmi pozorovana vyrazna adheze
MSC ke kladné nabitym povrchim je v souladu s pozorovanimi jinych autorti (Qiu et al.,
1998; Schneider et al., 2004). Bunky adheruji pfednostné na kladné¢ nabité povrchy i
v bezsérovém médiu (Makohliso et al., 1993) — pravdépodobné¢ na zaklad¢ interakci
membranovych proteini pfimo s ndbojem; v pokusu (Wittmer et al., 2007) byla naptiklad
nalezena vys$i mira adsorpce fibronektinu na kladn€ nabité povrchy. Na podobném principu
funguje 1 vyroba plastiku pro tkanové kultury pomoci ozafovani polystyrenu plazmatickym
paprskem (van Kooten et al., 2004).

Z vysledki dalsich provedenych studii mlZeme usuzovat na to, Ze neexistuje

univerzalni vztah mezi typem bunék a povrchovym ndbojem, ktery uptednostiuji. Zatimco
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Richert nalezl vyssi adhezi bunék chondrosarkomu na vrstvach obsahujicich polykationy
(Richert et al., 2004), Kidambi a kol. v experimentech prokazal pfednostni riist a Sifeni
hepatocytii na vicevrstvych zédporné nabitych vrstvach sulfonovaného polystyrenu (Kidambi
et al.,, 2004). V jinych experimentech se nepodafilo prokazat zavislost bunééné adheze

fibroblastd na povrchovém naboji (Mendelsohn et al., 2003).

5.2 Implantace hydrogelii do akutniho poranéni

Pro hodnoceni regenerace tkdné¢ CNS v implantidtech jsme zvolili techniku jejich
implantace do akutni 1éze mozku nebo michy; v piipadé¢ misni 1éze jsme dali prednost
hemisekei (Kunkel-Bagden et al., 1992) pied kompletni transekci. U kompletni transekce
u potkanti dochdzi pti pohybu zvifete k pohybim patefe a k postupnému oddalovani
proximalniho a distalniho pahylu transekce, coz vede k rozsahlejSimu vzniku pseudocyst
(Nomura et al., 2006). Rovnéz jsme u hemisekce ocekavali niz§i pocet komplikaci, zejména
infekci mocového traktu (Talac et al., 2004).

Nevyhodou hemisekce je obtizné behavioralni hodnoceni, protoze jiz drobné odchylky
od stfedni Cary pii operaci maji za nasledek — podle strany odchylky — zachovani ¢aste¢né
hybnosti zadni koncetiny na operované stran¢, nebo naopak postizeni zadni koncetiny na
stran¢ opacné (You et al., 2003). U experimentalnich zvifat se mize vyskytovat i mirna
prirozena variabilita (Hultborn a Malmsten, 1983) zpusobujici asymetrii reflexti, ktera
zkresluje nalez po jednostranné misni 1ézi.

V nasich pokusech jsme vyuzivali hydrogely nesouci polarni (kladn€ i zaporn€) nabité
funkéni skupiny. Z fady praci je mozné odvodit, Ze biokompatibilita polymernich hydrogelt
bez nabitych skupin je nizs$i nez u hydrogelti obsahujicich polarni skupiny (Smetana et al.,
1990; Woerly et al., 1992). Pfi implantaci hydrogelii bez polarnich skupin dochazelo k vice
vyjadiené reakci proti cizimu télesu (Smetana et al., 1990) i1 k vyrazngsi enkapsulaci
implantovaného hydrogelu aktivovanymi astrocyty (Plant et al., 1997).

Klicovou otdzkou pro reparaci misSni 1éze je vztah mezi tkanovou infiltraci
implantovanych hydrogelli, zejména angiogenezi, a axonalni regeneraci v nich. Vazivové
buniky infiltruji implantat, ve kterém se sniZzuje tenze kysliku a jsou uvolilovany angiogenni
faktory (Patel a Mikos, 2004). Cetné vristani RECA-pozitivnich cév do implantovanych
hydrogelt jsme pozorovali v souladu s ostatnimi autory.

Vristani tkan€é do hydrogelti je mozné pozorovat histologickymi metodami, nebo
pomoci zmény objemu extracelularniho prostoru, jak jsme ukazali diive (Woerly et al., 1999;

Woerly et al., 1998). Objem extracelularniho prostoru v hydrogelu pfi vristani tkan€ po
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implantaci klesa a tortuozita stoupd; oba dva parametry ziskavaji hodnoty, které jsou typické
pro vyvijejici se nervovou tkan a podporuji tvorbu tkanové matrice, kterd podporuje a
usnadiiuje rist axond (Woerly et al., 1999).

V souladu s publikovanymi pracemi, které¢ ukazuji preferencni rist neuront na kladné
nabitych povrsich, napiiklad polylysinu (James et al., 2000), polyethyleniminu (Lakard et al.,
2005; Liu et al., 2006) nebo kladné elektrostaticky nabitém povrchu (Makohliso et al., 1993)
jsme pozorovali zvySené vristani neuronii do kladné nabitych hydrogela.

