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SOUHRN

Hydrogely patfi mezi biomateridly uZivané k rekonstrukci
experimentalniho poranéni michy (spinal cord injury, SCI).
V modelu akutniho SCI jsme implantovali hydrogely na bazi 2-
hydroxyetylmetakrylatu (HEMA) a
hydroxypropylmetakrylamidu (HPMA). Po 1 mé&sici hydrogely
pfemostily posttraumatickou kavitu, dobfe adherovaly k misn{
tkdni a vytvorily permisivni prostfedi, kam vriistaly cévy, axony
a Schwannovy buriky.

Fyzikalni modifikace (napf. povrchovy naboj) hydrogeli
mohou zlepsit pfemosténi akutniho SCI. V hemisekci miSni
jsme implantovali hydrogely na bazi HEMA s povrchovymi
ndboji a porovnali shydrogelem bez ndboje. Hydrogely
s povrchovym nédbojem po 1 mésici podpofily adhezi
pojivovych bun¢k a rist axoni do implantitu v porovnani
s hydrogelem bez nédboje.

Vstebatelné hydrogely mohou piemostit miSni 1ézi a
nasledné se vstfebat. V modelu akutniho SCI jsme implantovali
hydrogely na bizi kopolymeru HPMA a etoxyetylmetakryldtu
(EOEMA), které se vstiebavaly smérem z periferie, jeZ byla po
1 mésici nahrazena novou tkani, smérem do centra, tvofeného
amorfni hmotou zbytku hydrogelu s minimem vrostlé tkdn¢.

Premosténi mi$ni 1éze miZeme zlepsit odloZenou implantaci
hydrogelu. V transekci michy jsme implantovali hydrogel na
bazi HEMA akutné a odloZzené¢ (po 7 dnech). OdloZend
implantace redukovala objem posttraumatické kavity po 3
mésicich v porovndni s akutni implantaci hydrogelu. Také
implantace hydrogelu (akutn€¢ ¢i odloZzen€) vyznamné



redukovala objem posttraumatické kavity v porovnani
s transekci.

V modelu chronického SCI jsme po 5 tydnech implantovali
hydrogely na bazi HPMA (s MSCs nebo bez MSCs) a porovnali
s vyvojem chronického SCI bez 1é¢by. Hydrogely po 6 mé&sicich
dobfe ptfemostily kavitu, byly prorostlé cévami, axony,
Schwannovymi buiikami a také astrocyty. Implantace hydrogelu
s MSCs vedla k vyznamné redukci atrofie miSni tkané.
Implantace hydrogelu s MSCs vyvolala vyznamné zlepSeni
v motorickych i senzitivnich funkcich v porovnéani s chronickym
SCI bez terapie.

SUMMARY

Hydrogels are biomaterials used in the treatment of
experimental spinal cord injury (SCI). In a model of acute
SCI, we implanted hydrogels based on  2-
hydroxyethylmethacrylate (HEMA) and
hydroxypropylmethacrylamide (HPMA). One month after
implantation the hydrogels bridged the cavity, adhered well to
the spinal cord and created permissive environment, infiltrated
with blood vessels, axons and Schwann cells.

Physical modifications (e.g. surface charge) of hydrogels
may improve bridging of acute SCI. We implanted hydrogels
based on HEMA with a surface charge in spinal cord
hemisection and compared with a hydrogel without charge.
Hydrogels with surface charge improved connective tissue
adhesion and growth of axons compared to a hydrogel without
charge.

Biodegradable hydrogels may bridge a lesion followed by
complete resorption. In a model of acute SCI we implanted
hydrogels based on the copolymer of HPMA and



etoxyethylmethacrylate (EOMA) degraded from the periphery,
which was substituted with new tissue after 1 month, to the
center, comprising amorphous residuals of the hydrogel.

Delayed hydrogel implantation may improve bridging of
spinal cord lesion. We implanted hydrogels based on HEMA
acutely or in a delayed fashion (after 7 days) in spinal cord
transection. Delayed implantation reduced the volume of the
cavity after 3 months compared to acute implantation of
hydrogel. Hydrogel implantation (acute or delayed)
significantly reduced the volume of the posttraumatic cavity
compared to transection.

In a model of chronic SCI we implanted hydrogels based
on HPMA (alone or with MSCs) after 5 weeks and compared
to chronic SCI without treatment. Hydrogels bridged the
cavity after 6 months and were infiltrated with blood vessels,
axons, Schwann cells and astrocytes. Hydrogels with MSCs
led to a statistically significant reduction of spinal cord
atrophy. The implantation of hydrogels with MSCs led to a
significant improvement in both motor and sensory function
compared to chronic SCI without therapy.

1. UVOD

Poranéni michy (SCI, spinal cord injury) je vyznamny
zdravotni i spoleCensky problém pievdzné v ekonomicky
rozvinutych zemich svéta. V sou€asnosti neni k dispozici
1écba, kterd by zrekonstruovala poSkozenou miSni tkdn a
umoZnila restituci poSkozenych funkci. V laboratornich
podminkdch je testovino mnoho rlznych metod
k v experimentdlni terapii SCI, jako je vyuziti kmenovych
bunék (olfaktoricka glie, mezenchymadlni buiiky kostni dfené,



neurdlni kmenové burky, apod.), manipulace autoimunitni
odpovédi, blokdda inhibi¢nich molekul nebo uZiti biomateriala
k pfemosténi miSniho poranéni.

