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Abstrakt

Bakalarska praca sa zaobera hydrogélovymi materialmi vhodnymi pre vyuzitie
pri regeneracii nervovych tkaniv alebo v inzinierstve nervovych tkaniv. Obsahuje dve
hlavné casti. Prva zhfiia vysledky literarneho prieskumu, ktory poukazuje
na komplexnost’ celého sytému a hovori o réznych potrebach jednotlivych Casti nervovej
sustavy. Druha popisuje jednoduché experimenty, v ktorych bola skimana moznost
pripravy hydrogélov pomocou Sablony s linearnymi kanalikmi. Tieto linearne kanaliky
by mohli byt vyplnené hydrogélom s odlisnymi vlastnostami. Dalej bola vizualne
pozorovana difuzia modelovych farbiv v pripravenych hydrogéloch s kanalikmi.

, r r r
KrPuacové slova
hydrogél, agardza, Sablonové konstrukcie, inzinierstvo nervovych tkaniv, rast axonov,
biomaterialy

Abstract

Bachelor‘s Thesis is dealing with hydrogel materials appropriate for regeneration
of neural tissue or neural tissue engineering. Contains two main parts. First part
summarize results of literature research, which points out the complexity of neural system
and reveals different demands of individual parts inside neural system. Second part
describe simple experiments, where ability of preparation hydrogels using template with
linear channels was checked. These linear channels could be filled with another hydrogel,
but with different properties. Furthermore, the diffusion of model dyes in prepared linear
channels was observed.

Keywords

hydrogel, agarose, templated scaffolds, neural tissue engineering, axonal growth,
biomaterials
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UVOD

Nervova sustava u cicavcov je rozdelend na centralnu a periférnu. Centralna nervova
sustava zahriiuje mozog a miechu. Tato Cast’ nervovej sustavy je Casto zasiahnuta
nervovymi poruchami ako neurodegenerativna porucha, demyeliza¢né ochorenia alebo
roznymi ischemickymi poraneniami. Liecba takychto ochoreni je naro¢na v dosledku
mnohych liSiacich sa faktorov. Vysledkom je vel'mi nizky pocet pacientov, ktori sa plne
zotavia.

V sucastnosti sa lieCba rozdel'uje na dva rozne pristupy a to na zamedzenie rozsireniu
zranenia alebo ochorenia, po ktorom nasleduje dlhodoba prevencia, ktora sa zameriava
na zastavenie sekundarneho poSkodenia okolitych, ale aj nervovych tkaniv. Druhym
pristupom, ktory je v sucastnosti skor experimentalny, je snaha o nahradenie
poskodeného nervového tkaniva alebo o regeneraciu existujiiceho, ale poskodeného
nervového tkaniva.

Mozog, je chraneny pavucnicou, ktord zabratiuje akémukolvek pristupu lieciv
do nervového tkaniva. Prave preto je regeneracia nervovych tkaniv v centralnej nervovej
sustave neobycajnou vyzvou pre tkanivové inzinierstvo. Dospela nervova sustava je
masivne inhibovana voc€i deleniu a regeneracii. Masivna inhibicia je vSak zjavna najma
pri centralnej nervovej sustave, zatial Co perifernd nervova sustava vykazuje lepSie
regenerativne schopnosti, hlavne kvoli nedostatku inhibi¢nych faktorov. Tento fakt nam
potvrdzuje, ze regeneracia je mozna, len inhibovand a naSim cielom je inhibiciu
¢o najviac zmiernit. Napriek mnohym prekédzkam, vedci navrhuja rézne pristupy, ktoré
maju pomoct’ regeneracii a deleniu nervovych buniek. Takto komplexny systém vyzaduje
pomalé a rozvazne rozhodnutia a zavery, ktoré budu posuvat nase vedomosti o tejto
problematike vpred [1].

V tejto praci preto budeme rozoberat rozne pristupy a materialy, ktoré by prave
v pripade nervove] sustavy mali byt klticové pre d'al§ie pokroky vtomto odvetvi.
Pricom v experimentdlnej casti vyberieme ztychto mnoha metdéd a materialov
a vyskuSame ich realizovatel'nost’ a vyhodnotime ich modifikovatel'nost’.



1. TEORETICKA CAST

1.1 Inzinierstvo nervovych tkaniv

Inzinierstvo nervovych tkaniv je rychlo sa vyvijajuci obor, ktory slubuje rieSenia
pre vazne neurologické problémy, ktoré si momentalne znacne narocne na liecbu.
Cielom odboru je vyber spravneho konstrukéného materialu, ktory podpori, ako rast
nervovych buniek, tak aj rast axonov. V porovnani s ostatnymi konsStrukénymi
materialmi, hydrogély vyzeraju ako excelentni kandidati na rast a vyvoj nervovych
tkaniv [1].

Nervovy systém vSak samovolne nepodporuje vlastni regeneraciu. Vdaka svojej
variablite st hydrogély vyuzivané vo velkom mnozstve na aplikacie, ktoré¢ zmieriiuju
tento odpor rastu nervovych tkaniv. Momentalne sa hydrogély pouzivaji na poskytovanie
vyzivy a ochrany pri lie€be nervov.

V tejto praci teda budeme diskutovat o réznom vyuzti hydrogélov, pre Specifické
problémy pri aplikacii a nasledne aj uvedieme silné a slabé stranky tychto konstrukeii
z hydrogélov.

Treba povedat, ze termin nervové tkaniva v kontexte tkanivového inzinierstva, je
mierne matici, pretoze poskytuje dojem, Ze sa zaobera len nervami. Pravdou je,
Ze inzinierstvo nervovych tkaniv sa zaobera vyskumom ako nervovych, tak aj gliovych
buniek na tvorbu plne funkéného nervového tkaniva [1].

V sucastnosti sa tkanivové inzinerstvo, ktoré sa zaobera regeneraciou nervovych tkaniv
rozdel'uje do Styroch kategorii. A teda,
faktory ovplyviiujice vyvoj a rast,
faktory ovplyviujuce adhéziu a proliferaciu nervovych tkaniv,
kontrolované uvol'novanie latok
elektrickd vodivost tkaniv podporujuca matrice.

Napriek mnohym dostupnym biomaterialom, hydrogély poskytuju najvyssiu
flexibilitu a jednoduchu modifikaciu ich charakteristickych vlastnosti. To nam umoziiuje
pripravit podmienky, ktoré su nevyhnutné na regeneraciu nervovych tkaniv.

Hydrogély su kategoériou polymérov, ktoré disponuju fyzikadlnymi a chemickymi
vlastnostami, ktoré umoznuju rast buniek. Je zname, ze podmienkou vyvoja tkaniv su
konstruk¢éné platformy, ktoré poskytuju formu pre kopirovanie extracelularneho matrixu.
Hydrogély disponuju taktiez vel'mi podstatnou vlastnost'ou a tou je 3D konstrukcia, ktora
je primarnou podmienkou pre regeneraciu nervovych tkaniv. Prispdsobivost’ hydrogélov
umoziuje ich aplikaciu pri regeneracii tkaniv v rozsahu od hustych kosti, po veI'mi makké
tkaniva ako pecenl. A prave tato vlastnost’ ich predurCuje aj na pouzitie v inzinierstve
nervovych tkaniv [1].



1.2 Faktory ovplyviiujuce vyvoj a rast v hydrogéloch

Neuron zahriia bunku aj jej vystupy, ktoré sa nazyvaju axony a dendrity, ktoré veda akény
potencial na dlhSie vzdialenosti. Axony vyuzivaju prichadzajuce podnety, alarmuja
najblizsSie okolie a nutia ho ku stiahnutiu alebo natiahnutiu. Takéto reakcie mdzeme
pozorovat pri 3D konStrukciach, kde axén upravil svoj rast v smere vyhovujtcejSieho
prostredia.

Bolo pozorované, ze vrchol rastuceho axonu, ktory sa nazyva rastovy kuzel, prilieha
k substratu atym meni Struktirne preskupenie mikrotubtl a F-aktinovych proteinov
vnutri axonu, ¢im umoziuje jeho natiahnutie.

V pripade, ked by sa jednalo o poranenie miechy a amyotroficku lateralnu sklerézu,
pri ktorej dochadza ku degeneracii axénov a postupné ochrnutie. Hydrogély ukazali
moznost rastu axénov, opravy a obnovenia funkcii v ur€itom rozsahu, €iasto¢ne aj vd’aka
povrchu, na ktory axony priliehaja [1].

Pozorovania rastu axonov avyvoj v hydrogéloch primarne zavisi od vnutornych
faktorov, ktorymi su:

e mechanické vlastnosti,
e dynamika neurénového cytoskeletu vnutri hydrogélovych konstrukcit,
e schopnost’ mechanickej citlivosti neurénov.

1.2.1 Mechanické vlastnosti

Mechanicky stres, ktory je kladeny na nervové tkaniva na povrchu hydrogélu urcuje
vel'kost rozsahu rastu a smeru daného neurénu. Je dolezité podotknut, ze mechanicky
stres ovplyviuju aj filopodia, ktoré pozostavaju hlavne zaktinu, atym umoziuja
kontrakcie celého systému, ¢im tla¢ia na cytoplazmu a cytoskelet [1].

Narast viskozity a elasticity bol tiez zisteny pri axénoch. Vd'aka mikrotubulom sme
mohli pozorovat’ predizenia axonov.

Netreba prehliadnut ani tak vyznamny faktor, akym je tuhost’ hydrogélu. Pozorovania
zistili, ze miechové nervy, ktoré rastli v syntetickych a prirodzene sa vyskytujacich
hydrogéloch, akymi st napriklad akrylamidové gély a fibrin, mali vy$§iu uspesSnost
pri preziti bunky ako hydrogély, ktoré boli blizsie tym, ktoré sa tuhost'ou priblizovali
ku extracelularnemu matrixu.

Rast F-aktinovych retazcov nebol ovplyvneny tuhost ou hydrogélu, makksie hydrogély
inklinovali k zvySenej hustote nervovych tkaniv v porovnani s tuh§imi hydrogélmi.

Zaujimavostou je vSak, ze astrocytom sa darilo ovela lepSie v tuhS§om prostredi
hydrogélu ku ktorému mohli lepSie prilahnut’ narozdiel od neurénov.

Podobné pozorovanie bolo aj pri hydrogéloch obsahujucich rdozne koncentracie
alginatu a vapnika, do ktorého bola bunka zaptizdrena spolu s 3D konstrukciou. Nervové
kmenové bunky, ktoré boli vyvijané v tomto type hydrogélu s niz§ou tuhostou vykazovali
narast vyskytu B—III tubulinu, ktory je indikatorom rastu nervov. Tieto zistenia priamo
poukazuju na zavislost medzi rastom a delenim nervovych tkaniv a tuhost'ou hydrogélu.

Dal§im zaujimavym pozorovanim, ktoré moze suvisiet' s mechanickymi vlastnostami
je, ze axony su nachylnejSie k nasledovaniu zahybov na konsStrukcii hydrogélu. Rast
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axonov dospelych neurénov, ktoré boli vyvijané v syntetickych hydrogéloch, akymi st
polymetylmetakrylat spolu s nanotlaCenym vzormi, zavisel od tychto topografickych
vlastnosti materidlu. Boli pozorované rdzne preferencie rozSirenia a prilnutia
ku zahybom konStrukcie hydrogélov. AvSak mechanizmus, alebo doévody samotne]
preferencie ostavaju nejasné [1].