Implantované hydrogely byly ve vSech pfipadech, obdobné jako v ostatnich
publikovanych pracich (King et al., 2006; Teng et al., 2002; Woerly et al., 2001; Woerly et
al., 1992; Woerly et al., 1999; Woerly et al., 1998) obklopeny vrstvou GFAP pozitivnich
astrocytil. Gliova jizva u spindlnich 1ézi s implantovanymi hydrogely byla obdobné jako
v praci (Woerly et al., 2004) mens$i, nez u kontrolni skupiny bez implantace hydrogelu;
jednotlivé skupiny hydrogelll se mezi sebou nelisily rozsahem pozorované gliové jizvy.

Podobné jako u implantovanych hydrogeli na bazi HPMA (Woerly et al., 1999;
Woerly et al., 1998) jsme nalezli jen malé mnozstvi GFAP pozitivnich vybézki astrocyta
vristajicich do implantatu z okolni tkdn€. Ackoliv astrocyty jsou povazovéany za elementy
branici regeneraci (rozvojem gliové jizvy) a néktefi autofi povazuji inhibici vristani astrocytt
za prospésnou (Teng et al., 2002), trojrozmérna sit’ astrocytd je nezbytnd pro normalni rust a
regeneraci tkdné centralniho nervového systému (Benarroch, 2005). Jen malo praci popisuje
rozsahlé vristani astrocytll z mista implantace do implantatu; oproti tomu vldkna astrocytl
z implantatu mohou vristat do okolni tkdn¢ (Connor a Bernstein, 1987). Nelze vyloucit, ze
pro spravnou funkcéni organizaci nervovych vldken v hydrogelu bude nezbytné osadit
hydrogely naptiklad kultivovanymi astrocyty (Shany et al., 2006), které vytvoii cytoskeletarni
strukturu vhodnou pro samoorganizaci nervovych vlaken.

Pro osazeni hydrogeli jsou zvazovany 1 bunky olfaktorické glie (Olfactory
Ensheathing Glial Cells), které svymi vybézky obaluji axony ¢ichovych receptort vristajici
do ¢ichového laloku a vytvari tak jediné misto, kde mohou axony zvenku proristat do CNS
(Garcia-Alias et al., 2004; Li et al., 1998; Marshall et al., 2006; Ramon-Cueto et al., 1998).
Pritomnost bun¢k olfaktorické glie v hydrogelu mlize pak vést k usnadnéni vristani vlaken

z hydrogelu do zdravé misni tkan¢.

5.3 Rust bunék na polymernich nanovlaknech

Nanovlakenné struktury jsou v lidském organizmu hojné zastoupeny — ptikladem miize

byt struktura makromolekul kolagenu a fibrinu. Biologické vlastnosti nanovldken
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ptipravenych z biokompatibilnich polymerti pomoci procesu zvaného elektrospinning jsou
studovany od roku 2004 (Mo et al., 2004), zprvu byla nanovldkna zvaZzovédna zejména pro
tkanoveé inzenyrstvi cév (Xu et al., 2004), postupné se jejich predpokladané pouziti
roz$ifovalo na rekonstrukei jinych tkani. Interakce elementl nervové tkdné s nanovldkny je
komplexni, a je zavisld jak na chemické struktufe povrchu nanovldken, tak i na jejich
morfologii. V experimentu byla naptiklad aktivita vnitrobunééného enzymu (Rho GTPazy)
signifikantné¢ zvySena pti kultivaci astrocytii na nanovldknech z polylaktidu ve srovnani
s buitkami kultivovanymi na planarnim polylaktidovém nosi¢i (Tiryaki et al., 2012). Rada
typli nanovlaken na bazi polymert vykazuje dobrou adhezi neuronti a jejich vybézki (Lee et
al., 2009; Schnell et al., 2007).

Vyhodou nanovldken je mimo jiné i moznost jejich vyuziti pro fizené uvolnovani
1é¢iv; vzhledem k morfologii nanovlaken (konstantnimu praméru vlaken pti odlisné délce) se
chemické latky enkapsulované v nanovlaknech uvoliiuji s kinetikou nultého fadu (Zeng et al.,
2003). Uvoliovani rastovych faktorli z nanovlaken bylo v kombinaci s vhodnou topologii
nanovlakenné vrstvy pouzito napiiklad pro dosazeni transdiferenciace MSC na buiky
vykazujici neurondlni charakteristiky, které bylo dosaZeno nedavno (Jiang et al., 2012).