Sekundarni poranéni michy mi za ndsledek rozvoj
astroglidlni jizvy, atrofie michy a posttraumatické kavity.
Premosténi posttraumatické kavity pomoci hydrogelt je
jednou z vyznamnych oblasti experimentdlni 1écby miSniho
poranéni. Hydrogely jsou biokompatibilni syntetické polymery
s vysokym obsahem vody (70-90%), péry o velikosti 50-90
um a maji velky povrch. Jejich chemické i fyzikalni vlastnosti
jsou Siroce modifikovatelné. V medicin€ jsou vyuZivany, napf.
pfi vyrob¢ kontaktnich ¢ocek.

Mezenchymadlni buniky kostni dfené¢ (MSCs, mesenchymal
stem cells) jsou somatické kmenové buiilky, které maji
schopnost migrovat do mista postiZeni v z4vislosti na mistnich
indukénich signdlech. Implantace MSCs statisticky vyznamné
zlepSuje motoriku a ¢iti zadnich koncetin potkani.
Morfometrickd analyza také prokdzala statisticky vyznamné
zvySeni objemu zachovalé bilé hmoty (Urdzikova et al. 2006).

V nas$i praci jsme implantovali hydrogely na bazi 2-
hydroxyetyl-metakrylatu (HEMA) a
hydroxypropylmetakrylamidu =~ (HPMA), samotné nebo
v kombinaci s MSCs, s cilem piemostit experimentalni SCI.
Hodnotili jsme integraci hydrogelu do mista poranéni, vristani
elementil nervové tkang, atrofii miSni tkané a vliv implantace
hydrogelu na motorické a senzitivni funkce zadnich koncetin
laboratorniho potkana.

2. CILE PRACE



. Premostit akutni SCI hydrogely na bizi HEMA a HPMA.
Vytvofit vakutni miSni 1€ézi permisivni prostiedi pro
regeneraci elementti nervové tkang.

. Zlepsit ptemosténi akutntho miSniho poranéni hydrogelem
s povrchovym ndbojem. Podpofit bunéfnou infiltraci
hydrogelu a regeneraci axoni modifikaci hydrogeli
povrchovymi ndboji (pozitivni, negativni, pozitivni i
negativni, bez niboje).

. Sledovat rozsah pfemosténi posttraumatické kavity
v z4vislosti na rychlosti vstiebdvani biodegradabilnich
hydrogeld. Na modelu akutnitho SCI pouZit vstiebatelné
hydrogely @ na  bazi  kopolymeru HPMA a
etoxyetylmetakryldtu (EOEMA) a nalézt vztah mezi
rozsahem pfemosténé posttraumatické kavity a rychlosti
vstiebavani hydrogelu.

. OdloZenou implantaci hydrogelu (po 7 dnech) eliminovat
rozvoj posttraumatické kavity. V modelu transekce michy
zjistit, zdali odloZend implantace hydrogelu na bazi HEMA
zmenS$i objem posttraumatické kavity v porovnéni s akutni
implantaci.

. Pfemostit chronickou miSni 1ézi hydrogelem na bazi
HPMA, bud sMSCs nebo bez MSCs. Implantaci
hydrogelu do chronického SCI vytvofit permisivni
prostiedi, a tak zlepSit regeneraci axonu v chronické miSni
1ézi a zmirnit atrofii michy.

. Zlepsit motorické a senzitivni funkce zadnich koncetin u
laboratornich  potkand s chronickym SCI implantaci
hydrogelu na bdzi HPMA nebo hydrogelu na bazi HPMA
osetého MSCs.



3. METODY

3.1. Laboratorni zvitata, anestézie

Pokusy s poranénim michy byly provadény na dva mésice
starych laboratornich potkanech, samcich kmene Wistar.
VSechny implantace hydrogelu byly provddény v celkové
anestézii (pentobarbital i.p., 10mg/ml v davce 6 ml/1kg).
Antibiotika jsme aplikovali bolusové pied operaci (ampicilin
0,3 ml i.m. nebo gentamicin 0,05 ml i.m.). Celd operace byla
provedena pod opera¢nim mikroskopem (Zeiss) pii 15-25
ndsobném zvétseni v aseptickych podminkach.

3.2. Modely akutniho poranéni michy

Hemisekce michy

Hemisekce je chirurgické vytéti poloviny michy obvykle
v rozsahu 1-2 mm. Provadéli jsme hemisekci v trovni Th8-9.
Z linedrniho kozZniho fezu o délce 2-3 cm ve stiedni ¢afe jsme
stiihli podkozni tukovou tkdn. Déle jsme separovali
paraaxidlni svalstvo a skeletizovali hrudni laminy v rozsahu
pfiblizné Th7-Th10. Provedli jsme laminektomii Th8 ¢i Th9 se
snesenim processus spinosus priléhajiciho vy$siho obratlového
oblouku. Provedli jsme transverzalni durotomii od stfedni ¢ary
smérem k pravému okraji michy s ndslednou hemisekci, tedy
vytétim segmentu pravé poloviny misni tkdn¢ o délce ptiblizné
2mm.