Spicky axénov sa vyvijali taktiez rychlejsie na mikksich substratoch a snazili
sa vyhybat tuhsim Castiam konstrukcie hydrogélu.

Zhrnutim zisteni o mechanickych vlastnostiach je, ze ¢im je hydrogélova konstrukcia
tuhostou blizsia tuhosti tkaniva v okoli Specifickych nervovych buniek, tym maju
nervové bunky tendenciu k funkcii a rastu. Tento fenomén mdze byt, ale spdosobeny
aj roznymi inymi faktormi, najvyssiu pozornost’ pritahujii mechanickosenzitivne iontové
kanaly, nazyvané piezo I [1].

1.2.2 Dynamika neuronového cytoskeletu v hydrogélovych konstrukciach

Cielom by malo byt vytvorenie neurénov, ktorych neurity sa neskor rozdelia na dendrity
a axony.

Aktinové mikrotubuly a neurofilamenty st hlavné proteinové formy na vybudovanie
zakladnej Struktury nervovych vlakien. Aktinové vlakna st tenké, flexibilné a dvojstranne
Strukturované, pozostavajuce z dvojlalocného proteinu nazyvaného aktin. Aktinové
vlakna poskytuju oporu a stabilizaciu systému. Rast neuritov je zavisly na dynamickom
skracovani a predlzovani sa aktinovych vlakien, zavisiacom od polymerizacného
mechanizmu aktinu [1].

Mikrotubuly su narozdiel od aktinovych vlakien duté, ich tuhost’ je ovela vyssia ako
pri aktinovych vlaknach, a teda su schopné odolavat’ tlaku.

Tuhost a mechanicka flexibilita axonu zéavisi na rozmiestneni aktinovych vlakien
a mikrotubul. K tomu vSetkému prebieha vnutri bunky samovol'na reorganizacia tychto
Struktar v zavislosti na potrebe bunky. Vdaka rdéznym indikatorom a signadlovym
proteinom, ktoré funguju ako ,,molekularna spojka®, ktora prestva intezitu polymerizacie
aktinu smerom kde je potrebné pre posilnenie a rast axénu. Treba dodat’, Ze rastice
aktinové vlakna su vSak regulované myozinom II, ktory je dynamickym proteinom, ktory
oddel'uje aktinové zvazky od seba a spdsobuje ustupovanie aktinovych vlakien [1].

Zaujimavostou je, ze vlaknity aktin tvoril dlhSie sietovité obvody a dlhSie rastové
kuzele a neuritové Spicky, ked’ sa povrch hydrogélov podobal tkanivu v mozgu, zatial
o priemema dizka F-aktinovych zvizkov bola vyrazne redukovana pri bunkéach
vyvijanych v mékksich hydrogéloch [1].

V mnohych S§tadiach, ktoré mali za ulohu zistit faktory zmien vplyvajacich
na neurénovy cytoskelet, sa ukazalo, ze je dolezité rozliSovat 2D S§truktury od 3D
Struktar, ktoré poskytuju vac¢§iu moznost napodobnit a vynutit’ si fyziologicky relevantné
vysledky, ako pri konvencnych 2D konstrukciach.

Rozdiely v spravani nervovych tkaniv su drasticky odlisné, uz len kvoli vplyvom sil,
ktoré umoziuju odliSny pohyb a rast. Tieto rozdiely su sposobené rozdielmi v bunecne;j
adhézii, topografiou povrchu a schopnostou zaclenit' sa do 3D konstrukcie [1].

11



1.2.3 Schopnost’ mechanickej citlivosti neurénov

Snaha o vytvorenie nervového systému zahffia komplexné vzory signalov v Case
aj priestore, ktoré reguluju rast axonov a formaciu synapsii. Zaujimavostou je, ze zmeny
prostredia, ako zmena povrchu, tuhosti, hydratacie a povrchového naboja, mézu zacat
dynamické zmeny v bunecnom vyvoji a vyvolat odpoved’ neuronu.

Neurony menia fyzikalne sily na biochemické signaly, vdaka pritomnosti
Specializovanych kanalikov, ktoré nazyvame mechanicky aktivované ionové kanaly.
Disponujeme vSak s vel'mi malo informaciami o tychto mechano-senzitivnych ionovych
kanaloch, pouzitych v hydrogélovych platformach. Je potrebné vykonat d’alSie Stadie,
ktoré prinesu jasnejsi pohl'ad na tito problematiku [1].

1.3 Kontrolované uvol’novanie biomolekul z hydrogélovych systémov

Popri mechanickej opore a poskytnuti vhodnych podmienok na regeneraciu nervov,
hydrogely mo6zu poskytnat aj kontrolované uvolnovanie biomolektl. Prostym
zaClenenim tychto biomolekul do hydrogélovych matric.

Hydrogély boli mnohokrat vyuzité, prave kvoli svojej schopnosti zaclenit do nich
lieCiva, malé molekuly, bielkoviny a dokonca aj sekrecné bunky, ktoré mali prospiet
nervovej regeneracii [1].

Principom celého uvolnovania pozadovanych latok je degradacna vlastnost
hydrogélov. Degradacia hydrogélov modze byt kontrolovana zmenami v zlozeni,
molekularnej hmotnosti, hustote pérov a stupia sietovania, ktoré ovplyviiuje sposoby
uvol'novania pozadovanych latok.

Kontrolovanie prirodzenej degradacie hydrogélov, je kIticové pri vyvoji a navrhoch
uréenych pre inzinierstvo nervovych tkaniv. ZluCenim fyzikalnych vlastnosti
a biomolekul, m6zu byt hydrogély dizajnované pre uCinnejsie a prijatel'nejsie prostredie,
ktoré umozni lepsi rozvoj funkcii nervovych tkaniv [1].

1.3.1 UvolP’'novanie neurotrofickych faktorov

Neurotrofické faktory su skupinou biomolekul, ktoré si vyzaduju Specidlnu pozornost
pri inzinierstve nervovych tkaniv. Si zname kvoli svojej jedinecnej schopnosti regulovat
rast, proliferaciu a celkové prezite nervovych buniek [1]. Niektoré dobre zname
neurotrofické faktory su:

e faktor rastu nervov,

e mozgovy neurotroficky faktor,

e neurotrophin-3 alebo -4,

e neurotroficky faktor gliovych buniek.

Tyrozinkindzové receptory a p75 neurotrofické receptory su Castym cielom Stadii
vd'aka svojmu beznému vyskytu.

Pri zraneniach nervov boli zaznamenané zvySené prejavy mozgového neurotrofického
faktoru a faktoru rastu nervov, spolu s ich receptormi, zatial ¢o faktory ovplyviiujice
vyzivu a obnovu nervu boli zregulované. Takéto zmeny faktorov ovplyviiujtcich vyzivu
sposobuju mnohé nepriaznivé ucinky pocas regeneracie axénov [1].
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Hydrogély, vd’aka svojej jednoduchej syntéze a schopnosti dorucit pozadované
biomolekuly, st vhodnym kandiddtom na doplnenie prisunu neurotrofickych faktorov
na pozadované miesto. AvSak, toto ulahCenie doruenia neurotrofickych faktorov
prichadza aj s vlastnou sériou prekazok.

Regeneracia nervovych buniek vyzaduje Specifické koncentracie tychto faktorov
v jednotlivych fazach rastu, preto je nevyhnutny vyvoj hydrogélu, ktory bude vyhovovat
zakladnym podmienkam, ktoré boli uvedené na zaciatku tejto kapitoly [1].

1.3.2 Uvol’'novanie fatkorov blokujucich inhibitory regeneracie nervovych tkaniv

Vyzvou pri opravovani nervovych tkaniv je nehostinné prostredie, vytvorené na mieste
zranenia z dovodu vylucenia inhibitorov. Gliové jazvy, ktoré pozostavaju z astrocytov
a spojivovych vlakien su hlavnou prekazkou pri regeneracii axénov. Inhibitéry vnutri
jaziev vyrazne brania regeneranému procesu.

Aby sme zabranili procesu vnutorného branenia v raste a regeneracii, boli navrhnuté
rozne latky, ktoré by tuto reakciu ukl'udnili. Nasledne boli zaclenené do hydrogélov
a pouzité lokalne, aby uvolnili latky na mieste jazvy.

Chondroitinaza ABC, je bakteridlny enzym, vykazovala zlepSenie rastu axoénov
v modelovych urazoch nervov. Nanestastie tento enzym ma vysoku mieru degradacie
ama zIu tepelnu stabilitu, takze je d’al§im predmetom vyskumu a snahy zvysit jeho
stabilitu a zlepSenie funkcii [1].

1.3.3 UvolP'novanie lieciv z hydrogélov

Injekéné hydrogélové systémy boli rozsiahlo vyuzivané na dorucenie lie€iv pri rdznych
neurologickych poruchéch, obzvlast pri lie€eni tumorov rasticich v nervovom systéme.
Napriklad pri tumore akym je multiformny glioblastom, ktory je najagresivnejSim
a rychlo rasticim tumorom s vysokou mortalitou.

Ciel'om je zabezpecit' relevantné koncentracie lieCiv v danej oblasti z dvoch dévodov,
a teda prevencia opakovania sa tumoru a zaroven redukovat toxicitu v systéme. KlI'uCova
je vlastnost’ systému, ktora dokaze dané lieCivo uvol'novat’ po dlhsie ¢asové obdobie.

Polyetylénglykol dimetakrylat je injek¢ny hydrogél, ktory v spojeni s temozolomidom,
chemoterapeutickym liekom pouzivanym na lie¢bu Specifickych foriem nadorov mozgu,
vykazoval vypustanie lie¢iva po dlhsiu dobu.

Podobné ucinky mali hydrogély, ktoré uvolnovali neurotransmitery v zvieracich
modeloch ~ podobnych  Parkinsonove;j chorobe.  Hydrogél  pozostavajici
z dextran dialdehydu a zelatiny, zluceny s dopaminom, po doruceni do prizkovaného
telesa (striatum) myS$i s dopaminovym deficitom, zaznamenal obnovenie motoriky.

Napriek tymto vysledkom, niektoré hydrogély zastavila pavucnica auvolneny
neurotransmiter bol uvolneny do mozgového parenchymu. Problémom vSak je stale
degradacia hydrogélu a jeho vlastnosti, ktoré si pre rozne zranenia vyzaduju Specifické
podmienky a pristup [1].
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1.3.4 Uvol’'novanie zapuzdrenych buniek v hydrogéloch

Transplantacia buniek a proces, pri ktorom vyvinuté bunky in vitro st implantované
do zranenej alebo chorej oblasti, je tiez rozvyjajica sa oblast’ inzinierstva nervovych
tkaniv. Napad spociva vo vytvoreni buniek, ktoré budu produkovat lieCiva a pomozu tak
regeneracii nervov alebo v jednoduchom nahradeni poskodenych, alebo odumretych
buniek [1].

1.4 Elektricka vodivost’ hydrogélov pre nervové tkaniva

Stimulédcia poskodenych nervovych tkaniv elektrickym pradom viedla ku zmenam
v regeneracii aj v oprave buniek. Experimenty in vitro aj in vivo poukazéli na fakt,
ze prad aplikovany v blizkosti poSkodenych axénov mal vyrazny pozitivny vplyv
na delenie a regeneraciu.

