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ABSTRAKT

V diplomové praci je predstavena syntéza crosslinkeru (polydopaminu) pro piipravu
hydrogelt na bazi thiolovaného hyaluronanu (HA-SH), ale také syntéza hyaluronanu
konjugované¢ho dopaminem (HA-DA) jako dal$iho zplsobu vyuziti dopaminu pii vyvoji
inovativnich materidli pro biomedicinské aplikace. Dil¢im cilem prace bylo zhodnotit vliv
parametrii piipravy polydopaminu (PAD) ve formé castic i trubicek, optimalizovat
podminky syntézy a provést charakterizaci PAD, nasledné piipravit hydrogely na bazi
syntetizovanych hyaluronovych derivati a PAD ¢astic/trubicek a provést jejich
charakterizaci pomoci dostupnych metod. Uspé&$né navazani thiolovych a katecholovych
skupin na fetézec hyaluronanu byla potvrzena pomoci NMR spektroskopie. Velikost
polymernich klubek HA-SH a HA-DA, a také velikost PAD byla stanovena metodou DLS.
Ptipravené hydrogely byly charakterizovany reologickym méfenim z pohledu doby gelace,
tuhosti hydrogelii a reverzibility reologického chovani po uvolnéni napéti. Morfologie PAD
castic a trubicek a morfologie a porozita hydrogeld byla studovana pomoci SEM.
V neposledni fad€ byla stanovena botnaci kapacita hydrogelll. Na zékladé¢ méteni NMR byla
potvrzena uspéSnost navazani thiolovych, resp. katecholovych, skupin na fetézci HA(Na) se
stupném substituce 9 %, resp. 29 %. Byly pfipraveny PAD Ccastice s uzkou distribuci
velikosti, jejichZz velikost byla a 627 + 10 nm. Nejvyssi tuhost vykazovaly hydrogely
sitované PAD ve formé& trubic¢ek. Dobrou reverzibilitu vykazovaly hydrogely pfipravené
z thiolovaného hyaluronanu HA-SH (z 64 Pa (1%) na 58 Pa (100%) a zpét na 68 Pa (1%))
a hydrogely pfipravené z hyaluronanu konjugovaného dopaminem HA-DA (ze 45 Pa (1%)
na 40 Pa (100%) a zpét na 44 Pa (1%)). Nejnizsi reverzibilitu vykazovaly hydrogely
sitované PAD (ve formé ¢astic 1 trubicek, a to pouze 84, resp. 91 %). Nejvyssi porozita byla
pozorovana u hydrogelli na bazi HA-DA, v jejichZ struktufe byly detekovany pory o
veliskoti (> 100 pm).

Kli¢ova slova: Dopamin, hyaluronan, thiolace, hydrogel, reologie, reverzibilita, SEM,
botnaci kapacita.



ABSTRACT

The synthesis of a crosslinker (polydopamine) for the preparation of hydrogels based on
thiolated hyaluronan (HA-SH), but also the synthesis of dopamine-conjugated hyaluronan
(HA-DA) as another way to use dopamine in the development of innovative materials for
biomedical applications is presented in the thesis. The sub-objectives of this work were to
evaluate the influence of polydopamine (PAD) preparation parameters in the form of
particles and tubes, to optimize the synthesis conditions and to characterize PAD, and then
to prepare hydrogels based on the synthesized hyaluronan derivatives and PAD
particles/tubes and to characterize them using available methods. The successful attachment
of thiol and catechol groups to the hyaluronan chain was confirmed by NMR spectroscopy.
The size of the polymeric HA-SH and HA-DA clubs, as well as the size of the PAD, was
determined by DLS. The prepared hydrogels were characterized by rheological
measurements in terms of gelation time, hydrogel stiffness and reversibility of rheological
behavior after stress release. The morphology of PAD particles and tubes and the
morphology and porosity of hydrogels were studied by SEM. Finally, the botnation capacity
of the hydrogels was determined. NMR measurements were used to confirm the successful
attachment of thiol and catechol groups on the HA(Na) chain with a degree of substitution
of 9% and 29%, respectively. PAD particles with a narrow size distribution were prepared
with a size of 627 £ 10 nm. The highest stiffness was exhibited by the crosslinked PAD
hydrogels in the form of tubes. Hydrogels prepared from thiolated HA-SH hyaluronan (from
64 Pa (1%) to 58 Pa (100%) and back to 68 Pa (1%)) and hydrogels prepared from dopamine-
conjugated HA-DA hyaluronan (from 45 Pa (1%) to 40 Pa (100%) and back to 44 Pa (1%))
showed good reversibility. The hydrogels cross-linked with PAD (in the form of particles
and tubes, only 84 and 91%, respectively) showed the lowest reversibility. The highest
porosity was observed for HA-DA-based hydrogels, in which pores of the size (> 100 um)

were detected in the structure.