Transekce michy



Transekce michy je kompletni pretéti michy. Transekci jsme
provadéli v drovni Th8 a piistup byl stejny jako v piipadé
hemisekce. Jen durotomie byla provedena oboustranné od
sttedni cary vdélce 3 mm. Poté jsme provedli vlastni
transekci, tedy kompletni preruSeni michy s vytétim tkané
v délce pfiblizn€ 2 mm.

3.3. Model chronického poranéni michy

Balonkovd kompresni léze

Balénkova kompresni 1éze je model tupého poranéni michy.
Vedli jsme 2-centimetrovy fez kUZzi ve stfedni ¢afe v urovni
Th10-L1. Laminy Th10-L1 jsme skeletizovali a svaly jsme
odtdhli laterdlné pomoci retraktoru. Vybrousili jsme dirku do
laminy Th10 pomoci zubniho brousku. Poté byl zaveden 2F
Fogarthyho katétr (Baxter Healthcare Corporation, Irvine, CA)
naplnény destilovanou vodou a napojen na 50 puL
Hamiltonovu stifkacku 1 cm kranidlné do dorzdlniho
epidurdlniho prostoru. Balének byl rychle naplnén vodou na
objem 15 pl pomoci mikromanipuldtoru. Po 5 minutich byl
baldnek vypustén a vytaZen. Svaly a kize byly zaSity ve dvou
vrstvach.

3.4. Implantace hydrogelu do modelu akutniho poranéni michy
Implantace hydrogelu do hemisekce

U hemisekce jsme provedli excizi miSni tkdné, ¢imZ jsme
vytvortili dutinou o velikost pfiblizné 2x2x2mm. Provedli jsme
dostate¢nou hemostazu, aby byla dutina ¢istd a nevytvofil se
hematom. Jeho pozdé&jsi resorpce by méla za nésledek vznik
pseudocysty. Do posttraumatické dutiny jsme vloZili hydrogel.
Velikost implantitu jsme pfizpisobili velikosti a tvaru



vytvofené dutiny. ZaSili jsme tvrdou plenu pokracujicim
stethem (10/0, BBraun). Nésledné jsme pokracujicim stehem
sesili svaly a kiizi (4/0, Chirmax).

Akutni a odloZend (po 7 dnech) implantace hydrogelu do
transekce

U transekce jsme provedli kompletni vytéti michy v délce
pfiblizné 2 mm. Ovéfili jsme si, Ze je micha uplné preruSena,
zvlaste v laterdlnich ¢astech patefniho kandlu, které mohou byt
hife prehledné z bézného piistupu. Do takto vytvorené dutiny
jsme implantovali hydrogel. Tato implantace se fidi
podobnymi pravidly jako hemisekce. Vyhodou transekce je
mozZnost odloZzené implantace hydrogelu, na rozdil od
hemisekce michy, kde existuje vysoké riziko poranéni misni
tkane.

V nasi studii jsme provadéli implantaci hydrogelu do
transekce michy odloZené po 7 dnech. Po znovuotevieni rany
a protéti jizevnaté tkané jsme odhalili seSitou tvrdou plenu.
Extrahovali jsme suturu tvrdé pleny, odsali bunéény detritus
v misté transekce a odstranili jizevnatou tkan. Do takto
,,0C18téné* dutiny jsme implantovali hydrogel. Velikost a tvar
jsme opét upravili dle pooperacni velikosti a tvaru kavity. Poté
jsme znovu zasili tvrdou plenu, svalovou vrstvu a kliZi.

3.5. Implantace hydrogelu do modelu chronického poranéni
michy

Implantace hydrogelu do balonkové kompresni léze

Z linedrniho koZniho fezu o délce 3-4 cm ve stiedni ¢afe jsme
prostiihli tukovou tkén. Déle jsme separovali paraaxidlni
svalstvo a skeletizovali hrudni laminy v rozsahu Th7-Thll1.
Provedli jsme laminektomii Th7-10. Rozsah laminektomie



jsme upravili dle peroperacniho nalezu poranéni michy (vyska
poranéni, rozsah poranéni). Po zajiSténi hemostizy jsme
provedli longitudindlni durotomii ve stfedni care v délce 1-
3cm. Nad centrem miSnitho poranéni jsme provedli
longitudindlni dorzdlni myelotomii. Pronikli jsme do kavity a
evakuovali bun&ény detritus. Do této kavity jsme implantovali
pfemost’ujici materidl. Velikost implantovaného hydrogelu
jsme prizpasobili velikosti kavity tak, abychom ji vyplnili
v celém rozsahu, ale pfitom nepisobili nadmérnym tlakem na
okolni miSni tkan. Tvrdd plena byla zaSita pokracujicim
stethem (10/0, BBraun). Nésledné jsme pokracujicim stehem
sesili svaly a kuzi (4/0, Chirmax).