Dovod, preco stimulacia elektrickym pradom ma pozitivne vysledky, nie je znamy.
Zameranie pdsobi sl'ubne, aj napriek tomu su tu vyzvy, ktoré je nutné prekonat.
Komplikaciou je, ze niektoré tkaniva reaguju na tieto vodivé komponenty ako na toxické.
Rozdiely nachadzame aj v kvalite prenosu signalu, ked’ze hydrogély ¢asom degraduju.

Preto z dlhodobého hl'adiska je nutné prostredie prisposobit, aby sa nespravalo
nepriatel'sky in vivo a je nevyhnutné zamedzit rychlej degradacii hydrogélu [1].

1.5 Nervovy systém
Tkaniva nervového systému su tvorené dvoma typmi buniek, neuréonmi a gliovymi
bunkami. Neurony zabezpeCuju tvorbu, spracovanie a prenos signalov. V nervovom
systéme sa nachadzaju rozne typy neurénov, ktoré si navzajom prepojené a spolocne
tvoria nervové okruhy. V mozgu ¢loveka sa nachadza asi (100-200)-10° neurénov.
Fyziologické podmienky nevyhnutné pre ¢innost neurénov zabezpecuju gliové bunky.
Gliové bunky sluzia ako podporny systém, zabezpeCuju tvorbu obalov na neurénoch
avybezkoch znich, taktiez uvolfiuju rastové faktory, napoméhaju k udrziavaniu
homeostazy a odstrafiuji z okolitého prostredia toxické latky a odpadné produkty.
Podielaju sa taktiez na tvorbe bariér aich udrziavani medzi neurénmi a okolitymi
tkanivami [2].

1.5.1 Neuron

Neurén je zakladnou funkénou a morfologickou jednotkou nervového systému.
V nervovom systéme Cloveka nachadzame viac ako 50 réznych typov neurénov, ktoré
sa navzajom odliSuja tvarom a funkciami, ktoré zabezpecuju. Aj napriek tomu vSetky
neuroény maju spolo¢né vlastnosti, ktorymi sa odlisuja od buniek inych tkaniv.
Prikladom moze byt polarizacia tela neurénu a kompartmentalizacia funkcii, ktora
odraza ich §pecializaciu na tvorbu, spracovanie a prenos elektrickych signalov [2].
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Neuron  je  tvoreny

viacerymi

kompartmentmi (Obrdzok 1):

Strukturalne

a funk¢ne odlisnymi

e bunkovym telom, ktoré predstavuje genomické a metabolické centrum neurénu,
e dendritmi, vdcSinou realtivne kratkymi vybezkami tela neuronu, ktoré predstavuju

hlavnu oblast’ prijimajucu signaly,

e axonom, ktory vybieha z tela neuronu aj na vacsiu vzdialenost' a prendsa nervové
vzruchy k axénovym zakonCeniam, prostrednictvom ktorych vytvara synaptické

vazby s d’al§Simi neuronmi alebo s efektorovymi bunkami.
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Obrdzok 1: Zndzornenie neurdonu a vybranych organel [2]

Vysoka Specializacia na prenos signalov podmiefiuje to, ze neurdny nie si schopné

delit’ sa a vykazuju zaroven vysoku citlivost na posobenie poskodzujucich faktorov.

Napriklad v pripade, ze dojde k obmedzeniu prisunu kyslika a energetickych substratov

len na niekol'ko minut dohcadza kich ireverzibilnému poskodeniu a néasledne

k zaniku [2].

1.5.1.1 Dendrity

Dendrity su kratke, bohato sa vetviace nervové vybezky. Dizka dendritov iba zriedka

presahuje 1 mm. Na zaklade vzdialenosti od tela neurénu sa rozliSuju na proximalne

a distalne tseky.
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Z tela neurénu typicky vystupuje vacsi pocet dendritov, pri niektorych neurénoch
su pritomné Specializované typy dendritov, napriklad pyramidové bunky, z ktorych
odstupuje jeden velky dendrit vyrastajuci z neurdnu, jeho telo pripomina tvarom
pyramidu [2].

1.5.1.2 Axony

Axo6n je Specializovany na prenos signalov na velké vzdialenosti. ZvyCajne byva
najdlhsim vybezkom neurdnu, pricom méze dosahovat dizku od 1 mm az po 1 m. Axén
odstupuje z neurdnu zo Struktury, ktora sa oznacuje ako axonovy hrbol'¢ek.

Ax6n sa vacsinou na distalnom konci rozvetvuje na viacero vetiev. Vetvy axonu mozu
vytvarat dva typy rozSireni obsahujucich vezikuly s neurotransmitermi. Vetvy
st vacSinou zakonecené nervovym zakonCenim, ktoré vytvara synapticky kontakt
s prilahlim dendritom, bunkovym telom alebo axénom d’al§ieho neurénu [2].

1.5.1.3 Typy neuronov
Podrl'a poctu axénov a dendritov sa rozdel'uju na:

e unipolarne neurdny, ktoré maju len jeden vybezok, nachadzaju sa napriklad
v sietnici,

e bipolarne neurdny, ktoré maju dva vybezky, nachadzaju sa taktiez v sietnici, ale aj
vnutornom uchu a chutovych poharikoch, tvoria asi 0,05 % z celkového poctu
neuronov,

e pseudounipolarne neurdny, maju len jeden vybezok, ktory sa, ale po odstupe z tela
neurénu deli na dva vybezky, nachadzaju sa prevazne v gangliach zadnych koretiov
miechy a v hlavovych nervoch, tvoria priblizne 0,5 % z celkového poctu neurénov,

e multipolarne neurény, ktoré vysielajd velky pocet vybezkov; nachadzaju
sa v mozgu, mieche (priblizne 98,95 % z celkového poctu neurénov) a autonomnych
gangliach (asi 0,5 % z celkového poctu neuronov) (Obrazok 2).
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Obrdzok 2: Vybrané typy neurdnov, ktoré sa lisia tvarom, poctom vybezkov, vetvenim
a velkostou [2]
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Vicsina neurénov v centralnom nervovom systéme je multipolarnych a vykazuju
komplexné tvary, ktoré su charakteristické pre dany typ neuronu. Uvedené morfologické
rozdiely medzi jednotlivymi typmi neurénov podmienené rozdielmi v dendritickom
vetveni avetveni axonov Casto suvisia srozdielmi vich zapojeni v neuronalnych
okruhoch a tym aj s ich funkciami [2].

Klasifikacia zalozena na charaktere vetvenia dendritov je Specificka pre rdzne oblasti
nervového systému. V mozgovej kore sa rozlisuju:

e hviezdicovité neurony, ktorych dendrity odstupuju a vetvia sa vSetkymi smermi,

e pyramidové neurony, obsahuju jeden velky dendrit a viacero z neho vystupujucich
z bazy neuro6nu.

Na zaklade dizky axonu sa rozliguji:

e projekéné neurdny, ktoré vysielaji axony na viacSiu vzdialenost, nazyvané aj
neurony typu Golgi I,

e interneurdny, ktoré vysielaju axony iba na kratke vzdialenosti, v oblasti kde
sa nachadza aj ich bunkové telo, nazyvané aj neurony typu Golgi I1.

Na zaklade ich umiestenia v nervovych okruhoch, pricom sa rozlisuju na:

e primarne senzitivne, alebo teda senzorické neurony, ktorych senzitivny vybezok
sa nachadza v periférnych tkanivach, napriklad koza a sietnica, tieto neurény sa tiez
oznacuju ako aferentné, ked’ze prenasaju signaly do centralneho nervového systému,

e motorické neurdny, inervuju efektorové bunky, napriklad kostrové alebo hladké
svaly a bunky zliaz, tieto neurony sa oznacuju ako eferentné, nakol'ko prenasaju
signaly z centralneho nervového systému k efektorovym bunkam v periférnych
tkanivach,

e interneurdny, ktoré v nervovom systéme tvoria vac§inu neurénov a zabezpefuju
prenos signalov medzi d’alSimi neurénmi.

Na zaklade primarneho neurotransitera, ktory dana populdcia neurénov syntetizuje
auvoltiuje, sa rozliSuje celé spektrum odlisSnych typov neurénov, napriklad
glutamatergické, glycinergické, dopaminergické, sérotoninergické [2].

1.5.2 Glia

Neuroglia sa oznacuju ako neneurondlne bunky s podpornymi funkciami, ktoré
sa nachadzaju v centralnom a periférnom nervovom systéme (Obrdzok 3). Gliové bunky
su pritomné v okoli bunkovych tiel neurénov, ako aj ich vybezkov. Podporné funkcie
buniek glie st vyznamné aj preto, ze na rozdiel od periférnych organov, centralny nervovy
systém neobsahuje kolagénové spojivové tkanivo. V centralnom nervovom systéme su
bunky glie aaneurony navzijom oddelené 10 az20 nm Sirokym intercelularnym
priestorom vyplnenym extracelularnou tekutinou. Tento priestor tvori asi 15 % az 20 %
celkového objemu mozgu. Uvadza sa, ze u cicavcov bunky glie prevysSuju pocet neuronov
priblizne 10 az 50-né&sobne, a to v zavislosti od konkrétnej oblasti centralenho nervového
systému, pricom glia tvori asi polovicu celého objemu mozgu [2].

Novsi vyskum, ale naznacuje, ze v mozgu ¢loveka je pocet neuronov priblizne rovnaky
ako pocet buniek glie.
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Obrdzok 3: Jednotlivé typy gliovych buniek [2]

Na zaklade funkcii alokalizacie sa rozliSuje viacero typov gliovych buniek.

V centralnom nervovom systéme su pritomné:

astrocyty (astroglia),
oligodedndrocyty (oligodendroglia),
mikroglia,

ependymalne bunky.

Astroglia a oligodedroglia sa oznacuju aj ako makroglia.

Gliové bunky v periférnej nervovej sustave obsahuju:

Schwannove bunky, ktoré obklopuju nervové vlakna,
perineuronalne satelitné bunky, ktoré obklopuju tela neurénov.

Bunky glie sa na rozdiel od neurénov moézu delit mitézou pocas celého Zzivota

jedinca [2]. Pévodne sa predpokladalo, ze bunky neuroglie maju realtivne pasivnu ulohu

a v centralnom nervovom systéme zabezpeCuju iba obmedzeny rozsah funkcii. Tomu

zodpovedalo aj ich oznacCenie, neuroglia t.j. ,,nervové lepidlo®. V sucastnosti je zrejmé,

ze funkcie glie s omnoho rozsiahlejsie:

glia vytvara vysoko organizovanu oporu, ktord poskytuje centralnemu nervovému
systému Strukturadlnu podporu pre neurény a neuronalne okruhy,

poCas vyvinu neuroglia navadza migrujuce prekurzory neurénov z neuroepitelu
do urCenych cielovych oblasti, v ktorych sa vytvaraju definitivne usporiadania
nervovych okruhov, bunky glie uruju smer rastu axénov, a tak determinuju vznik
nervovych drah,

glia tvori rastové faktory, ktoré brania neurénom prejst’ do apoptdzy, rastové faktory
st nevyhnutné pre procesy regeneracie a plasticity neurénov,

oligodendrocyty a Schwannove bunky tvoria myelin, ktory vyznamnou mierou
zvysuje rychlost’ prenosu nervovych vzruchov axénmi,

mikroglia sluzi na odstrafiovanie odpadového materialu, ktory vznikéa po poskodeni
alebo zaniku neuronov a taktiez sa podiel’a na imunitnych procesoch prebiehajucich
v centralnom nervovom systéme,
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e astrocyty sa vyraznou mierou podielaji na udrziavani homeostazy mikroprostredia
tvoreného extracelularnou tekutinou, a to prostrednictvom prenasania zivin a kyslika
z kapilar k neuronom,

e bunky glie sa podielaju na tvorbe cerebrospinalnej tekutiny a extracelularne;
tekutiny, ktora obklopuje, vyzivuje a chrani neurony,

e v reakcii na poranenie nervového tkaniva su aktivované repara¢né procesy, pricom
bunky glie proliferuji a podmienuja vznik astrocytarnej jazvy [2].

