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(57) Anotace:

Hydrogel je kopolymerem N-substituovaného
metakrylatu nebo akrylamidu, latky tvofici
pii¢né vazby, komplexniho cukru nebo jeho
derivatu, tkanového adhezniho peptidu nebo
polymeru konjugovaného s protildtkami. Po-
lymer je heterogenni, elasticky deformovatel-
ny a mé rovnovaZny obsah vody alespon 80 %.
Lze jej pouZit napfiklad pro tkanové regenera-
ce a organové reparace ve vyvijejicim se i
dospé€lém nervovém systému. Je rovnéz po-
psan zphisob pfipravy hydrogelu.
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hnplaritdvat’elnj’r hydrogel z akrylamidového kopolymeru pro terapeutické udely
Oblast techni

Vy'né.lei se tyké polymerniho hydrogelu. Pfesn&i se tento vynalez tyka poréz:ﬁc‘h
implantovatelnych polymernich hydrogeld pro terapeuticke iely, které miohou byt napfiklad
poulity pro vnitfni tkafiové nahrady jakéhokeliv parenchymatézniho organu, pro hojeni zranéni,
pro regenerace tkéni, a obecn& pro organové reparace, zviasté ve vyvijejicim se i dospElém
nervovém systému, a pro jiné podobné terapie. Vynilez je zviast¢ zaméfen na polymerni
hydrogel, ktery po implantaci vytvoi‘i porézni matrix, kterou prostoupi biologické tekutiny a
molekuly a vytvofi tzv. organoidni hydrogel, ktery je progresivaé zalenény do -héstitelské
tkang naslednym proristanim krevnich cév a tkan&. Vynalez se rovnéZ tyk4 zpisobu zavadéni
Zivych tké'ﬁovylch bunék, prekurzorovych bun€k nebo gent'zticky.modiﬂkovah}"ch bungk do
takového polymerniho hydrogelu, aby se vytvoiily biohybridni materialy, které ize pouzit v
trojrozmérnych tkatiovych kulturach nebo pro tkafové rekonstrukce. Vynalez se déic tyka
zplisobu vyroby polymernitio hydrogefu podle tohoto vynalezu a biohybridnich materiala

vyrobenych zplisobem uvedenym vyse. Koneng se vynélez tyka zpiisobu 1édby poskozenych

Sasti centralniho nervového systému, zv14té michy a optiékého nervu, nebo ,pe"rifemich nerva,

_ nebo jinjch tkéni pomock impl_antéce polymerového hydrogelu nebo biohybridnich materiall

podle tohoto vynalezu do téchto tkanii,

Dosavadni stav techniky

Transplantace orgnd jsou v soutasnosti jedinym zptisobem 16&by otganovych selhani,

pouzivané rovn&Z pro obnoveni nebo zlepSeni funkce a vykonnosti organti. Mezi nekteré¢
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nevyhody organové transplantadni 1éEby patii moZnost pfenosu .one'mocnéni z donora na
recipienta, nedostatek a omezend dostupnost donorovych orgé.'nﬁ, a moiné.imunologické |
zk¥izené reakce

Proto naptiklad transplantaci michy nelze uskute&nit ani z klinického ani z biologického
hlediska, a v-disledku toho neexistuje Zadna dostupné 163ba pro pacienty s poran&nim michy,
pligem? jen v USA existuje 250 000 chronicky paralyzovanych pacientii a kazdym rokem
pfibyvé dalsich 10 000.

Na druhé strang implantaci, transplantaci, nebo injekci bunék do organismu za ugelem
nahrady nebo obnovy chybgicich bunék & Sasti organovych tkani nelze-Gsp&iné dosﬁhnout

spravné tvorby novych tkani z diivodu nedostatku podpimé extraoeluiﬁrni matrix, pfedstavujici

‘nezbytnou tkafovou "kostru" pro expanzi.a organizaci tkang do integralni struktury v kontaktu

s hostitelskym organem. Kromé toho buiiky potiebuji byt umistény ve fyziologicky
odpovic_lajicim prostiedi, .usnadﬁujicim diﬂlzi zivin, kysliku, hufnorélnich a bunéénych
komiponent tak, aby se udrZela vysoka Zivotaschopnost a riistovy potencidl bun&k po implantaci.

Porézni hydrogely podle tohoto vynalezu jsou deformovatelné porézni polymerni matrice
nasycené-mezibuné&niou tekutinou nebo vodou a takto poskytuji nezbytnou tkétiovou *kostru" a
hydratovany prostor, skrze ktery mohou busiky proliferovat a sestavit se do histologicky spravné
supracelulimi struktury a vytvofit tak novou. funkéni tkédi §

Riizné experimentdlni strategie intrzgspinalnich transplantaci byly popsény v literatufe
jako pokusy napravevat poskozeni michy (modely na zvifatech) s pouZitim riiznych

implantadnich materiali, které lze roz8lenit do dvou dirokych kategorif implantati: (1)

biologické tkang a (2) protetické materialy.

V kategorii (1) se k premosténi mi¥ni 1éze fetalni nervovou tkéni pouziva donorovych
tkéitovych $tépl, at’ uZ syngennich autodtépli nebo homoﬂépﬁ, alo§tépt nebo xenodtépd, bud' v

podobe (a) pevného §t&pu (napi: Bregman, Dev. Brain Res., 34,265, 1987; Houle and Reier, J.




~ Comp. Neurol., 269, 535, 1988) nebo (b) suspenze zahrnujici smilené kultury bundk nervové

tkang (napf. Goldberg and Berstein, J. Neuroscience Res., 19, 34, 1988; Hoovier and Wrathall,

Acta Neuropathol., 81, 303, 1991); Schwannovy buiiky rekombinované s kulturou senzorickych
neuronil (Kuhlengel et al., J. Comp. Neurol.; 293, 74, 1990), nezralé astrocyty (napf. Bernstein
and Goldberg, Res. Neurol. Neurosci., 2;261, 1991); prekurzory bun€k nervové tkané
(Monteros ¢t al., Dev. Neurosci., 14,98, 1992) a nesmrtelné bun&tn¢ linie (Zompa et al., Int. J.
Dev. Neurosci., 11, 535, 1993); segment periferniiho nervu zahrnujici péstované buiiky tkani
jinych nez nervovych ( Wrathall et al., Acta Neuropathol,, 57? 59, 1982) nebo s embryonalni
nervovou tkani (Horvat et al, Res. Neurol. Neurosci., 2, 289, 1991). Objevené protetické
materialy néleZejici do kategoiie (2) zahrnuji tisté kolagenové matrice (de la Torre and
Gbldsmith, Brain Res., Eull.; 35, 418, 1994; Marchand and Woerly, Neurosci. 36, 45, 1990;
Gelderg, Brain Res., 511, 80, 1990], které obsahuji neuroaktivni latky (Goldsmith and de la
Torie, Brain -Ij{'es., 589,217, 1992) nebo které zahrhuji kultivoi}ané nervoveé §t_épj'~(Bernstein
and Goeldberg, Brain Res. 377, 403, 1986); upravené nitroceluldzové implantaty (Schreyer-a
Jones, Dev. Brain Res. 35, 291, 1987, Houlé and Johnson, Neurosci. Lett. 103, 17, 1989,
kolagenové implantéty (Paino-et al., J. Neurocytol,, 23, 433, 1991) a polymerni vodici kanaly z
poly(alcryl'onitfil-vinyl chloridu) (Xu et al., J. Comp. Neurol., 351, 145, 1995) obalujici
Schwanovy buiiky. |

Tyto pi‘istqu se pfesné zam&fuji na podporp axondlni regenerace s pOuiitim ruznych
tkafiovych substratly jako zdrojii novych axoni nebo komplexnich protetickych substratd pro
podporu-a vedeni rostoucich axonti-a opomijeji klinicky zéva_in‘ou otazku reparace mi¥ni nebo
-mozkové ‘t_lcz’uié‘.pomoci regenerace velkého $tépu hostitelské tkﬁné ;1 remodelace zhojené réuiy,
napf. po odstranéni nekrotické nebo jizevnaté tkan€ vytvofené po zranéni.

Polymerni hydrogely byly objeveny jako implantéty v nervovém systému (Woerly et ak,

Biomaterials, 11, 97, 1990, Woerly et al., Biomaterials, 12, 197, 1991; Woerly et al., J. Neural



‘f .