3.6. Behaviordlni testovani

K testovdni motorickych funkci zadnich konéetin jsme pouZili
BBB test dle Bassa, Bresnahana a Beatticho (Basso et al.,
1995). Skila je vrozsahu O aZz 21 bod®; 0 znamend Zadny
pohyb, tedy paraplegii, 21 pak tipln4 hybnost dolnich koncetin.
K testovadni senzitivity u potkant s poSkozenim michy jsme
vyuzili tzv. plantarni test (Plantar test — Ugo Basile, Comerio,
USA). Tento test m&fi rychlost reakce (odtaZeni packy) na
tepelny stimulus. Zvifata jsme testovali 1x tydné, kazdou ze
zadnich koncetin zv1ast.

3.7. Hodnoceni magnetickou rezonanci

Micha byla vySetifena na experimentdlnim pfistroji MR Bruker
Biospec 47/20 o sile 4,7 T s vnitinim primérem magnetu 20
cm s gradientnim systémem o sile 200mT/m a péteini civkou
vlastni vyroby. Sagitdlni fezy (obrazovd matice 512x160
bodt, zorné pole o velikost 10x3cm, tloustka fezu 0,5mm s



mezerou mezi fezy 0,5mm, TE = 70ms a TR = 800 ms) byly
snimdny béZnymi RARE sekvencemi s turbo faktorem 8.

3.8. Retrogradni barveni

Provedli jsme laminektomii Th12 a Th13 v celkové inhalacni
anestézii (isofluran). Stereotakticky jsme injikovali 2 ul 2%
hydroxystilbamidinu (Fluorogold, Invitrogen) pomoci pfistroje
Nano-Injector (Stoelting Co.) do dorzalnich sloupcti. Po 2
dnech byla zvifata perfundovdna fyziologickym roztokem
pufrovanym fosfitem (PBS) a 4% paraformaldehydem.
Nésledné byly michy standardné vyjmuty z patefniho kandlu a
nakrajeny na 40 pum silné fezy. Rezy byly nejprve inkubovény
s protilditkou antifluorogold (1:10 000, Chemicon
International) s kozi sekundédrni protilatkou proti kréalikovi
(1:1000, Vector Labs). Nasledné byl na fezy aplikovédn
Vectastain ABC reagent (Vector Labs) a diaminobenzidin
(Vector Labs).

3.9. Histologické zpracovani
Potkany jsme perfundovali pentobarbitalem. Usek michy o
délce 5 cm, s epicentrem poranéni uprostied, jsme vyjmuli,
zmrazili a nésledné nafezali na kryostatu na podélné fezy o
sile 16 a 40 um. Pro nasledné hodnoceni integrace hydrogelu
do oblasti miSni 1éze bylo pouzito standardni barveni
hematoxylinem a eosinem (HE). Pro hodnoceni infiltrace port
hydrogelu bunkami pak barveni kresyl violeti (CV). Pro
morfometrické méfeni zachovalé miSni tkané bylo pouzito
barveni luxolovou modii (LFB — luxol fast blue).

K identifikaci elementti infiltrujicich hydrogely jsme
pouzili imunohistochemické metody: GFAP-Cy3 (1:200,
Sigma-Aldrich) barveni na astrocyty, NF 160 (1:200, Sigma-



Aldrich) barveni na axony, p75 (1:100, Chemicon
International) k identifikaci Schwannovych bunék, RECA-1
(1:50, Abcam) kidentifikaci vrastajicich cév, ED-1 (1:100,
Invitrogen) pro hodnoceni makrofagti. PouZili jsme nasledujici
sekundérni protilatky: Alexa Fluor 488 s kozi sekundarni
protildtkou proti krilikovi IgG (1:200, Invitrogen), IgM Cy3
(1:100, Chemicon International), a Alexa Fluor 594 s kozi
sekundérni protilatkou proti kralikovi IgG (1:500, Invitrogen).

3.10. Elektronova mikroskopie

Michy byly podélné€ nafezany na 60 pm silné fezy a pieneseny
na sklicka, fixovany v2,5% glutaraldehydu v 0,1M
Sorensenova pufru a barveny v 1% osmium tetraoxidu v 0,1M
Sorensenové pufru po dobu 2 hodin. Histologické fezy byly
ndsledné dehydratovany v etanolu, ponofeny do propylénoxidu
a zality vEponu 812 s pouZitim Zelatinovych kapsli. Po
polymerizaci (72 hodin v60 °C) bylo kryti odstranéno
tekutym dusikem. Vybrané oblasti jsme nafezali na ultratenké
fezy (65 nm) ultramikrotomem (Ultracut) a hodnotili pomoci
transmisniho elektronového mikroskopu Philips Morgagni
268D (FEI Inc., Hillsboro, OR, USA).

3.11. Morfometrie kavit

K méfeni velikost kavit jsme pouzili fezy barvené luxolovou
modfi a krezyl violeti. K morfometrii jsme pouZili kazdy paty
fez a tyto snimali pomoci svételného mikroskopu pfi zvétSeni
25x. Snimky byly digitdlné ptfeneseny do PC. V programu
Image J a Neurolucida, verze 5.05.4 jsme provedli méfeni
plochy kavit v jednotlivych fezech a ndsobili silou fezu.
Souctem jednotlivych hodnot jsme ziskali celkovy objem
kavit.