Keywords: Dopamine, hyaluronan, thiolation, hydrogel, rheology, reversibility, SEM,
botnation capacity.
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UvVOD

Biopolymery, piirodni polymery produkované zivymi organismy, si v poslednich letech
ziskaly znacnou pozornost diky svému potencidlnimu vyuziti v riznych oblastech, jako je
zemé&dé@lstvi, medicina, obalovy primysl ¢i environmentalni udrzitelnost. Navzdory jejich
slibnym vlastnostem (biodegradabilita, biokompatibilita ¢i nizkd zZadna toxicita) zlistavaji
problémy s vyuzitim jejich plného potencidlu, zejména pokud jde o jejich mechanické
vlastnosti, rychlost degradace i jejich pfipravu v primyslovém méfitku. Z pohledu této
prace se jako nejzajimavéjsi jevi pravé ty biopolymery, jejichz unikatni vlastnosti je ¢ini
atraktivnimi pro biomedicinské aplikace. Ptikladem takovych biopolymeri muze byt
chitosan, kolagen ¢i hyaluronanu. Hyaluronan (HA(Na)) nebo-li sodna stl kyseliny
hyaluronové je linearni polysacharid, ktery je v souc¢asné dobé¢ stale v popiedi zajmi mnoha
védeckych skupin, coz doklada také graf na obr. 1, ve kterém je uvedeno mnozstvi patentii
¢i patentovych ptihlaSek hydrogeli (mimo jiné i na bazi hyaluronanu). Masové uplatnéni
hyaluronanu, v§ak bohuzel brzdi napft. jeho slabé mechanické vlastnosti a paradoxné velmi
dobra rozpustnost ve vodé. Tyto nedostatky lze fesit napt. modifikaci fetézce, ke které bylo
pfistoupeno 1 v predloZené praci. Konkrétné byla v praci modifikovéana karboxylova skupina
D-glukuronové kyseliny HA(Na), a to hned dvéma zpisoby. Prvnim ze zminénych
zpisobil predstavuje piiprava thiolovaného hyaluronanu (HA-SH), ktery byl syntetizovan
jiz v bakalatské préci, a v této praci se na dosazené vysledky navazuje. Druhy zptsob
modifikace zahrnuje pouZiti neurotransmiteru dopaminu, ktery byl navazan na misto
karboxylové skupiny za vzniku dopaminem konjugovaného hyaluronanu (HA-DA).
Dopamin jako monomer byl také vyuzit k ptipravé biopolymeru polydopaminu ve formé
¢astic ¢i trubicek, ktery je znamy svymi velmi dobrymi adhezivnimi vlastnostmi, a ktery
predstavuje tzv. sitovaci ¢inidlo (tzv. crosslinker) pro alternativni zpisob sitovani HA-SH
matrice za vzniku nerozpustné 3D struktury, tzv. hydrogelu. Hydrogely lze pfipravit
fyzikdlnim ¢i chemickym sitovani, tedy spojenim polymernich fetézcl prostiednictvim
pfi¢nych vazeb. Hydrogely na bazi thiolovaného hyaluronanu lze pfipravit riznymi
sitovacimi reakcemi, nejcastéji vSak oxidaci polymernich fetézcl za vzniku disulfidové
vazby mezi thioly. V pfipad¢ vyuziti polydopaminu jako crosslinkeru HA-SH matrice,
dochdzi vlivem Michaelové adice ptlisobici mezi volnymi thiolovymi skupinami a
katecholovymi skupinami, ke vzniku nerozpustného hydrogelu. Kromé jiz zminéného
thiolovaného hydrogelu byl pfipraven i1 hydrogel na dopaminem konjugovaného

hyaluronanu (HA-DA), ktery vznika sitovanim katecholovych skupin, a v neposledni fad¢ i
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hydrogelovy komplex thiolovaného a dopaminem konjugovaného hyaluronanu (HA-SH-

HA-DA).