1.6 Problematika centralnej nervovej stustavy

Zranenia miechy su najcastejSie spdsobené stlaCenim, pretnutim (transekciou) alebo
pomliazdenim miechy. Vedi k vaznym patologickym stavom a strate motoriky
a senzoriky, ktoré potencialne mézu viest k financnym t'azkostiam pacientov [3].

Po primarnom zraneni nervového systému nastava sekundarne zhorSenie stavu pacienta
zapalom a postupnym odumieranim nervovych a gliovych buniek (apoptoézou), pricom
sa postupne formuje glialne zjazvenie [4]. Kvoli tymto naslednym udalostiam sa nemoze
centralna nervova  sustava regenerovat alebo wvylie¢it  neurdny, kvoli
mikroenviromentalnej inhibicii za ktor zodpovedaju najmd molekuly inhibujice rast
axonov ako napriklad chondroitin sulfatové proteoglykany, ktoré si zodpovedné
za tvorbu glialnych jaziev. Dalej molekuly inhibujice myelinizaciu a taktiez nedostatok
dostatocnej] mechanickej alebo trofickej opory, ktora by poskytla stabilitu a vyzivu [5],
[6], [7], [8]. Postupom Casu apoptdza pokracuje s demyelizaciou a formovanim cyst [4].
Vsetky tieto mechanizmy vyvrcholia do biochemickej a fyzikalnej bariéry, ktora
zabrafiuje regeneracii axonov.

1.6.1 Dnes$né stratégie v boji s poraneniami centralnej nervovej sustavy

Prvou stratégiou pri lieCbe zraneni miechy je pouzitie protizapalovych lieciv, kvoli
minimalizacii sekundarneho zhorSenia stavu pacienta. Pouzivany je methylprednisolone,
ktory je synteticky kortikosteroid, podavany vo vysokych davkach do doby 8 hodin
od zranenia a poskytuje signifikantni neurologicku regeneraciu pacientov [9]. Druhou
stratégiou je bunkova terapia s cielom obnovit zraneni miechu a jej funkcie [10], [11],
[12]. Rozne typy buniek nervovej sustavy ako napriklad Schwannove bunky alebo
kmenové bunky su dodavané do zranenia s ciel'om uvolnit’ bioaktivne faktory, ktoré maju
pomoct regeneracii, remyelinezacii a redukovat’ zapal ¢i pripadnu stratu nervovych
tkaniv [13], [14], [15], [16], [17].

Avsak mnoho vyziev v pripade bunkovej terapie ostava nevyrieSenych. Jednymi z nich
su prezitie buniek v mozgomiechovom moku, migracia na presne stanovené miesto,
prilnutie na povrch miechy [18].

Aktualne pokroky v biomaterialoch a tkanivovom inzinierstve priniesli aplikaciu 3D
konstrukcii vo forme implantatov alebo injekcii, ktoré vyzeraju byt slubnou stratégiou
v liecbe poraneni miechy. 3D konstrukcie poskytuji bunkam moznost’ prilnutia, migracie
a diferenciacie [19]. Taktiez sluzi ako matrica pre cielené umiestnenie buniek a lieiv,
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pricom dokéaze poskytnut mechanickt a chemickl podporu nevyhnutnua pre rast axénov
a stimuléciu regeneracie okolnych tkaniv [20], [21].

NajatraktivnejSim materidlom na tvorbu 3D konStrukcii st hydrogély, ktoré poskytujua
vhodné mikroprostredie pre podporu a rast axonov [22], [23].

Aby bol dizajn 3D konstrukcie Gspesny musime navrhnat konStrukciu, ktora bude
Struktirne a mechanicky schopna podpory rastu axénov a zaroven bude poskytovat
dostatok zivin. Taktiez plne vyplni vzniknuté preruSenie akomplexne bude
napodobnovat’ stabilitu a prostredie potrebné pre regeneraciu nervov [24].

1.6.2 Prirodné hydrogély vhodné na tvorbu 3D konStrukcii
Prirodné hydrogély delime na proteinové a polysachardiové. Vynikaju predovsetkym
charakteristikami ako si biokompatibilita, bunkova interakcia, hydrofilnost,
permeabilita, biodegradacia. VSetky tieto faktory ich preduruju k spravnej volbe
pre napodobriovanie prostredia telu vlastnych tkaniv. Maju vSak aj nevyhody a tymi
st nizka mechanicka stabilita, cena, imunogenicita a s tym suvisiaca potreba ocistnych
procesov [3], [25].

Proteinové hydrogély obsahujuce kolagén, zelatinu, Matrigel® a st odvodené
od proteinov extracelularnej matrix [3].

1.6.2.1 Proteinové hydrogély
Kolagén
Kolagén tvori najvicSiu cCast proteinov v extracelularnej matrix, pozostava z troch
a-polypeptidovych retazcov spletenych navzajom [3]. Kolagén preukazatel'ne podporuje
myelinizaciu, rast axonov a tvorbu novych krvnych kapiléar (angiogenézu) v poskodenych
nervoch [26].

3D konStrukcie zalozené na kolagénovom zaklade, ur€ené na liecbu a regeneraciu
poskodenia nervovych tkaniv, su Casto kombinované s inymi proteinami a rastovymi
faktormi pre vylepsSenie ich interakcii s bunkami, napriklad hlavne s heparan sulfatom
s cielom vylepsit mechanické vlastnosti [27].

Zelatina
Zelatina odvodend z kolagénu ma podobné vlastnosti, ale niz§iu imunogenicitu ako

kolagén [3]. Zahrnutie Zelatiny do hydrogélu malo za nasledok zvySeni axonovu
elongaciu v porovnani s bezzelatinovymi hydrogélmi. Taktiez hydrogély obsahujuce
zelatinu poskytuju vyssiu adhéziu, ktora poskytuje vhodnejSie podmienky pre rast
axonov [28].

Matrigel
Matrigel je predajny hydrogélovy produkt s komplexnou zmesou extracelularnych

proteinov. Je vyluCovany bunkami z mySich tumorov aje vhodnym substratom
pre bune¢nu kultaru. Umoziiuje spojenie buniek a nasledny axonalny rast skrz medzeru
vzniknutu zranenim [3], [29]. Taktiez sa pouziva do 3D tlaciarni [30].
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Zhrnutie hydrogélov na proteinovom zdaklade
Hydrogély na proteinovom zéklade obsahuju nevyhnutné peptidy a rastové faktory, ktoré

umoziuju rast buniek a adhéziu v 3D matrici, avSak ich zl¢é mechanické vlastnosti tvoria
limity pri ich vyuziti. Mnohé stidie sa preto zameriavali na vylepSovanie mechanickych
vlastnosti hlavne formou prepojenia a kombinacie sréznymi polymérmi alebo
pridavkami chemikalii [31].

Na zlepSenie biologickej aktivity a schopnosti bunky prezit v hydrogéloch
s proteinovym zakladom boli ¢asto pridavané aj rastové faktory [27].

1.6.2.2 Polysacharidové hydrogély

Chitosan
Chitosan, ktory najdeme napriklad v krabich pancieroch tvori hydrogély, v ktorych boli

kmenové bunky uspesne transplantované na liecbu poskodenych nervov [32].

Alginat

Alginat je hydrofilny, biodegradabilny, biokompatabilny a hlavne neimunogénny
polysacharid, z ktorého hydrogély boli pouzité na vytvorenie 3D konStrukcie urcene;j
na regeneraciu a liecbu miechy [33]. Alginatovy hydrogél dokaze transportovat’ kmenové
bunky, rastové faktory a neurotrofické faktory [34]. Implantovanie alginatového
hydrogélu do kompletne pretnutej Casti miechy ulahcuje axonalny rast a redukuje tvorbu
gliovych jaziev [35].

Agaroza

Agardza je polysacharid z Cervenych rias. Jej hydrogél poskytuje optimalnu tuhost
a porozitu vyhodou je tiez biokompatibilita. Vo vSeobecnosti poskytuje dobré vysledky
aj z pohl'adu adhézie, priCom jej vlastnosti vieme ovplyvnit’ pridanim polymérov alebo
pridavkom chemikalii [36].

Agardza nedegraduje, ale modze byt pouzitd na tvorbu premosteni, doruCenie lieciv
a génov do miesta poranenia. Pripadne ako nosi¢ pre zapuzdrené bunky podporujiuce
regeneraciu nervovych tkaniv. MikroStruktirne a mechanické podmienky st l'ahko
prisposobitel'né pre Specifické potreby tkanivového inzinierstva [37].

V roku 2006 Stokols a kolektiv dokazali vyprodukovat’ hydrogél z agardzy za pomoci
Sablony s vytvorenymi linearnymi kanalikmi, ktoré preukazatelne podporili rast
axonov [38]. Na zaklade tejto Stadie sme sa rozhodli vyskasat’ vytvorit’ vlastni Sablonu
a urcit spravnu koncentraciu agarozy, ktora dokaze udrzat’ linearne kanaliky stabilné.

Kyselina hyaluronova
Kyselina hyaluronova je pritomné v extracelularnej matrix a zohrava teda doleziti rolu

v pochopeni jednotlivych vézieb medzi bunkami, pritomnymi aj v centralnej nervovej
sustave[3]. Thiol modifikovana kyselina hyaluronova bola spojena s polyetylénglykolom
aby bola vytvorena 3D konStrukcia, ktora podporuje rast neuritov [39]. V kombinacii
s metylcelul6zou ma nastavitelné mechanické vlastnosti pricom zivotaschopnost’ buniek
narasta s vys$Sou tuhostou konStrukcie, taktiez tento typ hydrogélu rychlejsie gelovatie pri
dosiahnuti 37 °C [31].
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Pri pouziti kyseliny hyaluronovej ako vyplne do zraneni sposobenych v oblasti
periférnej nervovej sustavy bolo preukazané, ze dochadzalo k lepSiemu hojeniu. Tvorbe
vacsieho mnozstva axonov, nizSiemu prilnutiu nervov ku okolnému tkanivu, spojenou
s va€Sou vrstvou myelinu a minimalnym formovanim jaziev [40]. Zaroveii je stabilny,
mozna je aj injekéna aplikacia tohto hydrogélu. Dalfou vyhodou je silné synaptické
spojenie a dlhotrvajuci u¢inok umoznujuci pouzitie aj pri dlhodobej liecbe [41].