3.12. Statistickd analyza

Vsechna data byla analyzovana s pouZitim aritmetického
priméru + standardni chyba praméru (S.E.M.) K porovnavani
dvou pocetnich celkli jsme pouZili Studentiv t-test a
k porovnani tii pocetnich celkil jsme pouZzili jednostranného
testu ANOVA s post-hoc LSD testem na hladiné vyznamnosti
p < 0.05 (oznaCené *). Ddle jsme pouzili neparametricky
Kruskall-Wallistv test a Mann-Whitney test.

4. VYSLEDKY

4. 1. Piremosténi akutniho SCI hydrogely na bazi HEMA a
HPMA
Hydrogely na bdzi HEMA a HPMA jsme implantovali do
modelu akutniho SCI (hemisekce) a histologicky hodnotili
pfemosténi kavity a infiltraci hydrogelu elementy nervové
tkdn€ po 4 tydnech. Hydrogely vytvofily pfemosténi pies
kavitu a dobfe adherovaly kokolni miSni tkdni. Poéry
hydrogelit byly infiltrovdny vrostlymi pojivovymi butikami.
Nebyla zaznamendna vyznamna reakce proti cizimu t&lesu. Do
hydrogeld vristaly cévy, axony a Schwannovy buiky
z miSnich kofenti, které rostly v uzkém kontaktu s axony.
Elektronovd mikroskopie prokdzala, Ze Schwannovy buiky
skute¢né myelinizuji axony hydrogelu. Astrocyty vristaly do
okrajovych ¢asti hydrogelil jen minimalné.

Implantované hydrogely na bizi HEMA a HPMA vytvofily
pfemosténi akutniho miS$niho poranéni a umoZznily vrustani
elementil nervového tkané€ do mista poranéni 4 tydny po SCL



4. 2. Premosténi akutniho SCI hydrogelem s povrchovym
nabojem

Do hemisekce michy jsme implantovali 4 typy hydrogelt s
riznym povrchovym ndbojem (kladny, zdporny, kladny i
zaporny, bez naboje) a hodnotili infiltraci hydrogeld elementy
nervové tkdné po 4 tydnech. Hydrogely s povrchovym
nabojem mély péry jen infiltrovany buiikami pojivové tkané,
zvl4sté pak hydrogely, které mély na povrchu pozitivni néboj
(+ nebo +/-). Minimum bunék infiltrovalo hydrogely bez
naboje.

Axony vrastaly do okrajovych ¢asti hydrogeld s ndbojem,
at’ zapornym ¢i kladnym. U hydrogelti s kladnym ndbojem pak
infiltrovaly i centrdlni ¢asti hydrogelu, zatimco u hydrogelt se
zdpornym ndbojem jich bylo méné. Minimum axont vristalo
do okrajovych casti hydrogeld bez ndboje. Minimalni
mnozstvi astrocytll vrastalo jen do okrajovych ¢asti hydrogelt
bez ndboje a hydrogelti se zapornym nabojem. Zadné astrocyty
pak neinfiltrovaly hydrogely s kladnym ndbojem.

Povrchovy naboj hydrogelu v porovnani s hydrogely bez
naboje podpofil vristini axond a bunéfnou infiltraci
hydrogelu u akutniho miSntho poranéni. Hydrogely
s pozitivnim povrchovym ndbojem podpotily vristdni axont
do centralnich ¢4sti implantétu.

4.3. Piremosténi akutniho SCI vstiebatelnymi hydrogely

Ctyii typy vstiebatelnych hydrogelti na bazi kopolymeri
HPMA a etoxyetylmetakrylatu (EOEMA) jsme implantovali
do hemisekce michy. Tyto hydrogely mély rGznou dobu
vstiebatelnosti (7 dnd, 9 dnti, 34 dnli a nedegradabilni) na
podkladé hydrolyzy. Histologické hodnoceni misni 1éze jsme
provedli po 4 tydnech. VSechny 4 typy hydrogelti byly dobie



tolerovany, nepozorovali jsme reakci proti cizimu télesu. Po
28 dnech od implantace nebyl Zzadny zhydrogeld plné
degradovdn. Oblast kavity vyplnéné implantovanym
hydrogelem bylo moZno rozdélit na 2 ¢&asti. Periferni,
vstteband, ¢4dst hydrogelu a centrdlni, nevstfeband, ¢ést
hydrogelu. Velikost ¢i pomér obou ¢asti zdvisel na rychlosti
vstiebatelnosti hydrogelu. Nejvétsi periferni zéna byla patrna
u hydrogelu s dobou vstiebatelnosti 7 dnil, mensi periferni cast
byla u hydrogelu s dobou vstfebatelnosti 9 dnti a minimélni u
hydrogelu s dobou vstiebatelnosti 34 dnd. V periferni casti
byly patrny makrofdgy a nové tvofend tkan fidkého vaziva
obsahujictho cévy, vybézky axonl a v okrajovych ¢astech téz
astrocytti. Centrdlni ¢ast byla tvofena amorfni hmotou, kam
vristaly jen elementy pojivové tkdné. V centrdlni Casti jsme
nepozorovali vybézky axontl ¢i astrocytu.

Vstiebatelné hydrogely pfemostily posttraumatickou kavitu
od periferie smérem k centru. Objem pfemosténé kavity byl
zavisly na rychlosti degradace hydrogeld.