[ 2 X ]
rond

Transpl. Plast.,.3,'21, .1992; Woerly et al., Cell Transpl,, 2, 229, 1993, Woerly et al;,- J. Neural
Transpl. Plast.; 5, 245, 1‘9955.Tyto hydrogely Eyly plipraveny ,poly’meriz‘aci volnych radikali ve
vodé, s pouzitim persulfatu amonného a metabisulfitu sodného nebo persulfitu a kyseliny
askorbové jako redoxnich iniciatori s hydroxyetylmetakrylatem (pHEMA),
glycidylmetakrylatem (pGMA) nebo N-hydroxypropylmetakrylamidem (pHPMA) nebo
‘slouteriinou obsahujici uvedené monomery s.agens vytvafejicim piicné va_zl_iy, kterym je bud’
etylenglykol a tetraetylenglykoldimetakrylat nebo metylenbisakrylamid. Tyto gely jsou typicky
homogenni a opticky transparentni s bimodalni porozitou véetné otevienych (dostupny objem
porti) a:zavienych pord, jak bylo prokazano pomoci rtutové porozimetrie a scanovaciho
elektronového mikroskopu. Porézni struktura téchto gelii-je typicky tvofena paralelnimi
valcovityrii kapildrami s okrouhlym prtfezem, jak jé ukézano na obr. .1, které maji priimérny
polomér pérti 7 a2 13 mikrometrd, Frakéni porozita se pohybuje mezi 50 aZ 85 % u pHEMA
hydrogelii, 60 aZ 65 % u pGMA lnlydrogelﬁ'a. 70 a2 94 % u pHPMA hydrogeld. Nejmén€ 50 %
objemu port predstavuji pory o velikosti 1,2 aZ 4 mikrometry u pHEMA, 6 az 13 mikrometri u
pGMA a 10 aZ 14. mikrometri u pHPMA. Bylo zji§téno, Ze jejich biologicka aktivita zavisi na
vnesent nebo kopolymerizaci kolagenu do sit& obsahujici pfi¢né vazby. Zadatel provedl
experimenty implantace do mozku, které ukézaly, Ze miZe byt dosaZzeno uréitého stupné
tktiové reparace podle stupn& proristéni tkan& do homogenni gelové matrice. 'TZto reakce se
mén podle..monomerow}ého sloZeni a ptidanych funkénich skupén.'-Homogelmli hydrogely &asto
- vyvolavaji vytveteni fibrozai kapsy, ktera mé tendenci izolovat implantat od hostitele. Jeto v
disledku jak méqhanickilch vlastnosti geld, \kt‘erél se neshoduji dostate&n& s vlastnostmi Zivé
_nervové tkang, tak malé objemové ﬁ'akce‘-n‘lak_mpéri.'l. V mile se tyto homogenni hydrogely
nezadleiiuji do hostitelské tkang a jsou rychle obklopeny pojivovou tkéni a glidlni jizvou bez
prorfistani axoni nebo jinych tkafiovych slozek, jak je ukazano na obr. 2. Dile’je futno brat v

" \ivahu fyzikalni &initel, omezujici povrchovou plochu, ktera miiZe vznikat a ktera pfedst‘évuje



vfmmmyv'para;netr pro i_:sp_é§nou interakei tani vjivolanﬁu- vélcowtyrm pory hpfnd:gehﬁihd. : |
hydrogelu. Pro urdity dbjem gelu dosahuje povrchov&'.plocha uréité iimitni hodnoty, kterd jé
déina maximéalnim polomérem jednoho péru zaujimajiciho celkovy objemu gelu. Na druhé strang,
zvySovani povrchové plochy zmen3ovanim velikosti péri vede k poklesu celkového prazdného
objemu, ktery je inkompatibilni s prordstanim tkan a akumulaci biomasy.

Harvey a spolupracovnici (Brain Res., 671, 119, 1995) pqpisﬁji houbovity polymer z
poly(2-hydroxyetylmetakryle‘lt_u),'kt'ery se pouziva jako mozkovy implantét pro-regeneraci tkan€
a rist axony. Tento produkt je riejlepsi pouZivat s pfidavkem kolagenu do polymanii sité jako
tkéniovym b_ioadheziv-ni faktorem a po pfidani Schwannovych bungk.

U.S. patent &. 4 902 295 popisuje zpisob vyroby umele tkand z bungk pankreatické tkang.
) Zpiisob zahrnuje polymerizaci prekurzoni matrice, gelovych prekurzord a promotorii s Zivymi
buitkami ve vodni fazi. Viechny polymerové prekurzory a promotory jsou biologickymi
sloudeninami podléhajicimi v téle rychié biodegradaci, které po implantaci nevykazuji
dlouhodobou stabilitu.

Bellakomda, R ; Ranieri, J.P.; Bouche, N.; Aebischer, P. (“Hydrogel-Based Three-
dimensional Matrix for Neural Cells”, J. Biomed. Mat. Res. 1995, 29, 663-671) popisuji
techniku imobilizace buné€k nervové tkané v agaréze a gelech ekvivaletnich s extracelluldrnim
prostfedim (Matrigel ®).

Tyto materidly jsou biologické a_'biodggradov_atelné.

‘ Kr(;wson, ‘C_.‘E_.; Chung, SW.; Dai,cW. ; Sé.lt;man-, WM. (“Cell Ag.gregatibn and Neurite
Growth in Gels of Extracellular Matrix Mo]eéulés". B,io_téchnol. Bioeng. 1994,43, 555-562)
popisuji techniku, ve kieré jsou butiky P12 suspendovény v gelech tvorenych &istym kolegenem
nebo kolagenem v kombinaci s :ﬁlb_ronektinen_lj.éi. lamininem, a v gelech z égarézy a kolagenu,

Tyto gely jsou biodegradovatelné.



Cascone, M. G ; Laus, M.; Ricci, D.; Sbarbati de! Guerra, R. (Evaluation of Poly(vinyl
alcohof) Hydrogels as a Component of Hybrid Artificial Tissues”, J. Mat. Sci. Mat. Me&. 1995,
6, 71-75) popisuji technologii pouZiti polyvinylalkoholovych hydrogeli s fyzikalnimi pii€nymi
vazbami, do kterych jsou fibroblastové buiiky zavedeny b&hem jednoho cyklu zmrazeni a téni.

‘Wald,. H. L.; Sarakinos, G.; Lyman M.D_; Mikos A. G.; Vacanti J. P.; Langer, R.-(“Cell
Seeding in Porous Transplantation”, Biomat. 1993, 14, 270-278) popisuji zpisob uzavirani
hepatocyt do degradovatelnych polymernich pén z poly L-mlécne kyseliny pomoci
mikroinjekéni techniky. Tato technika neposkytuje nedegradovatelnou matrix a nedoﬁoluje
rovnom&mou distribuci bunék v polymerni matrici.

Mikqs, A.G.;Bao, Y., Cima, L. G.; Ingber, DE Vacanti, J.P_; Langer, R. (“Preparation of
Poly(glycolic acid) Bonded Fiber Structures for Cell .Attachm_ent and Transplantation”, J.
Biomed. Mat. Res. 1993, 27, 183-189) popisuji zplisob vytvoteni sité z polyglykolové kyseliny s
vazbou mezi vlakny na kultivaci hepatocy'tﬁ. Tento polymer je biodegradovatelny a zptisob
vnaseni bundk do matrice se lidi od zpisobu zvaného “entrapment”.

Puerlacher, W.C.; Mooney, D.; Langer, R.; Upton, J.; Vacanti, J. P.; Vacant;, C. A.
("Design of Nasoseptal Cartilage Replacements Synthesized from Biodegradable Polymers and
Chondrocytes, Biomat. 1994, 15, 774-778) a Freed, L. E ; 'Marquis,, 1. C.; Nohria, A.
Emmanual;, Mikos, A. G, Langer, R. ("Neocartilage Formation In Vitro and In {;ivo Using
Cells Cultured on Syt}th_etic. Biodegradable P'ol'ymer's’_’,;l . Biomed. Mat. Res. 1993, 27, 11-23).
Tyto reference popisiji techniku zavadéni chondrocytd do polyglykolové (PGA) nebo
polymiétné (PLLA) kyseliny nebo do PGA-PLLA matric zpisobem.zvanym "capillary action".
Vysledkem tohoto postupu jsou biodegradovateiné polymerni rriateriély, aviak buiiky nejsou
rovnomérne distribuovany v polymeru a nelze kontrolovat denzitu bunek.