V nasich experimentech jsme shodné s jinymi autory (Mo et al., 2004; Rochkind et al.,
2006; Schindler et al., 2005; Xu et al., 2004) prokazali dobrou adhezi MSC k nami
piipravenym nanovlakniim v prostfedi in vitro. MSC jsou mnoha autory zvazovany jako
vhodné buiiky pro somatobunéénou terapii CNS (Cizkova et al., 2006; Deng et al., 2006;
Hejcl et al., 2010; Kim et al., 2006; Mansilla et al., 2005; Sykova a Jendelova, 2006;
Urdzikova et al., 2006); nanovlakna mohou byt vyuzita k jejich transportu piimo do postizené
nervove tkané, pripadné do jejiho bezprostiedniho okoli, odkud se buiiky mohou uvoliiovat.

Nase experimenty vyuzivaly nanovldkenné vrstvy ptipravené elektrospinningem. Obé
formy elektrospinningu (klasicky i metoda Nanospider™) vytvaii nanovldkenné vrstvy
s homogenni a ndhodnou distribuci vldken (Jirsdk et al., 2004). Z hlediska vyvoje nervové
tkan¢ je vSak nahodné uspotfadani vldken ECM nefyziologické a jsou aktivné hledany
prostiedky k fizeni orientace vldken pii elektrospinningu (Murugan a Ramakrishna, 2007).
Jini autofi vyuzivaji komplexni 3D struktury zalozené na polymernich nanovlaknech
v kombinaci se samoorganizujicimi oligopeptidovymi strukturami pro dosazeni regenerace
chronické misni 1éze (Gelain et al., 2011).

Samostatnou otdazkou ziistdva problematika vytvofeni vhodné 3D struktury
z nanovlaken. Proces elektrospinningu, pfipadné jeho modifikace — technologie Nanospider™

je vhodna pro vytvareni plochych vrstev s fizenou tloustkou. Snizovani plo$né hmotnosti
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nanovldkenné vrstvy, které zvétSuje relativni vzdalenosti mezi nanovlakny (a tedy zvySuje
porozitu), ma za nasledek vyssi biokompatibilitu (Soliman et al., 2011). Pii ,,fidnuti* mé vSak
nanovldkennd vrstva tendenci kolabovat vlastni vahou; kfeSeni tohoto problému jsou
vyuzivany ruzné technologické modifikace procesu elektrospinningu (Jayasinghe a Sullivan,
2006). Nami zvoleny pristup (ktery jsme pro jeho novost uspésné patentovali) spocival

v sestaveni implantatu z vice vrstev nanovladken osazenych po obou stranach bunkami.

5.4 Implantace hydrogelu v Ié¢bé misniho poranéni

Pro nasSe experimenty jsme zvolili model akutni (hemisekce, transekce a okamzita
implantace biomateridlu) a subakutni (implantace biomateridlu 7 dni po transekci) terapie
miSniho poranéni. Vyhodou téchto modeli je jejich snadna realizovatelnost v laboratornich
podminkach a konzistentni vysledky; u model chronického poranéni michy, kdy mezi 1ézi a
implantaci uplyne nckolik mésicli, je vys$$i variabilita vysledkii, zptsobend odliSnym
poopera¢nim pritbéhem u jednotlivych zvifat. Nami zvoleny model, ackoliv je vyhodny
z hlediska testovani nové vyvijenych biomateriald, nevypovidd o jejich pouzitelnosti
z klinického hlediska. Po tirazu odezni po zhruba 6 mésicich miSniho Sok a stav pacienta se
zlepSuje (Atkinson a Atkinson, 1996). Radikalni forma zdsahu do michy — vyjmuti gliové
Jjizvy a implantace biomaterialu — by tedy pravdépodobné nebyla naasovana pred odeznénim
miSniho Soku. Pro modelovani misni rekonstrukce jsou tedy vhodné spiSe chronické modely,
napf. balonkova 1éze (Vanicky et al., 2001). Nami pouzit¢ modely misniho poranéni,
u kterych je dobrd reprodukovatelnost, jsou vhodné pro posouzeni biokompatibility
implantatl, akutni tkanové reakce CNS na implantat a ristu vybézka nervovych a glidlnich
bun¢k v implantatu; v tomto jsme zvolili stejny pfistup jako jini autofi vyvijejici polymerni
hydrogely pro implantaci do mi$ni 1éze (Marchand a Woerly, 1990; Marchand et al., 1993;
Plant et al., 1997; Woerly et al., 2001). Navazujici experimentalni prace, napt. (Hejcl et al.,
2010; Hejcl et al., 2008), pak hodnoti efekt hydrogeli tspéSné vybranych pro translaci do
klinické mediciny.