Zhrnutie polysacharidovych hydrogélov
Polysacharidové hydrogély obsahujuce chitosan, alginat, agardzu, kyselinu hyaluronova

su rozsiahlo pouzivané v inzinierstve nervovych tkaniv [3].

Tieto hydrogély su limitované nedostatkom esencialnych proteinovych komponentov
na bune¢nu adhéziu, preto musia byt ¢asto modifikované a kombinované s proteinovymi
variantami [42]. Dokonca pri hydrogéloch z chitosanu dochadzalo k imunologicke;j
reakcii makrofagov, ¢o moze sposobit zapalovi reakciu pacienta atym narazame
na vel'ka limitaciu pri aplikécii chitosanu prave pri centralnej nervovej sustave [43].
Taktiez najvacsim problémom pri pouziti agardzy je, ze vytvorena 3D konstrukcia nie je
biodegradabilna [36].

1.6.3 Syntetické hydrogély

Syntetické hydrogély su vytvorené z umelych materidlov ako napriklad metakrylat alebo
polyetylénglykol. Ich chemické a fyzikalne vlastnosti moézu byt pocetne
modifikované [44]. Boli vytvorené hlavne na modelové situacie, kde dochadza
ku kompresii miechy, kde sa mala dan4 hydrogélova konstrukcia prisposobit’ mieche [45].
Nevyhodou tychto materialov je vSak nedostatok bioaktivnych zloziek a bunecnej
adhézie. To vyustilo do vylepsenia ich biologickych vlastnosti pomocou biomateriadlov
alebo zakomponovanim do prirodnych hydrogélov [3], [44].

Polyetylénglykol

Polyetylénglykol je netoxicky, hydrofilny synteticky polymér, ktory vyvolava nizku
imunogénnu a zapalovu odozvu a spomaluje tvorbu lokalnych glidlnych jaziev ¢im
pomaha hlavne pacientom v akitnom stave tesne po zraneni [46]. Taktiez bol v spojeni
s prirodnymi hydrogélmi schopny niest neurotrofické a rastové faktory, ako napriklad
nervovy rastovy faktor, spolu s bunkami podporujicimi rast nervov, ako povodné
nervové bunky [3], [47].

1.6.4 Vyroba hydrogélovych 3D konStrukcii uréenych na zranenia miechy

Nakol'ko dvojrozmerné bunecné kultary nedostato¢ne kopiruju prostredie, ktoré mozeme
pozorovat' v oblasti centralnej nervovej sustavy, inzinierstvo nervovych tkaniv sa muselo
zamerat na technologickil vyrobu 3D konstrukcii. Konstrukcii, ktoré maja nahradit
a podporit’ regeneraciu poskodenych tkaniv. V pripade 3D konStrukcii musime pocitat’
ako s povrchovou architektirou tak s vatutornou, ktora ovplyviiuje rast axonov a smer ich
rastu, bunkovu migraciu a tvorbu nového tkaniva (proliferaciu) [48].
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Idealne podmienky vytvorenych konstrukcii pre nervovi regeneraciu vyzaduju nasu
schopnost’ navrhnat 3D matricu s vhodnymi mechanickymi vlastnostami podobnymi
extracelularne] matrix a zaroven dostato€nou porozitou pre angiogenézu a migraciu
buniek. Mechanické vlastnosti priamo ovplyviiuju diferenciaciu buniek, napriklad nizsia
tuhost’ hydrogélu ako 1 kPa ma za nasledok diferencidciu buniek z dospelého nervového
kmena na neurdny a astrocyty, zatial' Co pri vysSej tuhosti hydrogélu ako 7 kPa, bola
podmienend diferencidcia na oligodendrocyty. KonStrukcia musi taktiez vydrzat jej
namahanie pocas regeneracie tkaniv bez poSkodeni [3].

1.6.4.1 Biotlacené konStrukcie

Biotla¢ otvara nové moznosti konstrukcie a 3D architektiry tvorby matric pre podporu
nervov. Disponuje vynimoc¢nou schopnostou menit’ a vkladat’ rozne materialy, molekuly
a zijuce bunky v procese tvorby konStrukcie. Umoziuje Siroké mnozstvo dizajnov
od tvorby komorok pre bunky az po tvorbu mikrodrazok urenych na vyrovnavanie
axonov [49].

Tato prelomova technoldgia je zaroven najlepsSim sposobom ako kontrolovat tvar
porov, velkost arozlozenie, ¢oz umoziiuje presnejSie kopirovanie mikroprostredia
nervovych tkaniv oproti ostantym konvencnym technikam. Niektoré Stadie spozorovali,
ze konstrukcie, ktoré su viac uniformné z hl'adiska distribtcie porov, viedli ku zlepSeniu
mechanickych vlastnosti samotnej konstrukcie [50]. Dalej toto zlepsenie mechanickych
vlastnosti ovplyviuje aj tuhost’ konStrukcie, ktord priaznivo posobi na diferenciaciu
kmenovych buniek a zaroven reguluje ich spravanie [3], [S1]. Pre porovnanie,
3D vytladena konstrukcia z kolagénu a chitosanu mala lepSie vysledky v pevnosti
a stlaeni ako konstrukcia pripravena z kolagénu a chitosanu, ale technikou mrazu
a susenia. Co viedlo ku celkovému zlep§eniu schopnosti podpory regeneracie nervovych
tkaniv, len pouzitim rozdielnej techniky pri pouziti rovnakych materialov [50]. AvSak,
vytvorenie ziaduce] konsStrukcie, spolu so zachovanymi mechanickymi vlastnostami,
v niekol’kych vrstvach bez zrutenia je stale pretrvavajucou vyzvou pre tuto metodu tvorby
3D konstrukcii. Konstrukcia musi byt plne stabilna, kvoli poskytovaniu fyzickej podpory
a umozneniu rastu axénov aich regeneracie, asponl 4 tyzdne. Pre uvedenie prikladu,
kyselina hyaluronova v konStrukcii sposobuje Struktirny kolaps po 4 tyzdioch in vivo
v dosledku vysokého pomeru degradacie, zatial ¢o polyetylénglykol diakrylat pouzity
v 3D konStrukcii udrzi stabilnu architektiru az Sest mesiacov po implantacii, pricom
dokaze udrzovat elastické vlastnosti vel'mi blizke neposkodenej mieche [47].

Podstatnym je vyber naplne, kde sa ponuka mnoho moznosti, pre podporu buniek
a ostatné biologické procesy. Spolu s kontrolou Struktiry sa jedna o dolezity krok
pre uspesnu tla¢ danej konstrukcie [30], [52]. Idealna napli by mala splilovat’ chemické,
biologické areologické vlastnosti s prihliadnutim na celkové mechanické vlastnosti
pre uspokojivy vysledok a zarovenl by mala byt cenovo dostupna [52]. Vhodnym
kandidatom sa zdaju byt hydrogély prirodné, ktoré vieme spojenim so syntetickymi
hydrogélmi upravit priamo pre potreby pacienta [30], [47]. Takéto semisyntetické
hydrogély maji podobny obsah vody a schopnost’ permeability ako nervové tkaniva [3].
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Pre porovnanie, v agar6zove] konstrukcii sa vytvorila vrstva astrocytov na rozhrani
zranenia a konS$trukcie pripominajuca stenu, zatial o pri pouziti kombinacie Zelatiny
s metakrylatmi v konstrukcii sa astrocyty rozlozili rovnomerne bez vyformovania suvislej
vrstvy. Kombinacia zelatiny s metakrylatmi spdsobila aj lepSie prenikanie
do vytvorenych kanalikov [47]. Treba, ale vziat do Uvahy, ze konStrukcie zo zelatiny
s metakrylatmi alebo Matrigelu su pre motorické neurénové progenitorové bunky toxické
a vyzaduju d’al§iu optimalizaciu pre udrzanie zivotaschopnosti buniek [53].

1.6.4.2 Sablénové konstrukcie
Pokial' zvazime ako porozita komorok, linearne kanaliky a rdzne smerom orientované
Struktiry podporujii vniknutie buniek a tym aj stimuluju a vytvaraju oporu potrebnu
pre rast axonov v paralelnom smere pozdiz miesta zranenia, tak sa ukazuje moznost
pouzitia jednoduchych $abléonovych konstrukcii [54]. Sablonové konstrukcie dokazu
podporit’ orientaciu rastu axénov cez medzeru vzniknutl zranenim a zaroven poskytnut
aj v spojeni s podpornymi latkami aj dostatok vyzivy pre regeneraciu a liecbu [55].
Najpodstatnejsim prvkom pri Sablonovych konstrukciach sa zda byt velkost
mikrokanalikov. Cim mensi priemer mikrostruktur dokazeme vytvorit tym rovnejsie
axony a astrocyty buda vznikat v linearnych Strukturach mikrokanalikov. Pokial’ priemer
mikrostruktir zaCneme zvacSovat tak zaznamename znacny pokles nami pozadovane]
orientacie. Na druhi stranu, angiogenéza potrebuje dostatocné velky priestor
na rozvinutie, takze optimalizacia vel'kosti kanalikov je kl'uCova. Tiez mdézeme vyuzit
rozny priemer kanalikov a aj roznu hustotu v okoli kanalikov sposobent spojenim s inym
typom hydrogélu [56].

1.6.4.3 Mrazom tvorené konStrukcie

Jedna sa o metodu pri ktorej nastava rychle schladenie na vytvorenie termodynamicke;j
nestability anasledne fazové oddelenie hydrogélu, ktoré vytvara dva typy porov.
Nahodné ajednosmerné, zavisiace na samotnom procese zamrazenia [3]. Absolutne
ndhodni porozitu moézeme ziskat pri zmrazeni dusikom ato Uplnym ponorenim
a naslednom suSeni vo vakuu. Poc¢as jednosmerného procesu tvorby porov, latka stuhne
pomocou prenosu tepla v dosledku jednosmerného teplotného gradientu, ktory zapricini
tvorbu pozdizne orientovanych mikrokanalikov vnatri konstrukcie. Tieto nadvizujuce
anavzajom prepojené mikrokanaliky sposobuju jednoduchSiu penetraciu axonov,
a zaroved ich linearne predizenie spolu s bunkami. Co znamena, Ze st vhodnejsie
pre pouzitie pri nervovych tkanivach, ako konstrukcie, ktoré su len nahodne zamrazené,
nakol'ko z porozity vyplyva aj zmena mechanickych vlastnosti mikrokanalikov a celej
konstrukcie hydrogélu [57]. Aby sme mali vdc§iu kontrolu nad samotnou porozitou,
vyuzivame najmé koncentraciu gélu v spojeni so sietovacim cinidlom, ktoré priamo
ovplyviiuje pevnost’ a absorbciu vody konstrukcie hydrogélu [58]. Touto technikou sme
schopny vytvorit pory vrozsahu od 23 uym do 500 um priom nevieme presne
kontrolovat’ velkost’ a tvar [58]. AvSak moznost’ kontroly sa naskyté pri pouziti emulzii
anaslednom zamrazeni avysuSeni v porovnani len sobyCajnym zamrazenym
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a vysuSenim samotného polyméru [59]. Vysledky tejto stratégie prinasaju redukciu
zapalove] odozvy tela pacienta. Vdaka usmerneniu migracie astrocytov a reaktivite
mikroglia, vyvolanie nervového pripojenia. Vznikaji linearne rastice axony popri
pozdiznych kanalikoch, prebieha angiogenéza, vdaka ktorej sa zvySuje moZnost
funkéného zotavenia [60]. Niektoré §tidie pouzivali materidly odvodené z grafénu
pri suSeni mrazom, kvoli ich schopnosti zvyS§it nervovu diferenciaciu a axonalne
prediZenie [3], [61].