Cao, Y.; Vacanti, ].P.; Ma; X ; Paige, K.T., Upton, J.; Chowanski, Z.; Schloo, B.; Langer,

R.; Vacanti, C. A. (“Generation of Neo-Tendon Using Synthetic Polymers Seeded with




Tenocytes”, Transpl. Proc. 1994, 26, 3390-3391-)-pqpi'suji zpusob, kterym se tenocfty
"zaotkovavaji" do "vypouklé nétkané sit&" (“embossed nonwoven mésﬁ”j ﬁéfeﬁé kyselinou
polyglykolovou.

Mooney, D.J.; Park, S.; Kaufman, P. M.; Sano, K., McNamara, K.; Vacanti, J. P,; Langer,
R.; (“Biodegradable S,ponge-for. Hepatocyte Transplantation”, J. Biomed. Mat. Res. 1995, 29,
959-965) a Takeda, T.; Kim, T. H.; Lee, S. K.; Langer, R ; Vacanti, J. O. (“Hepatocyte
Transplantation in Biodegradable Polymer Scaffolds Using Baltimatian Dog Model of
Hyperuricosuria”, Transpl. Proc. 1995, 27, 63 5-636) popis’uj‘i zpusob absorbce hepato.cytﬁ
pomoci adsorpce a kapilarniho ptsobeni (capiliary action) na listy "plst&né" matrice vytvofené z
polymeru kyseliny p‘olyglykol'qvé nebo do houbovité polymerri matrice vyrobené z kyseliny
polymlé&né a polyvinylalkoholu anebo z kyselin polymiécné a glykolové. Tento Zpisob
poskytuje biodegradovatelné polymerni materialy, ale neumoZfiuje ani rovnomg¢mou distribuci
bundk v polymeru ani kontrolu bungéné denzity.

Woerly, S.; Plant, G. W; Harvey, A. R. (“Cultured Rat Neuronal and Glial Cells Entrapped '
within Hydroge! Polymer Matrices: A Potential Tool for Neural Tissue Replacement™,
Neurosci. Lett. 1996, 205, 197-201) popisuji zplisob zachyceni bungk nervoveé tkant do
homogennitio prﬁﬁledného polymernilio. gelu piipraveného z poly[N-(2-hydroxypropyl)-
metakrylamidu], ktery miZe obsahovat kolagen jako substrat pro plipojeni (attachment
 substrate). Tento zpusob zah{ﬂm’e pfidani-bungtné suspénze k polymerové smési a polymerizaci
smési buiiky-polymer pHi teploté mistnosti nebo v inkubétoru pfi teploté 37°C. Vysledny gel je
opticky transparentni a buiiky jsou ndhodng rozptylené uvnitt gelu-obsahujicho pfi¢né vazby.
Imunocytochemické studie udavaji, ze viabilita bunék po 6-ti dnech v podminkéch in vitro se

‘pohybuje mez:'0 a 6 %.




Podstata vynilezu

Pfedmétem tohoto vynalezu je odstranéni nedostatki dosavadnich zptisobli v oboru
pouivanych pouZitim nebiotogického protetického prostiedku, jako je nedegradovatelny
polymemi hydrogel, ktery pini furikci materidlu vyplitjiciho volny.prostor a stavebni kostry
stimulujici regeneraci tkang, morfogenezi a remodelaci implantétu na integrovanou organovou
strukturu (integrated structure-to-organ).

Dale se vynalez tyka zlepSeni zhojen tkané tak, aby doglo ke skutetné tvorb& tkang, EetioZ
je dosahovano kontrolou bun&né proliferace, inﬁltracilbuﬁék' a ofganizaci tkan& uvnitf stabilni
polymerové matrice.

Dile se vynalez tyka regenerace tkané pomoci polymerovych matric, coz pfedstavuje
vyziamny klinicky a ekonomicky pfinos pti 1¢¢bé lidi s poranénim michy ‘(SCI) nebo mozku
nebo 1id trpicich vrozenjmi defekty michy (spina bifida).

Déle se vynalez tyka piipravy polymernich matrici pro regeneraci optického nervu a
perifernich nervii.

Dile se vynalez tyka plipravy nedegradovatelné syntetické matrice z polymerniho
hydrogelu majici anizotroprif porézni strukturu, efektivni povrchovou plochu a dobrou tkafiovou
adhezivitu a kompatibilitu, ktera je navrhovana pro pouZiti phi implantaci do mékiéﬁdh

- tkatiovych struktur, zvIaité v nervovém,gystému, a ktera je progresivné :zabudovavé,na do
organu a'stava s jeho soudasti.
. Déle se vynélez tyka plipravy syntetickych polymernich matrici s kontrolovanou strukturou
pord, které nesou povrchové aktivni agens, pro terapeutické Ggely.

Hlavnim pfedmétem vynalezu je pfiprava polymerni matrice pipravené z nového, ve vodé

nerozpustného polymermniho hydrogelu, ktery je pouZivan v. habobtﬁalém stavu jako proteticky

pﬁpra\}ek pro regeneraci tkané pfi reparaci parenchymatéznich organi.




Déle se vyndlez tyka zpisobu piipravy hydrogelovéhp ﬁrodﬁic,_tu ve fpn_né majici tvar
konetného protetického piipravku. | | | |

Dale se vynalez tyka odstranéni jédnoho nebo nékbﬁka nedostatkd zplisobil pouZivanych v
oboru s cilem pfipravit polymerni neuroprotézu, kterou lze pomoci standardnich chirurgickych
postupl implantovat do mozku nebo michy. -

Dile se vynalez tyka zpiisobu, ktery umoXiuje vneseni buntk nebo. geneticky
modifikovanych bun&k do siti polymeru.

Déle se vynalez tyka ptipravy polymerové smési, kterou Ize smichat s Zivymi bufikami a tak
zkombinovat fyzikalni charakteristiky polymerové matrice vykazujici chovani hydrogelového
typu (porozita, stabil'ita, vodici povrchy, permeabilita) s yl&stnostmi bun&&nych biologickych
faktori (napf: ristové faktory).

‘Dale se vynalez tyka vyroby biohybridnich piipravia, které lze pouZit jako nahradu ésti
tkan& parenchymatdznich organi.

Dalsim pfedmétem vynalezu je trojrozmémy kultivatni systém, ktery lze pouZit pro
dlouhodobé kultivace riznych'bungk in vitro.

-Dale se vynalez tyka pripravy podpiimych matrici pro pfipojeni biologicky aktivnich
molekul Xe tkani nebo organiim.

Dale se vynalez tyké plipravy poréznich hydrogeld pfedstavujicich deformovatelné porézni
polymerni matrice nasycené mezibun¥&nou tekutinou nebo vodou, l&eré poskytuji nezbytnou
tkafovou kostn;' a hydratovany prostor skrze n‘éji mohou buiiky proliferovat aﬂ sestavovat se do
histologicky spravné struktury nadbun®tné Grovii¥ a vytvofit tak funkgnf tkas.

Dile se vynalez tyka pHipravy stozky pro systémy uréené pro kontrolované uvoliiovani 1€kl
a makromolekul, zvlasts protizan&tlivych latek jako je indomet_acin, stimulatory. cytokinu, jako
jsou bakterialni lipopolysacharidy, steroidy, jako nap¥. metylprenisolon, a neuroaktivni faktory,

jako napf. ristové faktory pro fibroblasty.
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Déle se \(ynélez tyka pfipravy materidtu se silnymi Bio_adhézivninﬁ d'hethoétaﬁcﬁhﬂ
viastnostmi, ktery je vhod'nj’r.pro umisténi uvnitf parenchymatézniho org'éhﬁ, bro ry.ch'ié
pipojeni a zéréveﬁ pro hemiostizu.

Hlavnim pfedmétem vynalezu je piiprava polymerové matrice s dostateZnou mechanickou a
* chemickou stabilitou, aby vydrzela dlouhodobou implantaci v organismu bez degradace, kterd -

mii%e jinak poskodit nov& utvorenou sit’ tkang, ktera prorostla do matrice pit nahirazovani &asti
organu.

Dile se vynalez tyka ptipravy matrice vykazujici mechanickou. poddajnost, ktera dovoluje
oﬁeratérovi Fezat, upravit velikost a jinak zachézet s polymerovou matrici, aniz by doslo.ke
zmé&né vnittni struktury a mechanickych viastnosti matrice.