Usporadani a funkéni propojeni axoni v dospélé savéi CNS vznikd béhem
prenatdlniho vyvoje; pokud dojde k jeho poranéni v dospélosti, tak regeneruje jen minimalné
(Harel a Strittmatter, 2006). V miSe se po zdvazném poranéni rozvine gliova jizva, ktera
vytvoii pfekazku pro regeneraci axonti (Das, 1983). I kdyZ jsou nasledné odstranény piekazky
pro uspésnou regeneraci (napiiklad vlozenim materidlu podporujiciho proristani vybézki
nervovych bun¢k), pak je cCasto diskutovanou otdzkou, zda budeme pozorovat funkcni

regeneraci a které neurony se na ni budou podilet. V roce 1979 byla formulovana hypotéza,
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podle které rostou vlakna vyvijejicich se primitivnich neuronovych a glidlnich prekursort
podle geneticky daného ristového planu — blueprint hypothesis (Singer et al., 1979). Rada
signalnich molekul, které podle této hypotézy tidi navigaci axond, pfetrvava i po ukonceni
vyvoje (Koeberle a Bahr, 2004); velmi pravdépodobné se vSak meéni jejich distribuce
v prostoru, coz muize mit za pfi¢inu neuspofaddany rust regenerujicich axonii v okoli misni
1éze. U potkana bylo prokazano, ze ackoliv axony degeneruji, tak téla neuront kortikospinalni
dréhy ptezivaji az 20 tydnl po transekci michy (McBride et al., 1989). V tomto sméru se
priklanime k hypotéze, ze plasticita nervové tkané je natolik vysoka, Ze kombinaci jednak
odstranéni piekazek regenerace (vCetné¢ piipadného piemosténi gliové jizvy) a jednak
podpofenim plasticity CNS (senzorickou stimulaci a neurotropnimi faktory, které tvofi
klicové slozky rustového planu) mizeme dosdhnout u¢inného piemosténi implantatu (Harel a
Strittmatter, 2006). V této strategii mohou byt nami pfipravené hydrogely soucasti
komplexniho feSeni.

Regenerace michy, vyuzivajici pfemosténi mista léze implantditem umoziujicim
prorustani axond, je dale komplikovana bariérami, které znemoznuji vstup vybezka
nervovych bunék do CNS. Tento problém se v literatufe oznacuje jako off-ramp a ma za
nasledek, ze do fady dnes vyuzivanych biokompatibilnich implantat axony vrostou, nicméné
nejsou schopny implantat opustit na druhé strané (Geller a Fawcett, 2002). Jak detekce, tak i
piekonani tohoto stavu jsou velmi komplikované. Jedinym mistem, kde vriistaji vlakna
nervovych bunék do CNS je jeho fylogeneticky nejstar$i cast — rhinencefalon (Crews a
Hunter, 1994). Na vriistani axont ¢ichového nervu do CNS se podili buiiky olfaktorické glie
(Ramon-Cueto et al., 1998), které jsou vyuzivany od roku 1998 v experimentalni 1é¢be
misniho poranéni i v klinickych studiich (Huang et al., 2006; Lima et al., 2010). Nami
pfipravené biokompatibilni makroporézni hydrogely mohou slouzit jako nosice bunck
olfaktorické glie (OEG); pro adhezi OEG vSak bude nutné modifikovat jejich povrch
napiiklad kolagenem (Schnell et al., 2007).

Pti implantaci do subakutniho modelu jsme nalezli dal§i mozny mechanismus ucinku
implantovaného hydrogelu, kterym je nespecifické zlepSeni trofiky okolni miSni tkané.
Implantace hydrogelu ma za nésledek nahrazeni pseudocyst v miSni 1ézi prokrvenou nové
vytvorenou tkani. Zatimco pseudocysty v misni 1ézi maji tendenci expandovat na ukor zdravé
tkan¢ (Kala, 1996), nove tvofena tkan v hydrogelu ma tendenci kontrahovat a tim zmensovat
tlak na okolni misni tkan. Popsany efekt by se projevil v nejvétsi mife pii implantaci
hydrogelu do posttraumatické pseudocysty (Aoki et al., 2010). Podobné by pak bylo mozné

nami ptipraveny hydrogel vyuzit jako nosi¢ bunék do blizkosti misni 1éze. Piikladem bun¢k,
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které by mohly mit v kombinaci s polymernim hydrogelem pozitivni efekt na regeneraci miSni
1éze, jsou MSC (Ciikové et al., 2006; Deng et al., 2006; Hejcl et al., 2010; Kim et al., 2006;
Mansilla et al., 2005; Urdzikova et al., 2006), u kterych jsme prokazali kompatibilitu
s implantaty.

Nase vysledky naznacuji mozny klinicky vyznam 1écby miSniho poranéni pomoci
implantace vhodného biomateridlu na bazi makroporézniho hydrogelu, ktery nahradi gliovou
jizvu piipadn€ posttraumatickou pseudocystu vzniklou v mist¢ 1éze. V popsanych
experimentech jsme pouzivali hydrogely na bdzi kopolymert HEMA bez povrchové
modifikace; ty jsou vSak pouze jednim z moznych typti biomateriald, ktery mize byt pouzit.
Zajimavym biomateridlem z hlediska miSni regenerace jsou i hydrogely na bazi HPMA
pfipravené srazeci polymeraci, jejichz povrch byl modifikovan sekvenci RGD pro zvySeni
miry adheze bunék (Hej¢l et al., 2010; Woerly et al., 1999). Je vSak tfeba fady dopliujicich
experimentll, zejména v modelu 1é¢by misni 1éze v chronickém stadiu, dfive nez budou moci

nasich poznatki vyuzit pacienti s miSnim poranénim.