1.6.5 Stiidie in vivo a klinické testy
Existuje par preklinickych §tadii zameranych na hydrogélové konstrukcie urcené
na liecbu zraneni nervovej sustavy. Aktualne sa uskuto¢iiuju testy pozorujice chovanie
zvierat zamerané na ich senzorické a motorické funkcie pri beznych situaciach,
ale po nervovom zraneni [62]. Testy zahriiuji pozorovanie hyperaktivnej reakcie kvoli
pritomnosti bolesti, tepla, chladu [63]. Skusky prebiehaju na potkanoch priCom pri teste
na teplo sa pouziva vyhrevna platiia na zistenie odozvy hmatu z labiek [64]. Citenie
chladu overujeme pouzitim etyl chloridu alebo acetonu v spreji pouzitom na telo zvierata.
Zaroveii sa preskumaju aj celkové motorické funkcie inicovanim pohybu [65]. Dalsim
predmetom pozorovania je aj schopnost lezenia po rebriku [66], chodza po mriezke [67]
a plavanie [68].

Bolo zistené, ze fibrin z lososa funguje pri potkanoch lepsie, pretoze je menej infek¢ény
v porovani s cicavéim fibrinom alebo komerénym Matrigelom [69]. Avsak vedci
upozoriuju, ze hlodavce su vel'mi nepresnym modelom pre vyskum regeneracie a lieCby
nervove] sustavy, kvoli rozliSnej regeneracii tkaniv a neurobiologickej stavbe tela
v porovnani s ¢lovekom. Presnej$i model by poskytli primaty alebo ovce, najma kvoli
vell'kosti a podobnejSej anatomii, ale na druhu stranu tu platia urcité etické obmedzenia
nehovoriac o vysSej financnej naro¢nosti [70].

Buduca generacia konStrukcii z hydrogélov bude namieru upravena pacientovi a mala
by kombinovat molekularne a farmakologické liec¢iva spolu s kmefiovymi bunkami.
Je dokazané, ze po zraneni vnutrospinalny tlak vzrastie z povodnych 240 Pa na 1186 Pa,
pricom samotné zvySenie tlaku vedie k rozSireniu povodného zranenia a tym vytvara
priestor aj pre sekundarne zranenie [71].

1.7 Problematika periférnej nervovej sustavy

Periferna nervova sustava spaja centralnu nervovu sustavu (mozog a miechu) s celym
zvySkom Tudského tela, priCom vyuziva motorickych a senzorickych nervov.
V porovnani s centralnou nervovou sustavou, ktord je uzavrend v stavcoch chrbtice alebo
lebke, periférna nervova sustava nie je chranené kost'ami a o to viac je nachylna na mozné
poranenia [72]. Poskodenie periférnej nervovej sustavy moze nastat rozne. Prikladom
moze byt zranenie, infekcia, autoimunitné ochorenie, alkohol, toxiny, dokonca
aj uzivanie medikamentov. NaruSenie periférne] nervove] sustavy moze viest
ku permanentnej dysfunkcii zasiahnutej Casti alebo ku vysSej nachylnosti na ochorenia,
kvoli neschopnosti komunikacie s centralnou nervovou sustavou [73], [74].
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Do konca 18. storoCia sa neuvazovalo nad moznost'ou regeneracie periférnej nervove;j
sustavy, predpokladalo sa, Ze regeneracia nie je mozna. Odvtedy sa naSe chapanie
a znalosti tykajuce sa regeneracie a obnovy periférnej nervovej sustavy rozsirili. Dnes
vieme, ze proces lieCby zalezi na niekolkych faktoroch, ktoré spolu komplexne
suvisia [74].

1.7.1 Dnes$né stratégie lieCby pri zraneni periférnej nervovej sustavy

Hlavnymi faktormi st spravna diferenciacia buniek, rastové faktory a na moznosti
prenasat’ signal. Dodnes vSak niektoré problémy su velkou vyzvou pre celé odvetvie
inzinerstva nervovych tkaniv. Jednym znich je ako pri centralnej nervovej sustave
spravna rekonStrukcia pomocou 3D konstrukcii, ktora zaruci prijatelné fungovanie
postihnutej oblasti [74]. Dal§im kli&ovym faktorom, na ktorom zavisi uspesnost’ lie¢by
je typ arozsah poskodenia. Pri l'ahkom poskodeni nedochédza ku vytvoreniu medzery
medzi nervami, zatial ¢o pri va¢Som poskodeni dochadza ku tvorbe medzery medzi
jednotlivymi nervami. Pri malej medzere je ¢astym rieSenim zoSitie so snahou spojit’
oddelené konce, avSak toto spojenie moze viest' ku zhorSeniu elasticity a zjazvenim
na konci poskodeného nervu, o sposobuje problémy pri d’alsej liecbe. Na druhu stranu
sa Casto stretavame s predizenim axonov a prekonanim vzniknutej medzery a opatovnym
spojenim odseparovanych zakonceni [75]. Pri rozsiahlejSom poSkodeni tato metoda
zlyhava kvoli dislokacii z povodnej pozicie, ktord vedie k funkénému poskodeniu
poranené¢ho miesta. Tieto poSkodenia vyzaduju uz aplikaciu podpornych matierdlov
pre spravne premostenie vzniknutej medzery a zaroven zabrani vzniku zjazvenia [76].
Existuji zaznamy o sponatnnom zahojeni malej nervove] medzery menSe] ako
5 milimetrov. Spontanne hojenie ostava skor vynimkou a nakoniec si moze vynutit
aj operacny zakrok [77].

Existuju dva hlavné typy aplikovatel'nych biomaterialov, ktoré st schopné spravneho
premostenia vzniknutého poskodenia. Tymi si transplanticia nervu priamo
od poraneného a umelo pripravené biomaterialy. Pri transplantacii mézu byt pridané
aj Casti obehovej sustavy pripadne podporné latky [74].

Transplantacia je zlatym $tandardom a spliia podmienky celkovej komplexity systému
a zaroven spravnej biokompatibility s l'udskym telom. Problémom vSak je limitované
mnozstvo, moznost vzniku jazvy, pripadne zlé¢ hojenie spojené s nedostatoCnou
regeneraciou [78]. Kvoli tymto problémom zacali vznikat’ inzinierské rieSenia s pouzitim
biomaterialov a tvorenia konstrukcii z nich. Celou problematikou sa zaobera tkanivové
inzinierstvo, ktoré Studuje kI'iCové elementy potrebné k regeneracii a pripadnej nahrade
poskodeného tkaniva alebo organu. V tomto konkrétnom pripade inzinierstvo nervovych
tkaniv sa zaobera tvorbou konStrukcii, ktoré poskytni nie len mechanickii podporu
potrebnu pre rast, ale aj d’alSie dolezité latky ako lieky a podporné faktory nevyhnutné
pre spravnu regeneraciu [79].

Materialy, ktoré pripadaju do uvahy sa vo velkej miere zhoduju s materialmi, ktorych
pouzitie zohrava dodlezitu tlohu pri regeneracii centralnej nervovej sustavy, aj napriek
tomu, ze vyzaduju odlisné podmienky pre spravne fungovanie lieCebného procesu. Rozne
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Stidie pozorovali remyelinizaciu a regeneraciu axénov prave po pouziti prirodnych
hydrogélov na poranenia v oblasti perifernej nervovej sustavy. Hlavne najmi ich
schopnosti simulovat’ nervom prirodzené podmienky [80].

1.7.2 Odozva tela na poranenie v oblasti periférnej nervovej sustavy

Za najcCastejsi dovod vzniku zranenia perifernej nervovej sustavy sa povazuje narusenie
miakkych tkaniv spdsobenych bud predizenim alebo trznou ranou spojenou
s fraktarou [74], [81].

Po zraneni vznika proximalny a distalny nerv (Obrdzok 4 Krok 1). V poSkodenej Casti
nastava reakcia buniek, ktora vedie ku snahe zregenerovat' oddeleny axon. Zatial o
proximalna strana je stale vyzivovana, distalna strana odumiera a podlieha Wallerianskej
degeneracii. Tento proces zacina odstranovanym odumretych casti poSkodenej cCasti,
fagocytozou neurofilamentov a mikrotubul, naruSenych nervovych vlakien pomocou
migracie makrofagov [82]. Po kompletnom odstraneni neziadiiceho zvacSa mrtveho
tkaniva prichadzaju na rad Schwannove bunky a ich rast. Produkuju Biingerove pasma,
teda linearne usporiadané a vzajomne komunikujuce Schwannove bunky kryté bazalnou
laminou, ktor4 je tenkou a vlaknitou extracelularnou vrstvou. Takto pripraveny distalny
nerv ocakéva regenerujuce sa axony z proximalnej Casti (Obrazok 4 Krok 2). Schwannové
bunky v distalnej Casti vylucia myelin a zacni produkovat’ faktory ovplyviiujice rast
a regeneraciu nervov, najma nervovy rastovy faktor a neurotrofin 3 a 4 [83], [84]. Zatial
¢o v proximalnej ¢asti nervové vlakna za¢nu tvorit’ rastovy kuzel z posSkodeného miesta.
Rastovy kuzel vychadza zo Struktary aktinu a je schopny ,citit* okolité prostredie
a naviest smer regeneracie priamo ku distalnej Casti axonu a Biingerovmu pasmu
(Obrdzok 4 Krok 3).

Pri optimalnych podmienkach je regeneracia kompletnd a axén si opat’ vytvori
myelinovu vrstvu (Obrdzok 4 Krok 4). ZvySena Sanca spravneho hojenia je spojena
s bezodkladnym rieSenim problému. V opacnom pripade distalna Cast nervu sa zapuzdri
a vznikne zjazvenie, ktoré sposobi uz trvalé poskodenie na poranenom mieste periférnej
nervovej sustavy [77].
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Obrdzok 4: Progress Wallerianskej degenerdcie a regenerdcia nervu po zraneni periférnej
nervovej sustavy, na obrazku vybrany jediny axon a remyelinizdciou pomocou Schwannovych
buniek pre objasnenie procesu [74]

1.8 Idedlne hojenie a sticasné limitacie

Stadie syntetickych alternativ zadali prekonavat limitcie zastaralych transplantaénych
procesov a umoznili §ir§ie porozumenie inzinierstvu nervovych tkaniv. Hlavnym cielom
inzinierstva nervovych tkaniv je teda vyvinutie bioaktivnych konstrukcii s Co najvacSou
podobnostou prirodzenym podmienkam v I'udskom tele, ktoré je schopné lieCby zraneni
periférnej nervovej sustavy [74].