4.4. Akutni a odloZené piremosténi posttraumatické kavity
hydrogelem v modelu akutniho SCI

Implantovali jsme hydrogely na bazi HEMA s pozitivhim
povrchovym nédbojem do transekce michy v tirovni Th8 u dvou
skupin laboratornich potkanti. U 1. skupiny jsme provedli
implantaci ihned po provedeni transekce miSni (akutni), u 2.
skupiny pak 7 dni po transekci michy (odloZend). Treti
skupina pak byla kontrolni; u této jsme provedli transekci bez
implantace hydrogelu. Po 3 mé&sicich jsme provedli
volumometrické hodnoceni posttraumatické kavity. OdloZena
implantace hydrogelu vedla ke statisticky vyznamné redukci
objemu posttraumatické kavity v porovnini s okamZitou



implantaci hydrogelu. Implantace hydrogelu (obé& skupiny)
statisticky vyznamné redukovala objem posttraumatické kavity
v porovndni s kontrolni skupinou (pouhd transekce).
Hydrogely byly u obou skupin (akutni i odloZend implantace)
infiltrovdny bunkami. Cely objem hydrogelu byl prorostly
cévami, axony, i Schwannovymi bunikami nikoliv vSak
astrocyty.

OdloZend implantace hydrogelu redukovala objem
posttraumatické kavity v porovnani sakutni implantaci
hydrogelu. Implantace hydrogelu (akutni ¢i  odloZend)
redukovala objem posttraumatické pseudocysty v porovnini
s transekci michy.

4.5. Vliv implantace hydrogelu a hydrogelu s MSCs na
misni 1ézi a atrofii michy v modelu chronického SCI

Hydrogely HPMA-RGD (hydrogel HPMA s navazanymi
aminokyselinami arginin-glycin-aspartit) jsme implantovali
v modelu chronického SCI (balénkovd kompresni 1éze). Byly
hodnoceny 3 skupiny laboratornich potkant: 1. SCI +
implantovany hydrogel HPMA-RGD osazeny MSCs 2. SCI +
implantovany hydrogel HPMA-RGD 3. SCI. Hydrogely byly
implantovany 5 tydni po provedeni SCI. Po 6 mésicich od SCI
jsme provedli perftizi a vyhodnotili michy. Hodnotili jsme
pfemosténi chronické miSni 1léze hydrogelem, infiltraci
elementd nervové tkané¢ do hydrogelu, preziti MSCs
v hydrogelech a atrofii miSni tkdn&. MiSni 1éze byla u
kontrolni skupiny tvofend posttraumatickymi cystami
s minimdlni rezidudlni miSni tkdni. V okoli cyst byla



astroglidlni jizva a na okrajich cyst residudlni tkéan
snervovymi vybézky. U obou skupin simplantovanym
hydrogelem HPMA-RGD tyto vytvifely pfemosténi pies
kavitu a byly infiltroviny cévami, axony, Schwannovymi
bunkami i astrocyty. Vrustajici axony v hydrogelu byly
Schwannovymi  builkami  myelinizovany. U  skupiny
s implantovanym hydrogelem osetym MSCs byly kmenové
buiiky patrny i 5 mésicti po implantaci. V okoli téchto bun¢k
bylo patrné zvySené mnozstvi vristajicich cév.

Kontrolni michy byly 6 mésich po SCI atrofické
v porovnani s obéma skupinami s implantovanym hydrogelem.
Pfi morfometrické analyze miSni tkdné¢ jsme zjistili, Ze
implantace hydrogelu osdazeného MSCs vedla ke statisticky
vyznamné redukci miSni atrofie kaudalné a kranidlné od centra
poskozeni.

Implantovany hydrogel HPMA-RGD si bez MSCs
pfemostil chronické miSni poranéni. Hydrogel HPMA-RGD
osdzeny MSCs redukoval atrofii michy v porovnani se SCI.

Obr. 1

. 4|
Chronickd misni léze po implantaci hydrogelu s MSC (6 mésicii po SCI).
A. Hydrogel (bild hvéezdicka) vytvdri premosténi pres centrum léze (méritko = 2 mm).
B. Hydrogel je v celém svém rozsahu infiltrovdan vristajicimi nervovymi vybéZky




(méritko = 500 um). C. Také Schwannovy buiiky infiltrovaly cely objem hydrogelu
(méritko = 500 um). D. Myelinizace axonu (bild Sipka) Schwannovou busikou (bild
hvezdicka) v obraze elektronové mikroskopie (meritko = 12um). E. Astrocyty a jejich
vybezky nejenze tvorily astroglidlni jizvu kolem implantovaného hydrogelu, ale také

vrustaly do implantdtu. Hojné infiltrovaly periferni cdsti hydrogelu (méritko = 25
um). F. Pét mésicu po implantaci hydrogelu do misniho poranéni tento implantdt stdle
obsahuje Zivé MSCs. MSCs podporily infiltraci hydrogelu nové vriistajicimi cévami
(bilé hvezdicky), nebot mnoho cév vrostlo do hydrogelu v tésné blizkosti kmenovych
bunék (detail ve vioZeném obrdzku, méritko = 15 um).