Uvedené produkty byly v praci charakterizovany riznymi metodami. Tak naptiklad ucinnost
provedené syntézy HA-SH a HA-DA byla spektralné potvrzena pomoci nukledrni
magnetické rezonance (NMR). Velikost polymernich klubek fetézci HA-SH a HA-DA,
vcetné velikosti PAD c¢astic byla studovana metodou dynamického rozptylu svétla (DLS).
Ptipravené hydrogely byly rovnéz charakterizovany z hlediska viskoelastickych vlastnosti
pomoci reologickych méfeni. Jednim z nich byla doba gelace, ktera udava cas, kdy dojde
ke vzniku zesitované struktury. Nemén¢ dulezitd je také znalost tuhosti hydrogelt z diivodu
zamyslenych aplikaci. Z hlediska zpracovani hydrogeli metodou 3D tisku je Zzadouci
charakterizovat schopnost materidlu vykazovat reverzibilitu reologického chovéani po
uvolnéni aplikovaného napéti. Pro dal$i experimenty musela byt hydratovand forma
hydrogelu pfevedena na lyofilizovanou a ta byla nasledné pomoci skenovaci elektronové
mikroskopie (SEM) studovana z hlediska jejich morfologie a porozity. Pomoci SEM byla
charakterizovana také morfologie PAD castic ¢i trubi¢ek. V neposledni fadé byly u
lyofilizovanych vzorki provedeny botnaci testy, kterymi byla potvrzena botnaci kapacita

piipravenych materiali.

Cilem diplomové prace byla ptipravu crosslinkeru (PAD) a jeho vyuzZiti pii alternativnim
zpusobu piipravy hydrogeld na bazi thiolované¢ho hyaluronanu pro biomedicinské aplikace.
Dil¢im cilem bylo dale zhodnotit vliv jednotlivych parametrii (smés rozpoustédel, jejich
pomér, pH reakéni smési) na velikost pfipravenych PAD ¢astic a pfipravit hydrogely
sitovanim prostfednictvim PAD jako crosslinkeru a provést jejich charakterizaci. Kromé
vyuziti polydopaminu ve formé¢ ¢astic, bylo pfistoupeno k vyuziti dopaminu piimo pii
modifikaci hyaluronanu, jejiz vysledkem byl tzv. konjugovany hyaluronan. Nésledné byly
ze ziskanych derivati pfipraveny hydrogely, jak samostatné ¢i v jejich kombinaci tzv.
komplex obsahujiciho thiolovany hyaluronan a dopaminem konjugovany hyaluronan.
V neposledni fadé¢ byl zhodnocen vliv jednotlivych parametrii na piipravu zminénych
derivatl a byla provedena jejich charakterizaci. PfedloZeny vyzkum se snazil vytvoftit ptidu
pro vyvoj inovativnich material s vlastnostmi pfipravenych na miru pro rizné aplikace,

jako jsou rizné scaffoldy, nosice 1éCiv, obvazy ran atd.
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I. TEORETICKA CAST
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SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Hyaluronan je pfirodni linedrni polysacharid, ktery se fadi do skupiny nesulfatovych
glykosaminoglykanii (GAG), tvoteny disacharidovou jednotkou, kterd se sklada z
opakujicich se jednotek D-glukuronové kyseliny a N-acetyl-D-glukosaminu. Diky svym
unikatnim vlastnostem (napi. biodegradabilita, biokompatibilita, vysoka hydrofilita
minimalni ¢i zddné imunogenicita atd. [1]) a jeho pfirozenému vyskytu nejen v lidském téle,
je stale v popfedi zajmu mnoha vyzkumnych skupin zabyvajicich se pfipravou materialii pro
aplikace v kosmetickém ¢i farmaceutickém primyslu nebo tkanovém inzenyrstvi [2; 3]. Jako
nativni polymer nachézi uplatnéni napt. pti 1é¢bé osteoartritidy (degenerativni onemocnéni
kloubtl) [2] nebo jako terapeuticky prostfedek pro 1écbu koznich ran (popdlenin,
diabetickych viedu atd.) [3]. V soucasné dobé¢ existuje n€kolik komerénich produktii na bazi
HA(Na), které se vyuzivaji prave k 1écbé koznich ran napf. HYIODINE (Contipro),
HYALOMATRIX (Anika) a IALUSET (Laboratoires Genévrier) [4]. I pfes v§echny zminéné
vlastnosti, které jej ¢ini zajimavym pro rizné aplikace, vykazuje hyaluronan fadu nedostatki
napf. rychla degradace in vivo nebo slabé mechanické vlastnosti. Ke zlepSeni téchto
nedostatkll se pristupuje k riznym modifikacim polymerniho fetézce, tedy Upravam jeho
struktury, tak aby bylo dosazeno pozadovanych vlastnosti [5; 6]. Jednou z moZnosti, jak
modifikovat hyaluronovy fetézec za soucasné¢ho zachovani jeho biokompatibility a nulové
toxicity, je zavedeni thiolové skupiny do jeho struktury [7; 8]. Aktualnost problematiky
thiolovaného hyaluronanu podtrhuje fada védeckych publikacich, které se vénuji ptiprave a
charakterizaci materiali na bazi thiolovaného hyaluronanu. Tak naptiklad pfipravou
thiolovaného hyaluronanu pro aplikaci v tkanovém inzenyrstvi se ve praci zabyvali autofi
Cao et al. (2019) a Hong et. (2020). Dle autori Cao et al. (2019) méa thiolovany hyaluronan
velky potencidl k vyuZiti jako chirurgicky antiadhezivni materidl ¢i jako bioinertni tkaflova
vyplii [9]. Zatimco autofi Hong et al. (2021) ve své praci zkoumali vyuziti thiolovaného
hyaluronanu v kombinaci s nano¢asticemi fosforecnanu vapenatého jako injektovatelného
hydrogelu. Tento typ hydrogelu by mohl najit uplatnéni jako vypl kostnich defekta pii 1écbé
poranéni kosti [10]. Nedavné vyzkumy také vyzdvihuji modifikaci fet¢zce HA(Na) pomoci
dopaminu, respektive katecholu, jehoz pfitomnost zvySuje adhezi materidlu k hostitelské
tkani, coZ je povazovano za klicovou vlastnost pro aplikaci do lidského téla. Autoti Nejati et
al. (2023) se ve své praci zabyvali syntézou dopaminem konjugovaného hyaluronanu pro
ptipravu adhezivniho injektovatelného hydrogelu, ktery by mohl zlepsit invazivni podévani