Vyrobené 3D konstrukcie by mali prejst’ aj velkym zjednodusenim pri ich vyrobnom
proces aby mohli byt zaradené medzi l'ahko dostupné rieSenia. Rdzne druhy
biomaterialov ako napriklad hydrogély, ktoré boli prispdsobené na zranenia periférne]
nervovej sustavy boli schopné prekonat’ a zregenerovat’ aj vzniknuté medzery o vel'kosti
3 az 10 milimetrov [85]. Ako bolo uz spomenuté velkost a rozsah zranenia su klticové
pre hojenie a regeneraciu, pretoze pri prekonani kritickej hranice uz vytvorené fibrinové
vldkna nie si schopné vyplnit' cely priestor a vytvorit Strukturu, ktora je hlavnou
podmienkou pre zapocatie hojenia rany. V takom pripade, netplna formacia
extracelularnej matrix zabrafiuje migracii Schwannovych buniek do miesta defektu, Co je
kI'acové pre cely proces vysvetleny pri odovze tela na poranenie s medzerou mensou ako
5 milimetrov [86].

Efektivna 3D konStrukcia vytvorena na zaklade vedomosti z inZinierstva nervovych
tkaniv by mala spifiat nasledujuce podmienky a charakteristiky. Mala by byt
biokompatiblind, neimunnogénna, hemokompatiblind. Poskytovat optimalnu porozitu
ovelkosti od 5 do 30 mikrometrov, idealne len v intervale od 10 mikrometrov
do 20 mikrometrov aby nutrienty mohli vyzivovat’ potrebné Casti a zaroveni odpadové
latky mohli byt vypudené zo Struktary. Mala by zabranovat infiltracii buniek, ktoré tvoria
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zjazvenie, zarovenl poskytovat oporu a pomahat udrzovat smer proximalnej Casti
k distalnej Casti nervu. Mala by byt odolna vo¢i mechanickému poskodeniu pocas
regeneracie nervu a zaroven byt aj dostato¢ne flexibilnd aby sa zabranilo nezelanej
kompresii nervového tkaniva. V neposlednom rade by mala byt jednoducho
skladovatelna a zaroven stabilna pocas sterilizacného procesu [74].

29



2. EXPERIMENTALNA CAST

2.1 Vyber metody a materialu

Na zéklade prechadzajucich S$tadii sme sa rozhodli vyskuSat Sablonova tvorbu
hydrogélovych matric, s kanalikmi o roznych priemeroch a zistit minimalnu hmotnostnu
koncentraciu pevnej zlozky, pri ktorych kanaliky ostanu stabilné viac ako 24 hodin.

V pripade uspechu sme chceli injek¢ne vstrekovat do vytvorenych a stabilnych
kanalikov vodné roztoky alebo hydrogély o nizSej koncentracii ako povodny hydrogél.
Z dovodu lepSej pozorovatelnosti sme pouzivali vodné roztoky a hydrogély zafarbené
farbivom.

2.1.1 Navrh a tvorba formy

Prvym krokom bolo navrhnutie formy, ktora by spifiala podmienky pre nase poziadavky
ato najmé z hl'adiska ¢asu vyroby samotnej formy nakolko na experimentalnu cast
z dovodu pandémie nebol poskytnuty plnohodnotny ¢as. Samozrejme aj s prihliadnutim
na cenu materidlu a odolnost voci vys$Sim teplotam, ked'ze hydrogél sme vlievali
do formy horuci. Z ¢oho vyplyvala prijateI'na teplota deformacie az nad 70 °C. Material
bol stanoveny na polyetyléntereftalat-glykol urCeny na 3D tla¢. Prvotny navrh teda bola
prosta forma, ktora po zaliati vytvorila kvader hydrogélu o rozmeroch 3,5 cm na dizku,
2,5 cm na Sirku a 1,6 cm na vysku. Tuto formu nam vytvorili pan Mgr. Radek Prikryl,
PhD. a pan Ing. Pfemysl Men¢ik, PhD. z Ustavu chemie materiald.

Forma disponovala povodne piatimi kanalikmi, z toho tri kanaliky vedené jednym
smerom a dva vedené kolmo na ne. Kanaliky boli vytvorené pomocou akupunktarnych
ihiel o priemere 0,2 mm, ktoré boli vsunuté do formy este pred samotnym vyliatim
hydrogélu do formy. Akupunkturne ihly po zatuhnuti hydrogélu vytvorili siet’ kanalikov,
ktoré boli navzajom prepojené.

2.1.2 Vyber materialu

Dalej nasledoval vyber latky z ktorej hydrogél budeme tvorit. Podla §tudii jasnym
favoritom bola kyselina hyaluronova, no kvoli vysokym nakladom bola uprednostnena
agaroza a zelatina, ktoré mali poskytovat uspokojivé vysledky aich dostupnost bola
bezproblémova. Pokus prebichal s 3 typmi agardzy a1 typom Zelatiny. Zelatina viak
bola kvoli zltému sfarbeniu z pokusu vyradena, ked'ze prvotné pouzité farbivo bolo
z komplexu vitaminov B, ktoré vodné roztoky farbili do svetlo-zlta.
Typmi agardzy boli typ E, D-5 a LM, ktoré sa navzajom lisili v rozliSnom spdsobe
urceného pouzitia.
e Agaréza typu E bola ur¢ena na rutinné elektroforézne techniky a jej bod topenia bol
stanoveny na 88+1,5 °C a bod gelovatenia stanoveny na 36+1,5 °C.
e Agardza typu D-5 bola urCend na techniky pulzného pola a jej bod topenia bol
stanoveny rovnako na 88+1,5 °C a bod gelovatenia stanoveny na 36+1,5 °C.
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e Agar6za typu LM bola urcend na tvorbu gélov, z ktorych je formovana Struktarna
opora, zaroven tato agaroza je nizkoteplotnd ajej bod topenia bol stanoveny
na <65,5 °C a bod gelovatenia stanoveny na teplotu 24 az 28 °C.

2.2 Postup pripravy hydrogélu

2.2.1 Chemikalie

e Agarose LM, Condalab, Laboratorios Canda S.A., Madrid, Spain, C. Sarze:M00044
e Agarose D-5, Condalab, Laboratorios Canda S.A., Madrid, Spain, C. sarze:D00232
e Agarose E, Condalab, Laboratorios Canda S.A., Madrid, Spain, C. sarze:D00186

e Zelatina, PENTA, Ing. Petr Svec, Praha 6, Ceska republika, C. $arze:1511020610F
e Deionizovana voda, pristroj PURELAB Classic, VUT FCH

2.2.2 Pristroje a pomocky

e Laboratorne sklo

e Sterilné injek&né ihly BD Microlance™ 3; 0,4 mm x 19 mm
e Sterilné injek&né ihly BD Microlance™ 3; 0,3 mm x 13 mm
e Sterilné injek&né ihly BD Microlance™ 3; 0,9 mm x 40 mm
e Sterilné injek&né ihly BD Microlance™ 3; 1,2 mm x 40 mm
e Sterilné akupunktirne ihly, Huanqgiu, 0,2 mm % 0,25 mm

e Sterilné akupunkturne ihly, Huanqiu, 0,2 mm % 0,4 mm

e Sterilné injekéné striekatky BD Discardit™ IT; 2 ml

e Sterilné injekéné striekatky BD Discardit™ II; 5 ml

e Analytické vahy, Denver Instrument

e Varna doska s magnetickym mieSadlom, Heidolph MR Hei-Standard
e Chladnicka, Liebherr Profi Line

e Teplomer

2.2.3 Priprava hydrogélu

Bolo navazené potrebné mnozstvo agarozy alebo teda zelatiny na analytickych vahach.
Toto mnozstvo bolo prevedené do vialky spolu s 20 ml destilovanej vody. Bolo pridané
miesadielko a viecko vialky bolo prekryté alobalom.

Priprava hydrogélu prebiehala vo vialke ponorenej vo vodnom kupeli zohriatom
na teplotu 70 °C pri agaroze typu LM a 90 °C pri agarozach typu D-5 a E a pri zelatine,
za staleho mieSania mieSadielkom na 750 otaCok za minutu. VSetko pomocou varnej
dosky s magnetickym mieSadlom (Obrdzok 5). Zmes bola miesand az do absolutneho
rozpustenia agardzy, teda vznikom cireho roztoku bez viditenych ciastociek alebo
zakalenia. Po uplnom rozpusteni bol z vialky odiaty alobal. Hydrogél bol vliaty do formy
v ktorej boli umiestnené ihly avlozeny do chladnicky na zatuhnutie
do druhého dnia. Po zatuhnuti boli odobrané ihly a néasledne hydrogél vyklepnuty z formy
(Obrazok 6). Nasledovalo pozorovanie po 4 hodindch a 24 hodinach, zamerané
na stabilitu a pripadnt deformaciu az zanik vytvorenych kanalikov (Obrdzok 7),
(Obrdzok 8), ktorého vysledky sa nachadzaju v (Tabulka 1). Kvoli nemoznosti skladovat
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zasobné roztoky zelatiny, agarozy typu D-5 a E sme sa rozhodli pokracovat’ nad’alej
uz len s agardzou typu LM, ktorej zasobny roztok sme mohli skladovat’ bez nutnosti vzdy
Cerstvej pripravy hydrogélu. Agardza typu LM nam umoziuje, vd’aka svojej schopnosti
gelovatenia az pri niz§ich teplotach, skladovanie pri teplote nad hranicou gelovatenia
v suSiarni, a teda po prichode do laboratéria umoziiuje takmer okamzité zaliatie foriem

Obrdzok 6: Pripravené hydrogély agarozy typu LM,D-5,E a Zelatiny o réznych hmotnostnych
koncentraciach
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Obrdzok 7: Detail na hydrogély z agarézy typu LM 4 hm. % (3) a 3 hm. % (4) ,D-5 4 hm. % (1),
E3hm % (2)

4

Obrdzok 8: Detail na hydrogély z agarozy typu E 4 hm. % (1), D-5 3 hm. % (2) a Zelatinu
10 hm. % (3)
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Tabulka 1: Vysledky pripravy hydrogélov

Latk Chm. ciclovi | Mnavizené | Vdest.vody Chm. skutotn Sta!)i‘lita Sta!)i-lita i
atka [hm. %] [e] [ml] [hm. %] l;z(l)n:lllll;(()lx.r Il)((z)u; Zh]i((;)(; Poznamka
1,00 0,2034 1,02 x x
Agaroza 2,00 0,4025 2,01 x x
LM 3,00 0,6021 3,01 v v Ciry
4.00 0,8051 4,03 v v malé zakalenie
1,00 0,2013 1,01 x x
Agaroza 2,00 0,4033 2,02 x x
D-5 3,00 0,6019 20 3,01 v v zakalenie, kanaliky pozorovatel'né len bleskom
4,00 0,8005 4,00 v v vyrazné zakalenie, kanaliky len s bleskom
1,00 0,2015 1,01 x x
Agaroza 2,00 0,4005 2,00 x x
E 3,00 0,6035 3,02 v v mierne zakalenie
4,00 0,8021 4,01 v v mierne zakalenie
Zelatina 10,00 | 2,0061 10,03 4 4 &iry, zIté sfarbenie

35



2.2.4 Postup pri injekénom vstreknuti vodného roztoku alebo hydrogélu

V pripade akupunktarnych ihiel o rozmere 0,2 mm v priemere (Obrdzok 11) nebolo
mozné zaviest’ ihlu o priemere 0,3 mm priamo do vytvoreného kanaliku, inak by samotna
ihla kanalik zvécsila na svoj priemer. Preto sme vytvorili kanaliky vacsie, ale za pouzitia
uz zistenych hmotnostnych koncentracii, ktoré nam zaruCovali stabilny kanalik bez
deformécie alebo zaniku.