4.6. Vliv implantace hydrogelu a hydrogelu s MSCs na
motoriku a senzitivitu zadnich koncetin v modelu
chronického SCI
Ve studii na modelu chronického SCI, jejiZz design je
specifikovan v pfedchozim bod¢, jsme testovali také funkéni
vliv implantace hydrogelu na bazi HPMA-RGD a hydrogelu
HPMA-RGD osdzeného MSCs na motorické a senzitivni
funkce zadnich koncetin laboratornich potkanid. Zvitata jsme
testovali Ix tydné po dobu 6 mésict. U zvitat
s implantovanym hydrogelem osdzenym MSCs doSlo po
implantaci k signifikantnimu zlepSeni motoriky i senzitivity.
Ke zlepSeni senzitivnich funkci doslo jiz v 7. a 8. tydnu po
implantaci hydrogelu a nasledné¢ pak od 12. tydne aZ do
ukonceni pokusu. Ke zlepSeni motorickych funkci doslo od
15. tydne po implantaci hydrogelu a bylo stabilni az do
ukonceni pokusu. I u skupiny simplantovanym samotnym
hydrogelem byla tendence ke zlepSeni, hlavné ve sloZce
motorické, ale tento rozdil nebyl v porovnani s kontrolni
skupinou statisticky vyznamny.

Hydrogel HPMA-RGD osdzeny bunikami kostni diené
zlepSuje motoriku i senzitivitu zadnich koncetin v modelu
chronického SCI laboratornfho potkana.
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Behaviordlni testovdni u chronického SCI po implantaci hydrogelu a hydrogelu
s MSCs. A, Hodnoceni A, motorické (BBB skore) a B, sensitivni (plantar test) funkce
zadnich koncetin u laboratorniho potkana. Po 5 tydnech od vzniku poranéni (Sipka)
byl implantovdn u 1 skupiny pouze hydrogel (Cervend Cdra), u 2. skupiny hydrogel s
vysetymi kmenovymi buitkami (MSC, modrd cdra) a 3. skupina, pouhé SCI, slouZila
Jjako kontrolni (zelend cdra). V motorickém i sensitivnim testovdni se u skupiny
potkanii s implantovanym hydrogelem MSC statisticky vyznamné zlepily funkce v
porovndni se skupinou kontrolni (p < 0.05, ANOVA test s post hoc LSD).

5. DISKUZE

Piim4 rekonstrukce poranéné misni tkan€ neni v klinické praxi
v soucasnosti k dispozici. Probiha zatim jen
v experimentdlnich podminkdch. Hydrogely patii do skupiny
bioimplantatli uzivanych v experimentalnim premosténi SCL
NaSe vysledky i studie zjinych pracovist ukazuji, Ze
implantace hydrogelti na bazi HEMA ¢i HPMA do akutniho
SCI vede k pfemosténi posttraumatické kavity. Hydrogely
dobfe adheruji k okolni miSni tkdni a vytvofi permisivni
prostiedi pro vriistini axontl, Schwannovych bunék ¢i cév bez
toho, aby vyvoldvaly reakci proti cizimu télesu; jsou tedy
biokompatibilni (Hej¢l et al., 2008a,b; Woerly et al., 2001).



Fyzikalni vlastnosti hydrogelii, syntetickych polymerd,
miZeme ménit. Mezi takové vlastnosti patii povrchovy ndboj
hydrogelu. V na$i studii jsme ukdzali, Ze povrchovy naboj
podporuje regeneraci miSni tkdné, zvlasté pak ndboj pozitivni
(Hej¢l et al.,, 2008b). Nicméné v literatufe zatim neni
jednozna¢ny konsenzus o vlivu riznych naboji na bunécnou
adhezivitu. Zatimco podle nekterych praci je vyssi adhezivita
bunék na pozitivné nabitych povrSich s polykationtovymi
funkénimi skupinami (Richert et al., 2004a), dle jinych byla
zjiSténa nejsilngj$i adhezivita a Sifeni bunék po povrSich
s negativnim nabojem (Kidambi et al., 2004).

Vyznamnou podskupinou hydrogeld jsou
biodegradabilnich hydrogely. Jejich vyhodou je to, Ze mohou
poskytnout zdkladni strukturdlni kostru pro regeneraci
elementil nervové a poté, co je defekt pfemostén novou tkani,
se struktura gelu postupné rozpadne. Existuje n€kolik maélo
praci, které se zabyvaji uzitim biodegradabilnich hydrogelt u
SCI (Novikova et al, 2003). Vhodnym vyuZitim
biodegradabilnich hydrogelii je kombinace napf. s ristovymi
faktory, kde postupnd degradace zajisti kontrolované
uvolnovani rustového faktoru do okoli (Piantino ef al., 2006).
V nasi studii jsme zjistili, Ze u biodegradabilnich hydrogelti na
bazi kopolymeru HPMA a EOEMA se implantdt postupné
rozpadd z perifernich Casti smérem k centru (Hej¢l et al,
2008b). Tato ¢ast je nahrazena novou tkani, obsahujici cévy,
nervové vybézky. Bude nutno zjistit idedlni rozpadovou
rychlost hydrogelu, kterd umozni nové vznikajici tkani plné
prerGst misto defektu a zdroven zajisti kompletni degradaci
implantatu.