5.5 Limity prace

Ackoliv vysledky popisované v této praci jsou velmi slibnym krokem pii poznavani
mechanismii miSni regenerace a experimentalni terapii misni léze, nepovazujeme za
pravdépodobné, ze se samotné makroporézni hydrogely (nezavisle na jejich morfologii)
vyznamné uplatni v terapii miSniho poranéni.

Za mnohem pravdépodobnéjsi scénaf povazujeme vyuziti nami pfipravenych
biomateridlli jako nosict pro buniky pii bunééné terapii onemocnéni CNS, nebo jejich vyuZiti
v kombinaci s vhodnymi riistovymi faktory. Pfi implantaci makroporéznich hydrogelt do
tkdné CNS je zapotiebi podpofit vristani nervovych elementli, inhibovat (nikoliv zcela
zabranit) vrustani vaziva a cév a podpofit vznik normalni cytoarchitektonické struktury
v implantatu. Jednou z moznych cest se pak stava ,,cell-polymer construct”, tedy komplexni
implantat pfipraveny metodami tkanového inzenyrstvi a obsahujici polymerni kostru, vhodné
bunky a rastové faktory ovliviiujici regeneraci tkan¢ v okoli a v implantatu (Kubinova a

Sykova, 2012).
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6 Zavéry

6.1 Hypotezy prace

Z hlediska hypotéz, které byly formulovany v ramci vyzkumu, je mozné ucinit

nasledujici zavery:

1. Je tkan CNS (mozku, michy) véetné vybézkua nervovych a gliovych bunék, schopna vrustat

do implantovanych makroporéznich polymernich hydrogeld na bazi HEMA?

Do nami pripravenych makroporéznich hydrogeli na bazi HEMA vristala nervova
tkan — zastihli jsme tam jak pojivo propojujici biomaterial s tkani CNS, tak i nové
vytvorené cévy. V hydrogelech na biazi HEMA jsme nalezli GFAP pozitivni vybézky

astrocyti i NF160 pozitivni vybéZky neuronii, proristajici tam z tkané CNS.

2. Rostou v hydrogelech na bazi HEMA in vitro mezenchymové kmenové butiky?

V makroporéznich hydrogelech na biazi HEMA jsme nalezli délici se MSC, které

prezivaly po dobu nejméné 28 dni.

3. Zavisi mira vrustani jednotlivych tkanovych elementd in vivo a rast bunék in vitro do

polymernich hydrogelu na elektrickém naboji povrchu polymeru?

V prostiedi in vitro je adheze bunék k hydrogelim s kladnym povrchovym nabojem
vys$§i nez u hydrogeli se zipornym povrchovym nibojem, nebo k hydrogeliim, u nichz je
kladny povrchovy naboj odstinén. V prostiedi in vivo se hydrogely s odliSnym
elektrickym nabojem chovaji obdobné s vyjimkou GFAP pozitivnich vybézki astrocyti,

které jsme vice nalézali v hydrogelech se zipornym povrchovym nabojem.

4. 7Zvvsi se zvldknénim polymerniho hydrogelu do podoby nanovladken pomoci

elektrospinningu mira adheze bunék in vitro?

Zvlaknénim hydrogelii jsme dostali biomaterial s vysokou mirou in vitro adheze rady

typti bunék (MSC, astrocyty).
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5. Zavisi efekt implantace biodegradovatelnych materidli do miSni 1éze na Kinetice

biodegradace téchto biomateriala?

Hydrolyticky degradovatelné polymerni hydrogely se pii implantaci in vivo chovaji
odliSné v zavislosti na rychlosti jejich biodegradace. Pokud tyto hydrogely implantujeme

ve fazi maximalni hydratace (spo¢tené dle modelu), je vristani tkané CNS zvySeno.

6.2 Souhrnny zavér

Vysledkem experimentalni prace byla technologie pfipravy biokompatibilnich
makroporéznich hydrogeld, které mohou slouzit jako implantaty do CNS, a ovéfeni jejich
vlastnosti v podminkdach in vitro 1 in vivo. Biomateridly, které jsme navrhli a ptipravili, byly
biokompatibilni a po implantaci do michy laboratorniho potkana podporovaly vrastani
pojivové tkang, obsahujici cévy a sit’ vybezkii nervovych bunék. Ptipravené hydrogely mohou
byt vyuzity k experimentalnimu premosténi 1éze CNS a jako vhodny experimentalni model

pii studiu regeneracnich vlastnosti CNS.