Dile se vynalez tyka .pﬁpravy méteﬁélu, ktery je schopen bobtnéni, a vykazuje vysokou
kapacitu bobtnéani ve .vodném.prcistfedi, ktery dokaZe absorbovat zna¥n mnoZstvi latek
biologicky zajimavych pro cel tohoto vynalezu, jako‘ jsou:ad._l_.lezni molekuly (napi. CAM'aLl
molekuly) nebo “navadgjici” (guidance) molekuly ( napt. sexﬁaforiny nebo netriny rozpuiténé ve
vhodném roztoku), takze uvedené molekuly jsou nasledn& adsorbovany na povrch sité

-polymerové matrice.

Podle tohoto vynalezu jsou -pﬁpravoVény nové hydrofilni polymerni hydrogely, schopné
vytvofit porézni, mikké polymerni matrice s vysokou absorp&ni.schopnosti, ktere;,','jsou elasticky
deformovateiné a.maji ro&nové’?ny <‘)bsah;vody alespofi 80 %, _Yﬁhodné alespoit 96 %.

Podlé tohoto vyhalezu jsou rovnZ plipravovany polymerni smési, které Ize michat s Zivymi
‘burikami.

Vynalez se tyké polymemiho-‘hyd‘rq'gelu prb terapeutické Géely, ktery je kopolymerem
zahmujicim (a) --N-subsﬁtuovanjy metakrylamid nebo akrylamid, (b} agens vytvéfejici pfitné
vazby, a (c) polymerizovatelny material vybrany ze skupiny zah_n’mjici cukr, derivét cukru,

tkafiovy adhezni peptid, molekuly proteind tkéfiové diferenciace (napf. kostni morfogenetické
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‘::proteiny) a konjugét polymeru s protilétkami.prqti ]ipidévjrm derivatam, kterjr je élasticky |
deformovatelny, a ma rovnovazny obsah vody alespofi 80 %, vyhodni aléspoﬂ-96 %

Vyhodné je N-substituovany metakrylamid nebo akrylamid (a) vybrén ze skupiny zahmujici
N-monoalkyl- a N,N-dialkylmetakrylamidy a akrylamidy, agens vytvéfejici pfi¢né vazby, (b)
zahrnuje akrylamid nebo jeho prekurzor a polymerizovatelny material, (c) pfedstavuje-cukr,
ktery je vybran ze skupiny obsahujici glukosamin, N-acetylglukosamin a N-acetyl derivat
neuraminové kyseliny a jéjich polymerové formy jako je polysialova kyselina.

Vynalez se rovn&Zz tyka zpi’xsobp .pﬁpravy polymerniho hydrogelu pro terapeutické pouZiti,
ktery zahrnuje (a)-rozpu§téni agens tvoticiho pfitné vazby v pory vytvétejicim rozpou§tédle
obsahujicim polymerizadni iniciator na bazi volnych radikali (free radical polymerization
initiator) za vytvoreni roztoku, (b) phdém N-substituovaného metakrylamidu nebo akrylamldu k
roztoku pfipravenému v bod? (a) za vytvorem smési, a (c) pndé.m roztoku cukru, derivatu
‘cukru, tkafiového adhezniho.peptidu, morfogenetickych proteind nebo odvozenych bxoaktlvnich
peptida nebo konjugétu polymeru s protilatkami proti derivattim lipidd k smési, ziskané.v bod&
().

Podle vyhodného provedeni, zplisob zahrnuje rozpusténi azobisizobutyronitrilu a
metylenbisakrylamidu v rozpoustédle za vytvofeni roztoku, smichani roztoku s N-2-
(hydroxypropyl)metakrylamidem, pfidani glukosaminu nebo N-acetylglukosaminu nebo N-
acetylneuraminové kyseliny ke sm¥si, a odstranéni rezidualnich produktd s nizkou molekuléVou _

* hmotnosti a stopovych mnoZstvi inicistoru z uvedené smési. -

Padle daliho provedeni, zpiisob rovngZ zahmuje pfidani Zivych tkafiovych bun&k nebo
geneticky modifikovanych bungk k produktu ziskanému v bodé (c) a zachyceni bunék pomoci
polymerizace uvnitf uvedeného produktu.

Podle daldiho provedeni, obsahuje polymerni hydrogel podle tohoto vynilezu buiiky nebo

geneticky modifikované buiiky, které jsou do néj vpdlymeroviny
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Podle daldiho provedeni se -vynélei tyka zpiisobu 168by :po§koién90h mozkovych tkam nebo.

poranéni michy odstran&nim pofkozenych mozkovych tkni nebo inichy u &loveka nebo zvitete
a nahrazenim poskozenych mozkovych tkani nebo michy polymemim hydrogelem podle tdhoto
vynalezu.

Hydroge! podle tohoto vynilezu 6bsahuje kovalentni pfi¥né vazby, je neprihledny a-
heterogenni, a vyhodng vykazuje strukturu jasn€ oddélenych:fazi, tvofenou &asticemi polymeru
o velikosti 1 a% 10 mikrometrd, vyhodné 3 a2 5 mikrometri, takZe vznikne oblast s relativne
hrubou porozitou (makropory), ve které se hydrogel styké s tkéni hostitele, a oblast s relativng
jemnou porozitou (mezopory), kde se hydrogel styka s prorastajici tkéni.

Vysledkem je vyhodna ho_ubovi.té‘stmktura.obsahujici makropory; s frakéni porozitou,
napiiklad, nejméng 80 az 90 % (ebjem rtufové intruze k celkoirému dbjgniu- gelu); s oblasti
specifického povrchu v rozsahu vyhodné stovek metri &tveregnich na gram-gelu; se stiedni
hodnotou priméru poru (objlerﬂ_em‘), napi. pﬁbliiné I5 ai 35 ﬁlihdetrﬁ; $ objemem-'péfﬁ
roviym nebo v&tsim nez 10 mikrometrl (90 a2 95 % frakéni porozity hydrogeiu), zatimeco
nejvétdi frakee celkového objemu pori gelu ma charakter pérového rézimu od-10 do 50
tnikrometi; a s hyperporéznim charakterem od 20 do 30 mikrometrd (frakéni porozita gelu
alesport 50 % objemu gelu).

Makrostrukturu a porozitu hydrogeld-ize ménit tim, ié kontrolujeme veliko;t Castica
porézni strukturi, které zaviseji na slozen a vlastnostech pouZit€ho porotvorného rozpoustédia,
na objémové frakci polymeru, na intérakci mezi polymerem a rozpoustédiem, na polymerizalni
teploté a na vlastnostech pouzitého monomeru tvoficiho pfitné vazby I:Iépé§né. akumulace
biomasy a bun&né interakce je vysledkem takoveé optiW' povichové-objemové interakce, jak
dokladaji vysledky rtufové porozimetrie vyplyvajici z mikroporozity a mezoporozity -astic

polymeru.
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Dﬁleiitfm finalnim aépektem materialu je jeﬁo-oteviené povaha'ia_. proﬁojit_elnost, kterd je
vhodna pro akum.ulaci bun&éné biomasy a molekulérni bun&né interakce s Zivou tkani.
Pouzijeme-li metody rastrovaci elektronové mikroskopie (viz obr. 3), tyto heterogenni busiky
typicky ukazuji trojrozmémou strukturu koloidalaiho typu s neokrouhlym porem a sténou
porézniho systémﬁ, ktery je reprezentovan bezprostfedni blizkosti povrchu polymernich
agregatl, tak jak je ukazano na vyobrazenich. Utinna oblast povrchu je funkci porozity povrehu
&4stice. Na rozdil od homogennich gel, hlavni vyhodou takovych heterogennich geld je to, Ze
oblast povrchu tvofens Easticemi je ve skutetnosti neomezend, jak velikost agregatl (1) klesa,
takze oblast povrchiu je.nepfimo Gmé&ma hodnoté€ 1. Ve srovnini s homogennimi hydrogely,
rovné? heterogenni hydrogely podle tohoto vynalezu maji rovnéz mnohem vetsi objem pora a
, proto jsou mnohem &inngjd pii infiltraci bun€k a akumulaci biomasy. Navic, a ve srovnani s
homogennimi hydrogely, jsou hydrogely podle tohoto vynatezu méchanicky poddajné a tim se
vhodn¥ dopliiuji s vlastnostmi dosp&lé a vyvijejici se nervové tkan€.