1ékti a zaroven udrzet aplikované latky v misté podani a zabranit jejich odtrzeni od
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hostitelské tkang, napft. ptfi 1écbé hlasivek [11]. Jako biodegradabilni systém pro podavani
1é¢iv byl HA-DA studovan také autory Melnik et al. (2022), kteti vyzdvihuji jeho silnou
adhezi, dobrou biokompatibilitu a optimalni uvoliiovani léCiva pro 1écbu cévnich
onemocnéni [12]. Zajimavou studii prezentovali autoii Pandey et al. (2022), ktefi ve své
préci zabyvali pfipravou bioadhezivnich nanokompozitnich vrstev pro rychlou a uc¢innou
napravu tkanovych funkci po zranéni nebo operaci (tzv. tkdnové lepidlo). Kompozitni
materidl byl tvofen hned dvéma polymery obsahujici dopamin — prvni z nich je jiz zminény
dopaminem konjugovany hyaluronan, zatimco druhy je tzv. polydopamin (PAD), ktery
vznika autooxidaci jeho monomeru (dopaminu) za alkalického pH [13]. Polydopamin je
synteticky polymer, ktery se svou strukturou podoba L-DOPA, latkou vyskytujici se u mlzi,
které predstavuje zdroj jejich velmi silné adheze k riznym substratiim, a kterou polydopamin
kopiruje. Mezi jeho dalSi unikdtni vlastnosti patii napf. vysoka reaktivita, schopnost
fototermické konverze, antioxidacni vlastnost, elektrické vodivost atd [14]. Prvni zminka o
polydopaminu pochéazi zroku 2007 a od t¢ doby bylo publikovdno mnoho c¢lanki
zabyvajicich problematikou polydopaminu [15; 16]. Tak naptiklad v praci Rong et al. (2023)
byl zkouman material obsahujici Castice polydopaminu, které ptedstavuji fotosenzitivni
slozZku kompozitni materialu pro kombinovanou lécbu rakoviny — chemoterapii a
fototermalni terapii [17]. Diky jeho elektrické vodivosti byl také pfedmétem zkoumani ve
studii Li et al. (2023), kteti ptfipravili senzory pro snimani pohybu lidského téla a soucasného

ror_r

transdermalniho podavani 1€k [18].