V pripade akupunktirnych ihiel bol pripraveny zasobny vodny roztok z farbiva
Rhodaminu 6G o koncentracii 0,0152 g:I'!, ktory bol kvapkany injekénou striekackou
na povrch kandliku. Rovnakym sposobom bol pripraveny zasobny vodny roztok
metylénovej modrej o koncentracii 0,0120 g1, ktory bol taktiez kvapkany injek&nou
striekackou na povrch kanaliku.

Nasledne bol uskutocneny aj vpich vodnych roztokov do kanaliku, ktory ale kanalik
zvacsil atym ho poskodil, no farbiva boli viditelné na mieste vpichu. V pripade
vpichnutia gélov o nizSej hmotnostnej koncentracii sa pri kanalikoch vytvorenych
akupunkturnymi ihlami nepodarilo dopravit' pripraveny hydrogél do gélu pévodného
vo forme. Hydrogél pozostavajuci z 1 hm. % agarozy zafarbeny Rhodaminom 6G bol
prakticky okamzite vytlaceny na povrch.

2.2.4.1 Tvorba a poulitie formy urcenej na lepsiu injekénu aplikovatel’nost’

Na zaklade predchadzajucich poznatkov boli navrhnuté nové formy (Obrdzok 10)
o rozmeroch 3 cm na dizku, 3 cm na §irku a 1,6 cm na vysku, ktoré tiez pripravili
avytlaGili pan Mgr. Radek Piikryl, PhD. a pan Ing. Pfemysl Men¢ik, PhD. z Ustavu
chemie materialli, vd’aka ktorym sme mohli pouzit ihly o rozmere 0,9 mm a 1,2 mm
¢o nam umoznilo vytvorit §ir§i kanalik do ktorého vpich ihlou o rozmere 0,3 mm
prebiehal bez vacsich problémov. Z ¢oho vyplynuli nasledovné vysledky, ktoré najdeme
v (Tabulka 2).

Kanaliky o priemere 0,9 mm vytvorené z ihiel boli dostatocne stabilné. Zaroven bolo
mozné do nich zaviest’ ihlu o priemere 0,3 mm ateda priamo do kanaliku aplikovat
vodny roztok metylénove] modrej avodny roztok Rhodaminu 6G. Gély o nizSej
hmotnostnej koncentracii bolo taktiez mozné aplikovat’ do vytvorenych kanalikov a to pri
teplote aplikovaného gélu 50 °C.

Pri kanalikoch o priemere 1,2 mm vytvorenych z ihiel boli sice dostatocne stabilné, ale
pri vpichu vodnych roztokov a rovnako aj gélov o nizSej hmotnostnej koncentracii tieto
latky unikli kanalikom von na opacnej strane a neboli schopné vyplnit’ kanalik po celej
dizke.

Pre lepSie pozorovatel'ny vysledok boli pripravené gély s kanalikmi o priemere 0,9 mm
opatovne (Obrdzok 12), ale s vpichnutim metylénovej modrej o zvySenej koncentracii
na 43,6 g'I'!. Pri¢om viditelnost kanalika a vpichu sa vyrazne zlepsila, difuzia bola
vyraznejsia.

Po 24 hodinach metylénova modréa difundovala do hydrogélu a zaroven kanaliky ostali
stabilné (Obrazok 13), ¢o znamena zdarny vysledok experimentéalnej Casti tejto prace.
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Obrazok 11: Zafarbovanie 0,2 mm kandlikov vodnymi roztokom Rhodaminu 6G o koncentrdcii
0,0152 g'I' (R) a metylénovej modrej o koncentrdcii 0,012 g-I' (M), vzorky kde boli kvapky
farbiva aplikované pokvapkanim na kandliky (1) a vzorky kde bolo farbivo injekcne vpichnuté (2)

Obrdzok 12: Injekcny vpich do kandlikov o velkosti 0,9 mm pomocou vyssej koncentrdcie
vodného roztoku metylénovej modrej do hydrogélu vytvoreného z agarozy typu LM 4 hm. % (1)
a3 hm. % (2)
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Obrdzok 13: Farbivo difundovalo uspesne do celého hydrogélu typu LM 4 hm. % (vlavo)
aj 3 hm. % (vpravo), zaroven kandliky zostali stabilné aj po difiizii a 24 hodinach
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Tabul'ka 2: Vysledky injekénych aplikacii do kanalikov o roznej velkosti

1 hm. % agar6za + Rhodamin 6G (0,01 g-1'")

Velkost’ Chm. ciePovi Vyplnenie
Latka kanaliku | "™ celovd Vpichovani latka ypine Poznamka
[hm. %] kanaliku
[mm]
. , x Kvapkanie na povrch
1 0,012 gI'! . .
02 3 metylénové modra (0,012 g1) x Priamy vpich, poskodenie kanaliku
’ . x Kvapkanie na povrch
2 gl . :
4 Rhodamin 6G (0,0152 g1%) x Priamy vpich, poSkodenie kanaliku
metylénova modra (43,6 g-1?) 4 Priamy vpich
3 metylénova modra (0,012 g-1"") v Priamy vpich
Agaréza LM 0.9 1 hm. % agar(:)za + Rhodz}min 6G (?,Ol gl v Priamy VPiCh, tep‘lota 50 °C
metylénova modra (43,6 g-1™) v Priamy vpich
4 metylénova modra (0,012 g-1"") v Priamy vpich
1 hm. % agar6za + Rhodamin 6G (0,01 g'1™) v Priamy vpich, teplota 50 °C

3 metylénova modra (0,012 g-1*) x Vytecenie z kanaliku

12 1 hm. % agar6za + Rhodamin 6G (0,01 g-1'") x VytecCenie z kanaliku

’ 4 metylénova modra (0,012 g-1") x Vytecenie z kanaliku

x VytecCenie z kanaliku
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3. ZAVER

Pri pohl'ade na komplexnost nervového systému nejde uvazovat o velkych krokoch
v oblasti regeneracie alebo obnovy nervovych tkaniv. Tato praca je mo; prvy krok
v badani a snahe porozumiet’ procesom, ktoré ovplyviiuju regeneraciu nervovej sustavy,
a jej Specifickym potrebam, ktoré by mohli viest’ k pokroku.

Cielom prace bolo pochopit’ zakladné potreby nervovych tkaniv pre ich uspesnu
regeneraciu a lieCbu. Zameranie teda smerovalo ku tvorbe hydrogélu so stabilnymi
kanalikmi, do ktorych mdzeme injekcne vstrekovat’ latky, ktoré st schopné z kanalikov
difundovat’ a tym blizSie simulovat komplexné prostredie nevyhnutné ku samotnému
rastu ¢i regeneracii. Zaroven vSak vpichnut aj gély, ktoré mozu tvorit vhodnejSie
podmienky pre urcité typy buniek, ktoré nevyhnutne pre svoj rast a regeneraciu potrebuju
prostredie odliSné od samotného hydrogélu. Nezabudajic na vpichnutie gélov
s medikamentami, ktoré by podporili vyzivu tkaniv a tym aj rast samotny. Tieto kanaliky
s moznostou injekéného vyplnenia boli vytvorené pomocou Sablonovej konstrukcie,
ktora sa zalievala horicim hydrogélom, ktory po zatuhnuti bol vybrany z formy.

Experimentalnou Castou prace bolo zistené, ze pri pouziti agardzy typu LM, ktora
tuhne az pri nizsich teplotach, dokdzeme vytvorit stabilné kanaliky uz od koncentracie
3 hm. %. Pri pouziti kanalikov o priemere 0,9 mm sme mohli pohodlne injekéne
vpichovat do takto upraveného hydrogélu farbiva, ktoré nam zvyraznili a potvrdili
priechodnost kanalikov. Taktiez preverili ich stabilitu v pripade vodnych roztokov, ktoré
ju mohli narusit. Pri injek¢nej aplikacii hydrogélov o nizsej hmotnostnej koncentracii,
v kanaliku hydrogély zostali bez vytecenia. To znamena, ze dokazeme v pripade potreby
vytvorit’ hydrogély o roznych koncentraciach s obsahom podpornych latok, ktoré vieme
umiestnit’ na Specifické miesto.

V buducnosti by som rad pokracoval v tejto praci, pricom by sa do kanalikov vpichoval
hydrogél z kyseliny hyaluronovej, ktora vykazuje podl'a vedeckych publikacii najlepsie
vysledky v oblasti regeneracie nervovych tkaniv. Takisto by som rad zakomponoval
do hydrogélu aj syntetické &asti, ktoré by pomohli spevnit celt §truktiru. Co by mohlo
znamenat’, ze by stacila nizSia hmotnostna koncentracia samotnej agarozy, v dosledku
spevnenia kanalikov syntetickymi Castami, ktoré by dokazali udrzat' tvar kanalika
stabilnym a zaroven, nizSia hmotnostnd koncentracia by mohla vytvorit lepsie
podmienky pre Specifické bunky. Praca by sa mala zaoberat’ snahou vytvorit’ komplexne
vyhovujtce prostredie vytvorené za pomoci roznych metdd a komponent, sprevadzanych
meranim elasticity, porozity a pevnosti.
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PRILOHA A - Fotografie experimentilnej ¢asti

Al Fotografie z pripravy hydrogélov
g s -_/.«»”"7"'_"

Obrdzok 14: Deformdcia hydrogélu z agarozy typu LM 1 hm. % prakticky okamZite po vybrani
z formy

Obrdzok 15: Zdanik kandlikov o priemere 0,2 mm pri hydrogély z agarozy typu LM 2 hm. %
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Obrdzok 16: Viditelnost kandlikov o priemere 0,2 mm pri réznych typoch agarézy, viditelné
zakalenie typu E a D-5 v porovnani s LM vzorkami

Obrdzok 17: Viditelné zakalenie pri hydrogélu z agarézy typu E 4 hm. % (1), rovnako vyrzané
zakalenie aj pri D-5 3 hm. % (2), zlté sfarbenie Zelatiny 10 hm. % (3)
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A.2 Fotografie z injekénych vpichov do
hydrogélov

Obrdzok 18: Hydrogély z agardzy typu LM 4 hm. % s vstreknutym vodnym roztokom metylénovej
modrej o koncentracii 0,012 g1 (vlavo) a 3 hm. % s vstreknutym gélom agarézy typu LM
1 hm. % zafarbené Rhodaminom 6G o koncentracii 0,01 g1 (vpravo)

Obrdzok 19: Pohlad zhora po odfoteni s bleskom pre lepsiu pozorovatelnost vyplnenia
kandlikov o velkosti 0,2 mm, hydrogély z agarozy typu LM 4 hm.% kvapkanie Rhodaminu 6G
o koncentrdcii 0,0152 g-I"'na povrch kandliku (prvy rad, viavo) a LM 4 hm.% priamy vpich (prvy
rad, pravo). Hydrogély z agarozy typu LM 3 hm.% kvapkanie metylénovej modrej o koncentrdcii
0,012 g'I"' (druhy rad, viavo) a 3 hm.% priamy vpich (druhy rad vpravo).
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