Tyto hydrogelové matrice maji skuteZnou, tkdfiové-specifickou strukturu, protoZe
vysledkem bun&né interakce jsou-organizované tkafiové sité napfi¢ gelovymi strukturami, tzv.
_organoidni hydregely. |

Polymerni matrice se mohou vytvéafet simultanni precipitaci nebo precipitatni
polymerizaci a kopolymerizaci pouZivajici prignych vazeb uginného mnozstvi kazdé z
nésledujicich slozek (i) N-substituovanych metakrylamldu jako jsou N-
monoall-cylmetakryla:mdy nebo N-substituovanych akrylamidii jako N—monoalkylakrylaxmdy,
nebo-N,N-disubstituovanych' akrylamidﬁ-jako N,N-dialkylakrylamidy; (i) agens vyvolavajiciho
vznik pfi€nych vazeb, (cross—iinking agent) jako je akrylamid: neboijeho prekursory nebo
divinylové slougeniny, apod.; (iii) iniciatoru polymerizace na bazi volnych r,adiké.lﬁ (free radical
polymerization initiator) jako je azobi sizobufyronittil, rlizné peroxidy, kyselina askorbova,

peroxysulfaty, substituované azosloueniny, apod., které jsou dobfe znamy odborriikim v
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oboru, v mnoZstvich pohybujicich se.od 0,01 do 2 hmotnostnich % vzhledem k.e-l.copolymeru
nebo terpolymeru; (iv) komplexnich cukrd jako jsou glukosamin nebo N-acetylglukosamin nebo
N-acetylgalaktosamin nebo kyselina N-acetylneuraminova nebo kyselina polysialové nebo jiné
derivaty cukrd iebo tkafiové adhezni oligopeptidy obsahujici sekvence jako je Arg-Gly-Asp, lle-
Lys-Val-Ala-Val, Ala-His-Ala-Val-Ser-Glu, Tyr-lle-Gly-Ser-Arg; oligopeptidy odvozené od
molekul uplattiujicich se pfi diferenciaci tkani (nap¥. kostni morfogenetické proteiny) nebo
konjugat polymeru s protilatkami proti- myelinu a lipidiim asociovanym s axonem a jejich
derivaty v rozpoustédle, vyhodné v acetonu/dimethylsulfoxidu, acetonu nebo acetonu/etanolu.

Alkylové skupiny maji vyhodné jeden aZ dva atomy uhliku, napt.-C1 a2 C2
hydroxyalkylové a-aminoalkylové radil;ély. Termin N-substituovany, tak jak je zde uZivén,
zahrnuje C1-8 substituenty, které obsahuji OH, aminoskupinu nebo jejich kombinaci.

Reakce se obecné provadi phi teplot& 40 aZ 60 stupiit Celsia v polymerizaénich

nadobach sest4vajicich se z uzavienych ampuli po dobu pfiblizng 12 hodin.

Kratky popis obrazky.
Obr. 1 j'e.mikrosko.pické zobrazeni homogenniho gelu,
Obr. 2 je mikroskopické zobrazeni homogenniho gelu implantovaného do michy;

Obr. 3 je mikroskopické zobrazeni heterogenniho gelu HPMA,

Obr. 4 je mikroskopické zobrazeni gelu z obr.3 implantovaného do nervové tkang.
Piiklady provedeni vynalezu

Vynalez je vysvétlen pomoci nasledujiciho Piikladu.
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Pitklad 1

AIBN (azobisizobutyronitrily (1,2 hmotnostnich %) a metylenbisakrylamid (1 molérni %)
jsou rozp‘u§tény v bezvodém acetonu. Roztok je smichan s N-2-
(hydroxypropyl)metalﬂy]amidem v objemovém poméru 30 % HPMA se smési
aceton/dimetylsulfoxid (objemovy pomér 93:7). N-mefak'xyloy&lukosamin (5 hmotnostnich %)
nebo 1-megyl—z-metziktyloyla‘rjﬁdoetyl-2-ace_tamido-2-deoxy—beta—D-glukosid (6,5 hmotnostnich
%)-nebo 2-[1-metyl-2-metakryloylamidoetyl} S-acetamido3,5-dideoxy-D-glycero-alfa-D-
galakto-2-nonulopyranosidonova kyselina (5,2 hmotnostnich %) nebo metakryloyl-
‘glyc'ylglycylar‘gynylglycjlaspara'gové'kyselina‘ (1,4 hmotnostnich %) jsou rozpudtény v
dimetylsulfoxidu a piidany k polymerizaéni smési. Smds je dikiadnd homogenizovana a pomoci
injekeni stiikatky vpravena do ampuli. Reakni sms je poté probubléna dusikem a ampule jsou
zataveny v plameni. Z ‘dﬁvociu -éabrz’méni odpareni ‘rozpéuﬁtédvla, muize byt .sm'és ﬂejPWe
zmrazena ve smési suchého ledu a etanolu a poté ampule zatavena. Zatavené ampule jsou potom
ponofeny na dobu 24 hodin do vodni 14zné o teplot& 50 stupii Celsia.
Vyhodn€ podle tohoto vynalezu jsou rezidualni produkty o nizké molekulové hmotnosti,
jako jsou nezreagované monomery, oligomery nezfetézené do sité a stopova mnostvi
iniiciatoru, odstranény z hydrogelového produktu pfed jeho pqﬁiitim. Toho Ize dosdhnout
ponofenim xerogelii do etanolu na dobu 20 hodin, potot.n-do sinési-etano!jvoda (1:1 vi) na
dobu 20 hodin a posléze do destilované quy nadobu 1 tydne, kdy je \;od'a Casto Méﬁovéna,
dokud neni dosaZeno roviiovahy z hlediska bobtnéani a extraké_ni reakce je pomala, nejlépe
nulov. Dalsim dulezitym aspektém tohoto vynalezu je snaha vyhnout se kontamiinaci, Priprava
polymerniho gelu se vyhodn provadi v laminamim boxu (biohazard chamber) vybavené
vzdudnym filtrem. Promyvaci kroky jsou s vyhodou provadény s pouZitim sterilnich materiali a

gely jsou uskladn&ny pfi teplot& 4 stupné Celsia ve sterilni _dcsﬁlované- vodé.
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Aby bylo mozné vytvofit hybridni pHpravek zahrmuici jak polymen pfipravek tak
buiiky donorové tking, lze buriky inokulovat do porézni struktury polymerniho hydrogelu
pomioci mikrovpichti do polymerni sit€ Hamiltonovou injek&ni stfikatkou obsahujici uvedenou
suspenzi bungk. Vneseni bunk do uvedeného polymerniho hydrogelu Ize provést jak in vitro
tak in vivo, jestlize dodrZime spravny ¢as po implantaci hydrogelu do oblasti cilového orgénu.

Buiiky ize izolovat z lidského mozku nebo svalové tkané.nebo z materidlu z pitvy.

Pfiklad 2

Inokulace bunék do PHPMA hydrogelu in vitto.

Neurony byly izolovany. z cerebraltiich hemisfér potkanich e'mbryi'zhavenyi:h mozkovych
plen a cév v DMEM, které byly rozd¥leny na malé fragmenty tkang. Tkéng byly inechanicky
oddéleny pomoci Pasteurovy pipety v centﬁﬁjgaéni zkumavce obsahz;jici DMEM. Supemétant
byl oddglen a sedimentované fragmenty tkan& byly déle rozbity pomoci Pasteurovy pipety, jejiz
Spicka byla ziZena a zaCisténa v plameni. Po n&kolika cyklech sttidavé resuspendace a disociace
bun&k, byly spojené supernatanty zcentrifugovany a builky zkoncentrovany na hodnotu 10°
bunék na 100 mikrolitri media. Frakce je udrzovana na ledu, d‘bkud neni pouzita ‘pro zachyceni
bungk (cell entrapment). Aby bylo dosazeno iiéinného a spolehlivého priniku bungk do
polymerniho 'hydroge!u, bu_ﬁky byly nabrény do Ham%ltonovy injek&ni stiikadky pfipojen‘é na
‘mikromanipulagni zafizeni a inokulovany za minimalniho. podkozeni tlakern v potfebné
- koncentraci do nabobtnalych PHPMA hydro.gelﬁ pbd binokularni lupou-za-aseptickych
podminek. Hydrogely obsahujici buiiky.jsou udrovany v
minimélnim objemu kultivatniho media a inkubovany pfi 37 stupnich Celsia a 5% CO, ve
zvhdené atmosféte. KdyZ buiiky doséhly vhodného stupné riistu, Ize hybridni piipravek

transplantovat do mozku, aby se usnadnila reparace tkang ajeji zhojeni.
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Polymerni strukturu Ize rovns smichat s Zivymi buitkami a tim kombﬁomt fyz-‘ikélni'
charakterisﬁky polymerni matrix s chovanim hydrbgelového typu (porozita, stabilita, vodici
povrehy, permeabilita) a bun&tnych biologickych faktord (napf. ristovych faktord).