Aby experimentdlni situace co nejlépe napodobila klinické
SCI, existuje nckolik faktort, které je nutno pfizplsobit



klinické realité, jako je Casovdni implantace a typ miSniho
poranéni. Ve vétsiné experimentdlnich praci se implantuje
hydrogel akutné. Nicméné, takova situace neni klinicky reédln4.
Navic prostfedi akutniho SCI je hostilni k regenerativnim
procestim. Proto je nutné hodnotit aplikace hydrogelu i
odloZené a porovnat ji s aplikaci akutni. V jedné z naSich
studif jsme ukazali, Ze odloZend implantace hydrogelu o tyden
v modelu transekce michy redukuje objem posttraumatické
pseudocysty v porovnani s implantaci akutni (Hej¢l et al.,
2008a).

Klinickd SCI jsou dominantn¢ zpisobena kompresi michy
(Bunge et al., 1993), na rozdil od vétSiny experimentdlnich
SCI, které vyuZivaji ostrych modelli poranéni michy (Woerly
et al., 2001). Redlnou klinickou situaci dobfe napodobuje
model balénkové kompresni 1éze, kdy se posttraumatickd
kavita vyvine s odstupem nckolika tydnl. AvSak terapie u
chronického SCI zatim nedosahuje vysledkii u akutniho SCL
Vyhodou muZe byt vyuziti kombinované 1éCby, napiiklad
hydrogely s kmenovymi buiikami. MSCs mohou zachranit
poranéné bunky (angl. RESCUE). Mohou tak ptisobit pomoci
neurotrofind, indukovat proliferaci endogennich kmenovych
bun¢k, podpofit myelinizaci axoni nebo  podpofit
revaskularizaci poranéné miSni tkané (Chopp a Li, 2002).
Lécba misntho poranéni pomoci kmenovych bunék kostni
dfené statisticky vyznamné zlepSuje motorické a sensitivni
funkce zadnich koncetin vede kredukci atrofie miSni
(Urdzikova et al., 2006). Pritom nékteré prace dokazuji, Ze
lokélni 1é€ba md lepSi vysledky neZli systémova aplikace
(Vaquero et al., 2006). Navic MSC mohou mit pozitivni vliv
na motorickou funkci i regeneraci poranéné michy i
v chronické fazi SCI (Zurita et al., 2006). Hydrogel tedy miZe



slouzit nejen jako zdkladni struktura pro regeneraci elementil
misSni tkdnég, ale i jako nosi¢ kmenovych bunék. Dle nasi studie
jsou schopny MSCs piezivat v hydrogelu minimalné po dobu
5 mésict od implantace. Implantaci hydrogelu s vysetymi
MSCs miZeme zajistit lokalni pisobeni kmenovych bunék a
kombinovat piinos obou modalit a zlepSit funkéni vysledky
(Hejcl et al., zaslano k publikaci).

6. ZAVERY

1. Hydrogely na bdzi HEMA a HPMA v modelu akutniho SCI
po 1 mésici od implantace pfemostily miSni 1ézi a dobte
adherovaly k okolni miSni tkdni. Poéry hydrogeli byly
infiltrovdny axony, Schwannovymi buiikami a cévami.
Astrocyty vrustaly do hydrogeld v akutni fazi minimdlné.

2. Do hydrogeli na bazi HEMA s povrchovym nabojem
vrustalo po 1 mésici od implantace vEétsi mnozstvi axontl a
pojivovych elementti v porovnani s hydrogelem bez naboje.
Hydrogely s pozitivnim povrchovym ndbojem podpofily
vrustdni axond 1 do centrdlnich ¢asti implantitu
v porovnani s negativnim povrchovym nabojem.

3. Vstiebatelné hydrogely na bdzi HPMA se po 1 mésici od
implantace do modelu akutniho SCI postupné vstiebdvaly
od periferie do stfedu. Periferni ¢dst hydrogelu byla
nahrazena novou tkdni, obsahujici regenerujici axony.
Velikost periferni ¢asti byla pifimo umeérnd rychlosti
vstiebdvani hydrogelu.



4. Transekce michy ma za nésledek rozvoj progresivné se
zvétsujici posttraumatické kavity. OdloZend implantace
hydrogelu (po 7 dnech) po 3 mésicich statisticky vyznamné
redukovala objem posttraumatické kavity v porovnani
s okamZitou implantaci. Implantace hydrogelu statisticky
vyznamné zmensSuje objem kavity v porovnani s transekci
michy.

5. Hydrogel na bazi HPMA, bud’ s MSCs nebo bez MSCs,
premostil chronickou miS$ni 1ézi. Do implantitu vrustaly
axony, Schwannovy buriky, astrocyty, cévy i pojivova tkan.
MSCs byly pfitomny v hydrogelu i 5 mésict po implantaci.
Implantace hydrogelu oset¢ého MSCs u chronického SCI
statisticky vyznamné redukovala atrofii mi$ni tkdné.

6. Implantace hydrogelu osetého MSCs do chronického SCI,
na rozdil od implantace hydrogelu samotného, vedla ke
statisticky vyznamnému zlepSeni motorické i senzitivni
funkce zadnich koncetin u laboratorntho potkana ve
srovndni s chronickym SCI bez 1é¢by.
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