1. Navrhli jsme postup piipravy makroporéznich hydrogel na badzi kopolymert HEMA
s pouzitim ¢astic NaCl jako porogenu. Zvoleny postup piipravy makroporéznich hydrogelt
umoziuje — pii aproximaci kulového tvaru castic NaCl — spocitat u téchto a podobnych
hydrogeli jejich charakteristiky dle nasledujicich vzorcl (pnaci je hustota chloridu sodného —

’ a pp je hustota suchého polymeru - 1.2 g.cm’). Pro vypodet potfebujeme znat

2.16 g.cm
hodnotu objemové frakce suchého polymeru v rovnovazné zbotnalém hydrogelu (Zy), celkovy
objem zbotnalého makroporézniho hydrogelu (V) @ hmotnost suchého hydrogelu (mpy) a

hmotnost pouzitého NaCl. (mnaci).

Myaci
v /o 3 Kk n= 4 d
1) — pocet pori v 1 cm” vzorku
(h=p P P Naci *”(*)3 Vi
3 2
m
_ ’ . ; o 3 V :1_ H
(2) — celkovy objem porti v 1 cm” vzorku v %7, <V,
. , v,
(3) — objem jednoho poéru V, = 7
(4) — primér jednoho poru d, =2x3 /%
Vs
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d 2
(5) — celkovy povrch pora v 1 cm® vzorku S = 47{7”) n

Vypocet byl ovéten korelaci spocteného priméru péru dy a priméru pora dx,
ziskaného obrazovou analyzou trojrozmérnych obrazkti pofizenych konfokalnim
mikroskopem. Difizni parametry hydrogelii svéd¢ily pro volnou difizi (hodnota objemové
frakce se pohybovala mezi 0.46 a 0.96 a tortuozita se u vSech sledovanych vzorku blizila
k 1.00). Zobrazeni hydrogelt v konfokalnim 1 elektronovém mikroskopu prokazala prevazné

komunikujici pory.

2. Mechanické vlastnosti pfipravenych hydrogeld na bazi HEMA byly srovnatelné
s mechanickymi vlastnostmi tkané CNS a jejich biokompatibilita byla ovéfena rastem MSC
v téchto hydrogelech. Pfi implantaci do kortexu jsme vSak pozorovali jen minimalni vrastani
tkan¢ (ackoliv jsme v implantatech nalezli GFAP-pozitivni vybézky astrocyti i NF160-
pozitivni vybézky nervovych bunék ve stejné mite, jako v hydrogelech na bazi HPMA). Tento
vysledek jsme potvrdili difiznim méfenim: po implantaci se tortuozita v hydrogelech na bazi
HPMA zvysila z 1.05+£0.01 na 1.69+0.03, zatimco v ndmi pfipravenych hydrogelech ziistala
konstantni. Proto jsme se rozhodli modifikovat pfipravené¢ materialy zavedenim kladného
elektrického naboje. Pro tuto modifikaci jsme zvolili kopolymer HEMA s kyselinou
methakrylovou a kvarterni amoniovou soli MOETACI a pfipravili jsme nasledujici Ctyfi

kategorie makroporéznich hydrogel, odliSujicich se elektrickym nabojem povrchu:

HEMA-MA" Kopolymer obsahujici zaporny elektricky naboj.
HEMA-MOETACI" Kopolymer obsahujici kladny elektricky naboj.
HEMA-MA-MOETACI" Kopolymer obsahujici kladné 1 zaporné -elektrické

naboje v poméru 1:1.

HEMA-MA™ + poly(MOETACI") | Polyelektrolytovy komplex kopolymeru obsahujiciho
zaporny elektricky naboj (HEMA-MA) s linedrnim
poly(MOETACI) obsahujicim kladny néboj.

3. Mechanické vlastnosti v§ech ptipravenych hydrogelt, lisicich se elektrickym nébojem, byly
srovnatelné s mechanickymi vlastnostmi tkdné CNS a jejich biokompatibilita byla ovéiena
rastem chondrocyti a MSC v téchto hydrogelech. Diftizni parametry hydrogelll svédcily pro
volnou difizi (hodnota objemové frakce se pohybovala mezi 0.82 a 0.87 a tortuozita mezi

1.03 a 1.14).
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Pti sledovani riistu MSC v hydrogelech s odlisnym elektrickym ndbojem jsme zjistili,
ze ve vSech sledovanych hydrogelech pocet bun€k do 7. dne roste, poté se snizi a dale az do
28. dne je konstantni. Nejvice MSC roste v kladné¢ nabitych hydrogelech (HEMA-
MOETACI). Zatimco v hydrogelech HEMA-MA jsou builky rovnomérné rozptylené
v objemu hydrogelu, roste v hydrogelech obsahujicich kladné naboje (HEMA-MOETACI a
HEMA-MA-MOETACI) vyrazné vice bun€k v okrajové vrstvé hydrogelu. Polyelektrolytové
komplexy se chovaji stejné jako zadporné nabité hydrogely (HEMA-MA); kladné elektrické
naboje linearniho poly(MOETACI) jsou pravdépodobné stinény jejich makromolekularnimi
iontovymi protéjsky.