Vneseni bunék:do polymerni matrice je dosaZeno zptisobem "gel-entrapment" pii teplot&
niZ3{ nez O stupfili Celsia, tj. kryopolymerizaci, kdy vzniké porézni matrice v-niZ jsou buriky
imobilizo'vény a mohou tak dosahnout reorganizace, ristu a/nebo diferenciace pro naslednou
transplantaci. Solventem by mél byt izotonicl_q’; roztok nebo medium pro kultivaci tkani typu,
ktery je béZn€ pouZivan v bun&inych a tkéﬂowch‘ kulturéch, a ktery je kombinovan s vhodnym
kryoprotektantem (glycerol/dimetylsulfoxid nebo glycerol nebo DMSO nebo
polyvinylpyrrolidon riebo hydroxyetylikrob, karquymetylcelulosa). Zpiisob dovoluje kontrolu
koneényéh 'bunéénych densit, které rﬁaji hodnotu od nékolika bungk az do téch, jl.cteré se blizi
bundéné densité tkan, 4. pfiblizng 107 az 1019 bungk na cm’®. Zplisob rovn¥z dovoluje m&nit a
kontrolovat porozitu matrice tim, Ze se méni rychlost chlazeni a £eplota polymerizaéni‘srﬁéSi
obsahujici buitky (tekuty dusik nebo chlazeny izopentan). Zplisob poskytuje makropdrézni
houbovitou strukturu typickou pro kryogel s velikosti poré, kter dovoluje difuzi Zivin a
. makromolekul (napf. ristovych faktorit) k buiikam a od bunék zachycenych v polymerni gelové |
matrici | migraci bun&k, a dovoluje vytvofit takovy objem péru, ktery je vhodny pro ﬁéimou
akumulaci biomasy, jéji expanzi (bunétné déleni) a organizaci (vzijeny kontakt bungk) béhem

_ Vyvoje a maturace tkang.

Prikiad 3

_Zachyceﬁi astrocytii v gelu pomoci kryopolymerizace HPMA,
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Astrocyty byly ziskany inkubaci mozkové kiiry dvoudennich potkant v roztoku
obsahujicim 0,1 % trypsin-EDTA, 0,001 % DNasu v HEPES-pufrovaném DMEM po dobu 30

minut pfi teploté 37 stupith Celsia a mechanické disociaci. Byl proveden vysev bungk s pouitim

umélohmotnych lahvi (10° bunék na 10 ml) 2 kultura byla udrzovéna pfi teploté 37 stupiit
Celsia v DMEM obsahujicim 10 % fetalni bovinni sérum. Po 7 dnech kultivace in vitro byly
astrocyty sklizeny a reSu‘spendovény v Hankové vyvaZzeném roztoku soli (HBSS, pﬁ 7,4').' '
obsahujicim 20 % glycerol, zkoncentrovany na hodnotu 106 na 100 mikrolitrd a uchovavany pfi
teploté 6 stuprilt Celsia. Zachyceni bun&k (entrapment procedure) bylo provedeno ‘v laminarnim
boxu za pouziti sterilnich mateﬁélﬁ.-?repolymerizaéni roztok obsahoval 0,69-g N-(2-
hydroxypropyl)metakrylamidu a 0,010°g mew]enbisahylaWdu rozpusténych v objemu:2,3 ml
HBSS obsahujiciko 20 % glycerol, a jako iniciatory persulfat amonny (100 mg/m! HBSS; 4,3 x
10° M) s N,N,N‘,N”—‘tetrametyletylendia.minem ro:;pU§ténf'_:ho.v HBSS (1:1 v/v HBSS; 3,3 x 10°*
M). pH bylo upravenb na hodnotu-7,0 pomoci 0,1 N HC! a kyslik byl z prepol‘ymerizaéhiho
roztoku odstranén pomoei dustku. Roztok byl pted pouZitim ochlazen na teplotu 4 stupng
Celsia. Buiiky byly resusperidovany ve smési prepolymeru o vysoké hustot& (10% bunék na ml) a
smés byla dikladné michana a injektovépa pomoci Hamiltonovy injeké&ni sttikadky mezi-dvé
predchlazené sklen&né desky odd&lené mezerou 0,75 'mm zajifténé pomoci silikonkaudukového
tésniciho prostfedku. Kone&ny objem byl 3 ml. Forina byla zchlazena na te'pldtu -1 70 stupiti
Celsia bél_l'elp 1 minuty ponofenim do telc‘utého dusiku a butiky byly .ppnechéhy v tekutém duéiku
po.dobu 3 minut pfedtim neZ byla pfevedena do vodni lazn& ochlazené na -15 smpﬁu Celsia.

' Polymenzaéni reakee probihala po dobu 5 hodin v chlazene vodni lazni, poté byla forma ohfita
v lazni o teploté 37 stpiid Celsia aZ doslo k roztati-polymeru. Po rozbiti ledu byl gel vyitat z
formy, omyt pomoci HBSS aby bylo odstranéno kryoprotektivni agens a nezreagované reak&n

produkty a upraven do okrouhiého tvaru o priiméru 0,8 mm. Gelové disky byly inkubovény pii
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teploté 37 stupti Celsia a 5 % CO; ve zvihéené atmosféfe v DMEM obsahujicim 10 % FBS a 1
% antibiotikum (streptomycin-penicilin),

Tento pfistup pfipravy hybridnich tkéni s polymemim hydrogelem mé dvé& hlavni vyhody
v porovnéani s postuperh popsanym Woerlym. et al. (1996): prevenci poskozeni bun&&né
rﬁembrény polymerizaci pii nizké teploté a tvorbu krystali ledu okolo bungk, ktera mé za
nasledek vys3i porozitu a pevnou pérovou strukturu (heterogenni hydrogel). Vysledkem je to,
Ze buiiky jsou zachyceny uvnitf polymerni matrice, které pedstavuje strukturélni oporu pro
vznik oblasti s velkym vriitfnim povrchem, dostatedné volné prostory pro bund&nou expanzi a
zvySenou permeabilitu. Kroriié toho miize byt smés bunk a polymeru uchovavina ve
zmraZeném stavu pro nasledné polymerizace, tak jak je popséno vyse.

V kterémkoli stadiu vyvoje bunk se vysledna hybridni matrice sklada z pevnd faze,
ktera obsahuje porézni matrici, butiky a buné&nou extracelularni matrici a tekutou fazi
odpovidajici bunéénému kultivatnimu mediu a extracelularnim tekutinAm.

Jek oceni odbornik v daném oboru, tento zpiisob je odlidny od takzvaného zpiisobu
enkapsulace bunék (cell encapsulation), ktery pouZiva mikrdcnkap‘sﬁlaéni nebo
makroenkapsulaéni techniky a kde butiky jsou jednod_uEé uzavieny v membrang polymeru, kterd
ma okrouhly tvar o rizném poloméru,

V této prihlasce termin "buiika” nebo "buiiky" zahrnuje fragmenty tkané, shluky bungk,
Jednotlivé buiiky embryonalniho, neonatalniho \pebo.dospélého puvodu, géneticky modifikované
butiky, bud’ priméarni-nebo "nesmrtelné” (immortalized) buiiky, nesmﬁe,lné ‘bun&éné Ilinie'
pitvodem bud' z exiémjicich nadorovych bﬁnéénf(ch linii nebo nesmrtélrié prekurzorové bunééné
linie, kmenové nebo progenitorové bufiky, a prekurzorové bundiné linie selektované na riistovy
faktor z kterychkoli tkani a organd. Zpiisob a produkt tohoto vynélezu jsour vhodné pro
pfipravu fady umélych tkani nebo orgnu pro transplantaci nebo trojrozmémych kultivadnich

systému.
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Test 1
Biologické tolerance polymernich hydrogelt: podle tohoto vynélezu byla studovana
pomoci implantace pfi¢ng rozfiznuté michy a v mozkovych lézich potkand. Vzorky pro

testovani byly odebirdny od 1 tydne do 10 mésich po implantaci. Biologicka tolerance byla