Po implantaci do michy laboratorniho potkana vSechny sledované hydrogely
vyvolavaly jen minimdlni sterilni zanétlivou reakci a dobie adherovaly k misni tkani; nervova
tkan vristala do vSech ¢tyt hydrogelli. Nejvice podpurné tkané (vazivo, cévy) jsme pozorovali
v hydrogelech obsahujicich kladny naboj (HEMA-MOETACI), ve kterych bylo vristani
nervoveé tkané srovnatelné s hydrogely na bazi HPMA (NeuroGel™). Vrustani tkanovych
element bylo méné patrné v hydrogelech obsahujicich kladny 1 zaporny ndboj (HEMA-MA-
MOETACI). V obou zminénych hydrogelech se nachazely i cévy. V hydrogelech se
zapornym nabojem (HEMA-MA) a v polyelektrolytovych komplexech jsme pozorovali jen
minimalni vristani tkané.

Vybézky nervovych bun€k v naSich experimentech pronikaly do vSech sledovanych
hydrogelli; nejvétsi miru vristdni jsme pozorovali u kopolymeri HEMA-MOETACI,
nejmensi u polyelektrolytovych komplexti. Vybézky astrocytti piekracovaly hranice vSech
implantat a vrastaly do nich, jejich vlakna vSak v zddném z implantati nedosahovala az do
sttedu; mira vrastani vldken astrocyti do implantati byla nepfimo uUmérna rastu
neurofilament.

Vhodnym materidlem pro regeneraci tkdné¢ CNS mohou byt i trojrozmérné implantaty
pfipravené s vyuzitim vice vrstev nanovlaken. Morfologie nanovldken, kterd napodobuje
uspotradani strukturdlnich komponent extracelularni matrix, vede k vysoké biokompatibilité
téchto materiald. MSC 1 bunky pfitomné v CNS adheruji k nanovldknlim vyznamné vice, nez
k homogennim povrchim identickych polymerd. Nanovldkna adheruji ke tkani CNS a
dochazi vnich kristu vybézkii nervovych bunék; nevyhodou je nutnost vytvoreni
trojrozmérného implantatu z jednotlivych vrstev. NaSe vyzkumy vtomto sméru vedly

k podéni dvou patent.

105



4. Pro ptipravu biodegradovatelnych hydrogelii jsme nahradili zakladni polymer na bazi
HEMA kopolymerem HPMA s EOEMA a hydrolyticky §tépitelnym sitovadlem. Stépitelné
sitovadlo umoznuje degradaci hydrogelu. Jeho obsahem a zaroveii obsahem EOEMA
v hydrogelu lze nastavit dobu degradace hydrogelu v prostiedi s fyziologickym pH v rozmezi
3 — 35 dni. Strukturdlni a mechanické vlastnosti biodegradovatelnych hydrogela i jejich
biokompatibilita byly srovnatelné s hydrogely na bazi kopolymerti HEMA.

Po implantaci do hemisekce michy laboratorniho potkana jsme pozorovali, Ze
v okrajové zoné€ implantatu dochazi k regeneraci tkané a proristani nervovych vlaken; Sitka
této okrajové zony zavisela na dobé biodegradace hydrogelu, nejvétsi byla u hydrogelt
s dobou biodegradace 7 dni. Uprostied implantitu kondenzoval c¢astetné degradovany
polymer, ktery nebyl transportovan z mista 1éze. Vzhledem k ptedpokladu, Ze tato kondenzace
je zptsobena botnanim hydrogelu na pocatku jeho degradace, jsme implantovali hydrogel,
ktery byl na pocatku ponechan po néjakou dobu botnat v prostiedi in vitro.

Po implantaci takto upraveného hydrogelu jsme pozorovali nejlepsi vysledky pfi
regeneraci miSni tkdn€ u hydrogeli, které byly implantovany po 5 dnech jejich botnani, resp.

ve fazi blizké jejich maximalni hydratace (t€sn¢ pred maximem).

5. Regeneraci miSni tkan¢ v hydrogelech s kladnym elektrickym nabojem (kopolymerech
HEMA-MOETACI) jsme prokdzali 1 v subakutnim modelu 1écby misniho poranéni
(implantace 7 dni po transekci). Vyznamnym prvkem regenerace je zmenseni pseudocysty

vytvarené v misté 1éze.
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7 Souhrn

Biokompatibilni hydrogely na bazi kopolymerii 2-hydroxyethylmethakrylatu jsou
vhodné k implantaci do poranéni centralniho nervového systému. Nami piipravené hydrogely
byly makroporézni s pfevazné komunikujicimi péry a jejich mechanické vlastnosti byly
srovnatelné s mechanickymi vlastnostmi miSni tkané. Po ovéfeni biokompatibility rastem
MSC a zméfteni difuznich vlastnosti jsme pfipravené hydrogely implantovali do modelu
akutni 1éze michy laboratorniho potkana a studovali proces regenerace miSni tkané
v implantatech. Pfi implantaci v subakutni fazi jsme pozorovali pfiznivy vliv implantovanych
hydrogeli na regeneraci tkdn€ michy v okoli 1éze a zmenSeni tvorby pseudocyst.

Pomoci histologie a imunohistochemie jsme pozorovali vrustani tkanovych element
CNS (vazivo, cévy, neurofilamenta, Schwannovy buiiky, vybézky astrocytll) do hydrogeli
implantovanych do hemisekce michy laboratorniho potkana. Zjistili jsme, ze kopolymeraci
s kvarterni amoniovou soli nesouci kladny néboj, se zvySuje mira adheze bun¢k in vitro i
vrastani nékterych tkanovych element (vazivo, cévy) do pfipravenych hydrogela. Kladny
naboj nemd vliv na vristani vybeézkli neurofilament ani astrocytii které vristaji do vSech
ptipravenych hydrogela.

Kopolymeraci s hydrolyticky degradovatelnym sitovadlem jsme ptipravili hydrogely
s dobou biodegradace in vivo 7-34 dni. Regenerace misni tkan¢ v téchto biomaterialech byla
obdobnd, jako regenerace v nebiodegradovatelnych hydrogelech bez elektrického naboje;
komplikovana byla kondenzaci degradacnich produktd v centru hydrogelu. Implantaci
hydrogell ve fazi maximalni hydratace jsme doséahli snizeni miry této kondenzace a zvyseni
regenerace strukturalnich element misni tkan¢ v biomaterialu.

Vysledky prace byly jak nové znalosti o regeneraci CNS, tak i technologie pfipravy
biokompatibilnich makroporéznich hydrogeld, které mohou slouzit jako implantaty do CNS, a
ovéefeni jejich vlastnosti v podminkach in vitro i in vivo. Biomaterialy, které jsme navrhli a
pripravili, byly biokompatibilni a po implantaci do michy laboratorniho potkana podporovaly
vristani pojivové tkéné, obsahujici cévy a sit' vybeézkii nervovych bunék v akutnim i
subakutnim modelu terapie misni 1éze. Pripravené hydrogely mohou byt vyuzity
k experimentalnimu pfemosténi 1éze CNS a jako vhodny experimentdlni model pii studiu

regeneracnich vlastnosti CNS.
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8 Summary

Biocompatible hydrogels based on copolymers of 2-hydroxyethylmethacrylate are
suitable for implantation into a central nervous tissue lesion. Our prepared hydrogels were
macroporous with predominantly communicating pores, and their mechanical properties were
similar to those of spinal cord tissue. After we confirmed their biocompatibility by the growth
of mesenchymal stem cells and determined the hydrogel diffusion properties, we implanted the
prepared hydrogels into acute spinal cord injury in laboratory rats and studied the process of
spinal cord tissue regeneration within the implants. When the hydrogels were implanted in
subacute phase of spinal cord injury, we observed favorable impact on the spinal cord tissue
regeneration and reduction of pseudocyst formation.

Using histological and immunohistochemical methods, we observed the ingrowth of
central nervous tissue elements (connective tissue, vessels, neurofilaments, Schwann cells,
astrocyte processes) into the hydrogels implanted into the spinal cord hemisections. We have
found that copolymerization with a positively charged ammonium salt increases the adhesion of
the cells to the hydrogels in vitro and the ingrowth of nonspecific tissue elements (connective
tissue, vessels) into the hydrogels. However, the positive charge had no effect on the ingrowth
of neural cell processes and astrocytes, which were found within all of the studied materials.

Using copolymerization with a hydrolytically degradable crosslinker, we prepared
hydrogels biodegradable in vivo in 7-34 days. The regeneration of the spinal cord tissue in these
biomaterials was similar to the regeneration in nonbiodegradable hydrogels without an electric
charge; however, it was complicated by the condensation of hydrogel degradation products in
the central zones of the hydrogels. By implanting these hydrogels in the phase of maximal
hydration, we decreased the condensation process and increased the regeneration of neural cell
processes within the implants.

This work has resulted in increased knowledge about spinal cord regenerative processes
and also in improved technology for the preparation of biocompatible macroporous hydrogels,
which can serve as implants into the central nervous tissue, as well as a better understanding of
their properties both in vitro and in vivo. Our biomaterials were biocompatible, and after
implantation into a spinal cord hemisection in the laboratory rat, they facilitated the ingrowth of
connective tissue containing vessels as well as a network of neural cell processes in both acute
and subacute spinal cord injury therapy models. These hydrogels can be utilized as a suitable

experimental model in order to study the regenerative properties of the central nervous tissue.
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