vynikajici. Makroskopicky.se gely integruji do hostitelské tkan& a vykazuji-dobrou stabilitu; a'v
n&kterych pfipadech se hostitelsky organ zd4 byt intaktni. Z mikroskopického hlediska studie
ukizaly, Ze toto sloZeni polymerniho gelu podporuje restrukturalizaci tkang a regeneraci axonti
v miisté implantace v hemi- a dplng piitné rozfiznuté mise potkand, a tak se dociluje a% 100 %
restaurace kontinuity tkané (obr. 4). Data lze sumarizovat takto: (i) integrace hyd;ogelu a
restaurace organové kontinuity; hydrogel udrzuje objem léze konstantni, takZe se nova tkas
miiZe vyvinout a nahradit lézi adhezi jejtho porézniho povrchu k rang; (ii) hladky povrch s
celkovym dostupnym polymernim povrchem (iii) minimalni tvorba ji ]lzev a nepntomnost
- cystickych kavitaci v pfilehlé hostltelske tkani; (iv) vristani glialni tkaﬁové slté do polymerni sité
posilujici pfihojeni implantatu k hostitelskému organismu; (v) vriistani bungk hetér,oger‘miho
puvodu; (vi) vriistani kapildr; (vii) depozice molekul extracelulérni matrix (kolagen, fibronektin
-a laminin) na povrch polymerni sité, které miZe byt sledovano imunohistochemickynii
metodami, a (viii) axbné]nilrﬁst skrz bioimplantat. Studie explantovanych hydrogelii provadéné
pomoci infradervené spektroskopie ukazuji, ze infradervend spektrum nativniho I;;Idrogelu
,(neimplantovaného). je nahrazeno typickymi infradervenymi ch.ztrakteﬁstika]ni lipidﬁich a
‘bilkovinnych sloudenin, které jsou podobné pfilehlé mi%ni tkéni, coz potvrzuje, Z¢ elementy
mi$ni tkang jsou integrovany do porézni sité hydrogelu.
jTest 2
Kryopolymerizatni postup dovoluje-vytvéret heterogerini gely s fixovarou makropérénﬁ
strukturou, v niZ jsou buriky imobilizovany. Studie, které pouZivaji techniku znadeni bungk, jako

napfiklad bun&éné znateni nebo imunocﬁocherni(i:ké metody, ukazuji, Ze buﬁky Jsou
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rovnoméme rozmist&né v sfii polymeru a na riznych tirovnich v gelech, a to bud’ jako jednotlivé
izolované buiiky, nebo jako malé shluky slozené z n&kolika bun&k. Butiky, které prezivaji se
pozitivn€ barvi pomoci imunometod b&hem tFitydenni inkubace in vitro a vykazuji antigenni
profily vyvijejicich se bunék nervové tkang. Proto astrocyty, které jsou izolovany z neonatélniho
mozku potkand, 1ze zakotvit v hydrofilnich hydrogelech pomoci kryopolymeriza&ni reakce's
vysokou hladinou retence a zakotvené buiiky pfeZivaji a normaln€ diferencuji, podobné jako v
podminkéch jednovrstevné kultury: po 10 dnech in vitro &ini Zivotnost imobilizovanjch bunik
90 %, jak je stanoveno pomopi techniky znadeni bungk. Kromé toho jsou bufiky funkeni, nebot
syntetizuji laminin a fibronektin v polymerni matrici, podobné jako v jednovrstevaych kulturéch.
‘Polymerni hydrogel ‘byl-.vyvinut pfevazn jako néastroj napomahajici riistu tkang (tissue
expander) a jako templat na n&mz se tkas vytvaif (tissue formation template) za Uelem népravy
defektu tkang nebo tkafového-deficitu parenchymatdzniho organu, coZ je situace, ktera mize
byt ‘dﬁsled;kem traumatu, chirurgické manipulace nebo vrozcné- malformace, a tato.metoda
podpofi tvorbu nové, funk¢né integrované tkané, kter dale vytvafi pattiny organ. S pouZitim
této metody rovnéz po€itame pfi 1é<b& porangni, remodelaci tkéni , regeneraci tkani, rozvoji
tkani parenchymat6znich organu jako jsqu jatra, pankreas, kiize-a svaly. Lze ji rovnéZ pouZit v
kombimaci's jinyriii materiély pro regeneraci a hojeni kostni tkang,
Jinym poﬁiiti’m-—boly’menﬁho hydrogelu je vyvoj postupii umoZiiujicich terapii

- specifickych lidskych neurologickych poruch.a uvedeny polymerni hydrogel 1ze pouZit dvéma
riznymi zptisoby podie povahy a typu onemocnéni a rozsahu funkgniho defektu. Za prvé,
polyrnerni"hydfogel Ize pouZit jako templat pro regeneraci tkan& nebo jako nosi¢ bundk po
inkorporaci buné&ného 5tépu. 'Sj_po‘lymernim hydrogelem podle tohoto vynilezu se ngp"r'ikla'd
potitd pro pouZiti phi 16¢b& dédinych defekth nebo defektia v;niklych poskozenim specifickych
oblasti mozku a michy ve stadiu vyvoje anebo v dospélosti {(napf. poranéni michy). Typicky

tento postup spoliva v odstranni poskozené tkané, tkand jizvy nebo jiné nefunkéni &asti




nervové tkané a v nahrazeni mozkové tkan& nebo tk4n& michy polymernim hydrogelem

popsanym vy3e. Polymerni hydrogel podie tohoto vynalezu je rovnéZ uZitetny pro rekonstituci

neurondlnich okruht spojenych s axonalnimi drahami v centralnim nervovém systému ve

vyvijejicim se nebo dospélém organismu. Lze jmenovat, napfiklad, septo-hipokampalni okruhy,

které se podileji na funk¢i paméti, ktera je poskozena napfiklad pfi Alzheimerové chorobg, nebo

nigro-striatalni okruhy podilejici se na Parkinsonové chorobég, nebo &ast striata podilejici se na

Huntingtonov& chorob, nebo hormonéaln&/reprodukéni dysfunkce zahrnuté v hypofyzo-

hypothalamovém systému. Postup spotiva v chirurgickém odstrandni defektni &asti mozkové

tkan a implantaci gelu podle tohoto vynalezu, vyhodri€ dohromady se Stépem nervovych bungk

za uCelem indukce tvorby novych funkZnich axonalnich okruht. Podobng 1ze 168t malformace,

‘které maji za nasledek $patnou funkci mi$nich okruhti (napf. spina bifida), a to tak, Ze

odstranime abnormalng vytvofenou &4st organu a tuto defektni ¢ast nahradime neurogelem

podle tohoto vyndlezu, vyhodné spolu se 3t€pem nervovych bunk. Dal§i‘pou§{ti hydfogéiu

podle tohoto vynalezu spoiva v 168bé optického nervu a perifernich nervil tim, Ze stejnym

zpisobem indukujeme opétny rist axont uvnitf polymerniho hydrogelu podle tohoto vynalezu.

Je tieba fici, Ze tento vynalez neni Zadnym zplisobem omezen na vyhodna provedeni

popsané vyse, a Ze lze uvaZovat o modifikacich v ramci ducha a zaméfeni tohoto vynalezu.

Primyslova vyuZitelnost

W

Vynélez t}’rké.p,oréznich-implantovateln)?ch poiymemich ‘hydrogelt pro terapeutické

utely, které mohou byt napfiklad pouzity prd vnitini tkadiové nahrady jakéhokoliv

parenchymat6zniho orgénu, pro hojeni zranéni, pro regenerace tkéni, a obecné pro organové

reparace,'. ZVIAYE ve vyvijejicim se i dosp&lém nervovém systému, a pro jiné podobné terapie.
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Vynélez je zviA¥t zamefen na polymerni hydrogel, ktery po irhplant’aci vytvori porézni matrici,

kterou prostoupi biologické tekutiny a molekuly & vytvofi tzv. orgahdidni hydrogel, ktery je
progresivné zadlenény do hostitelské tkang néslednym proristanim krevnich cév a tkdng,

Vynalez se rovnéz tyka zptisobu zavadéni Zivych tkatovych bunék, prekurzorovych bun&k nebo

~ geneticky modifikovanych bungk do takového polymemniho hydrogelu, aby se vytvofily

biohybridni materialy, které Ize pouzit v trojrozmémych tkasiovych kulturéch nebo pro tkaiiové

rekonstrukce. Vynalez se dale tyka zplisobu vyroby polymernitio hydrogelu podie tohoto

vynélezu a biohybridnich materiali vyroberiych zpisobem uvedenym vy§e. Konetné se vynalez
tyka-zplsobu lééby:poé'kozen)"ch &asti centralniho nervového systému, zvlast& michy a

optickeho nervu, nebo perifernich nervi, nebo jinych tkani pomoci implantace polymerového

" hydrogelu nebo biohybridnich materiali podle tohoto vynéalezu do té&chto tkani.
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PATENTOVE NAROKY

1. Polymerni hydrogel pro terapeutické pouZiti, vyznadujici se tim, Zeje
kopolymerem (a) N-substituovaného metakrylamidu nebo akrylamidu, (b) agens vytvafejiciho

" pii€né vazby a (c) kopolymerizovatelného materidlu vybraného ze skupiny zahrnujici komplexni
cukr, cukerny derivat, tkaitove adhezni peptid a konjugét polymeru s protilitkami proti
derivatim lipidd, uvedeny polymerni hydrogel je heterogenni, pruzng deformovatelny a mié

rovnovazny obsah vody alespoii 80 %.

2. Polymerni hydrogel podle ndroku1,vyznaclujici se tim,Ze(a) N-substltuovany
| metakrylarmd nebo akrylamid jsou vybrany ze skupiny zahrnujlm N-monoalkyl- a N,N-
-dialkylmetal_(rylaxnidy a akrylamidy, (b) uvedené agens vytvafejici pfitné vazby zahrnuje
akrylamid nebo jeho prekursory, a (c) uvedeny polymerizovatelny material je cukr, ktery je
vybran ze skupiny obsahujici glukosamin, N-acetylglukosamin a N-acetylderivét kyseliny

neuraminoveé.

3. Polymerni hydrogel podle naroku 2, v yznadujici se t i m, Ze uvedeny alkyl obsahuje

1 az 2 atomy uhliku.

4, ,Polymenﬁ'hydro‘ge'l podlendroku3,vyznacfujici se tim, Zeuvedenyalkyl je

hydroxyalkylovy nebo aminoalkylovy radikal.

5. Polymerii hydroge! podle naroku 1, vyzna&ujici se tim,Ze uvedeny rovnovazny

obsah vody je alespori 96 %.
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6. Polymerni hydrogel podle néroku l,vyznalujici se tim,Ze uvedeny hydrogel

obsahuje kovalentni ptitné vazby, je-v-podstat& netransparentni a tvoti heterogenni material.

7. Polymerni hydrogel podle naroku 6, vyznadujici se tim,Zeuvedeny hydrogel

vykazuje strukturu jasné odd&lenych fazi zahmujici jednak oblast s relativné hrubou porozitou

tvofenou dasticemi polymeru o rozmérus 1-a2 10 mikrometr, tam, kde hydrogel mé nasedat na

hostitelskou tkai, a oblast s relativng jemnou porozitou, tam, kde se ofekava jehokontakt s

vriistajici tkani.

8. Polymemi- hydrogel podle niroku1,vyznadujici se tim,Ze mé makroporézni
sti‘uk'tﬁru s frakéni porozitou alespoii 80 a% 90 %, oblasti specifického povrchii‘ alespori 100
CtvereCnich 'metrl na gram, stfednim prim&rem poru piiblizné 15 aZ 35 mikrometrdi, pérovym
objemem pork méficich alespoti 10 mikrometrdi rovnajicim se-100 % frakéni porozity hydrogelu

a hyperporéznim charakterem v rozsahu 20 aZ 30 mikrometrii.

9. Zphisob pipravy polymerniho hydrogelu-pro terapeutické pouiti, v yznadujici se
t im, Je zahrnuje-(a) rozpusténi agens vytvatejiciho pfené vazby v éolventu s volnym
inicistorem radikalové polymerizace tak, Je se-vytvoli roztok, (b) pfidéni N-substituovaného
metakrylamidu nebo akrylamidu k ro;tbku-ziskénému v kroku (a) tak, Ze se vytvofi smés, (c)
pridéni roztoku: pplYmerizovatélh’ého materialu zahrnujiciho kompiexxﬁ cﬁ_kr, derivat
kOmpIekniho cukiu, tkatiové adhezni peptid nebo konjugat polymeru s protilétkami proti
dcrivé;tﬁm lipidia ke smési ziskané v kroku (b) -za‘-.pddminek,-které-limoini vznik uvedeného

polymerniho gelu.
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10. Zptisob podle ndroku 9, vyznadujici se tim, Ze zahmuje rozpudténi
azobisizobutyronitrilu a metylenbisakrylamidu v uvedeném rozpoust&dle tak, aby doslo k
vytvofeni roztoku, smichani tohoto roztoku s N-2-(hydroxypropyl)metakrylamidem, pfidani
glukosaminu nebo-N-acetylglukosaminu nebo N-acetylneuraminové kyseliny a odstranéni
nizkomolekulérnich rezidualnich produktl a stop iniciatoru z vysiedného roztoku.

11. Zplsob podle ndroku 9, vyznadujici se tim, Zeuvedené agens tvofici pfiné
vazby je vybréno ze skupiny zahrnujici akrylamid, jeho prekurzory a agens vytvétejici pfi¢né

vazby na bz divinylu.

12, Zpiisob podle néroku 9, vyzna&ujici "se tim, Ze uvedeny inicidtor polymerizace je
vybran ze skupiny zahrnujici azobisizobutyronitril, peroxidy, kyselinu askorbovou, peroxysulfaty
a substituované azoslouteniny, a je pouzivan v koncentraci.0,01 aZ 2-hmotnostni % vzhledem k

vytvafenému polymernimu hydrogelu.

13. Zpiisob podle naroku 12, vyznaéujici se tim,Zeuvedeny roztok
polymerizovatelného materialu obsahuje komplexni cukr. o
' 14 Zptisob podle naroku 13, v yznadujici se tim, %e uvedeny. komplexni cukr je
* vybréan ze skupiny zahrhuji‘ci‘ gluko‘samin,.Niacctylg‘luko.i;amin,'N-ac‘etyldmivéty kyseliny

neuraminové, kyselinu polysialovou a galaktosen.

15. Zplsob podlendroku 12, vyznadujici se tim,Zeuvedeny roztok

polymerizovateiného materidlu obsahuje tkatiové adhezni peptid.
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16. Zpisob podle naroku 12, vyznadujici se t i‘lﬁ, %e uvedeny roztok
polymerizovatelného materialu obsahuje konjugat polymeru s protilatkami proti derivatim

lipids.

17. Zpisob podle néroku 12, vyzna&ujici se tim, Zese provadi pfi teplot& 40 aZ 60

stupfid Celsia po dobu 12 hodin.

18, Zpusob podie naroku9, vyznadujici se tim, e zahmuje piidani Zivych

tkafiovych bungk nebo geneticky modifikovanych bundk k produktu, ziskanému v kroku (c) a

uskutedn¥ni polymerizace uvedenych bunék s danym produktem.

19. Kopolymerizovany polymerni hydrogel podlendroku l,vyznadujici se tim, e

zivé tkatiové buiiky nebo geneticky modifikované buiiky jsou s nim-polymerizovany.

20. Zpiisob &by poskozenych mozkovych tkani nebo michy, vyznadujici se tim,Ze

zahrnuje odstranéni uvedenych poskozenych mozkovych tkéni nebo michy u Elovéka nebo

zvifete, a nahrazeni poskozenych mozkovych tkéni nebo michy polymemim hydrogelem podle

néroku 1.

21. Kopolymerni hydrogel pro terapeutické pouiti, vyzna&ujici se tim, Zeuvedeny
hydrogel je kopolymerem (a) N-substituovancho metakrylamidu_nebo akrylamidu, (b) agens

vytvafejicibo pHiéné vazby, a (c) polymerizovatelného, tkatiové adhezniho materiah,
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22. Zpisob 168by jizvy a podkozené nebo funkéné defektni tkan€ u savell, vyznadujici
se tim,Ze iahmuje odstrangni uvedené jizvy a poskozené nebo funkén€ podkozené tkané, a

jejich nahrazeni polymemim‘hydro‘gelem-podle naroku 1.

23. Zplisob podienaroku 22, vyznadujici se tim,Zese pouZije pro rekonstituci

neuronovych okruhdi, které jsou spojeny s axonalnimi drahami v céntralnim nervovém systému.

24. Zpisob podle naroku 22, vyznadujici se tim,Ze sepouZie prolébu

traumatickych poranéni optického nervu a perifernich nervi.
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