Z vyse uvedeného je patrné, Ze problematika uvedenych materiall, které jsou pfedmétem
zkoumani v predloZené praci, je velice aktudlni, a diky uvedenym vlastnostem a

potencialnim vyuziti se jevi jako perspektivni a zddouci material.
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1 BIOPOLYMERY

Biopolymer Ize obecné definovat jako makromolekulu, ktera se sklada z velkého mnozstvi
opakujicich se jednotek — monomert, které jsou produkovany zivymi organismy [19; 20].
Monomery jsou k sobé vazany kovalentni vazbou a vytvareji tak velké makromolekularni
struktury. Mezi biopolymery lze zatadit napiiklad DNA, RNA, keratin, celulézu, $krob,
chitosan atd. N¢které biopolymery (napt. DNA, RNA) funguji jako pfenasece genetické
informace, jiné jsou zase zakladnimi stavebnimi jednotkami bunécnych stén (napf. celuloza)
nebo plni funkci zasobni latky jako (napft. skrob). Obecné maji biopolymery, ve srovnani se
syntetickymi polymery, niz$i vazebnou energii mezi uhliky, a proto dochazi k jejich
snadnéjSimu rozkladu na mensi fetézce vlivem pulsobeni naptiklad enzymi, vlhkosti, tepla

atd [19].

1.1 Definice a klasifikace biopolymeri

Dle Niaounakis (2015) lze biopolymery definovat na zédkladé dvou rtiznych kritérii. Prvnim
kritériem je zdroj pavodu biopolymeri a druhym kritériem je schopnost jejich
biodegradability [21]. Biodegradabilitou je mySlena vlastnost materialu rozkladat se na nizsi
strukturni jednotky (napt. methan, CO>, voda atd.) vlivem pisobeni riznych faktord (napf.
teplota, enzymy atd.), které nevykazuji toxicitu [22; 23]. Z vySe uvedenych kritérii pak
vyplyva, Ze biopolymery lze rozdélit na 3 typy:

1) Do prvniho typu (typ A) patii biopolymery, jejichz zdrojem jsou ptirodni materialy
a zaroven jsou biodegradabilni. Mohou byt produkovany biologickymi systémy
(napf. mikroorganismy, rostlinami a Zivoc¢ichy) nebo mohou byt syntetizovany
z biologickych materiald (napf. z kukufice a Skrobu). Mezi biopolymery typu A patii

napt. polymlécna kyselina (PLA), hyaluronan, kolagen a alginat.

2) Mezi biopolymery druhého typu (typ B) lze zatadit ty, jejichZ zdrojem jsou piirodni
materialy, ale jiz nejsou biodegradabilni. Do této skupiny patii syntetické polymery
z obnovitelnych ptirodnich zdrojl jako napt. polyamid 11 nebo biopolyethylen, ale
také ptfirodni polymery jako napft. pfirodni kaucuk.

3) Biopolymery spadajici do posledni skupiny (typ C) se ziskavaji z fosilnich paliv a
jsou biodegradabilni. V této skupiné biopolymeri jsou zahrnuty napt. polybutylen

sukcinat (PBS) a polykaprolakton [21].
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Autori Mazuki et al. (2022) ptistupuji k definici biopolymert trochu jinak. Podle nich lze
biopolymery definovat jako typ pfirodnich materidlti, které jsou oznaceny jako ,,pfirodni*
kvali svému ptvodu. Jsou produkovany zivymi organismy (rostlinami a zivocichy), kteii
jsou na zakladé¢ své biochemie schopni vytvafet opakujici se fetézce monomeru.
Biopolymery lze poté délit do 4 zakladnich kategorii: polymery na piirodni bazi,
biodegradabilni polymery, polymery z opakujicich se jednotek a patetni jednotky polymera,
pricemz uvedené kategorie se znacn¢ prolinaji, a tedy jeden biopolymer muze patfit do vice

kategorii [24].

Polymery na pfirodni bazi jsou obecné produkovany biologickymi systémy a mohou, ale
inemusi byt biodegradabilni. Tuto kategorii lze dale délit podle jejich zdroji na (1) polymery
na pfirodni bazi produkované vyhradné agropolymery (napf. chitosan, lignin, celul6za), ty
mohou byt dale chemicky ¢i fyzikdln¢ modifikovany, (2) polymery na ptirodni bazi
produkované geneticky modifikovanymi organismy nebo mikroorganismy (napf.
polyhydroxyalkanodaty) a (3) polymery na pfirodni bazi ziskdvané ze zemédélskych nebo
ropnych zdrojii prostfednictvim fermentace nebo konvenéni chemie (napf. PLA,

polyurethany).

Definice biodegradabilnich polymert souvisi s pojmem biodegradabilita, ktery byl
definovan jiz diive v textu, a ktery poukazuje na mozné vyhody biodegradabilnich
polymerti. Jednou z klicovych vyhod ptedstavuje jejich pouziti pii teSeni nckterych
enviromentalnich problém, napt. skladkovani, globalni oteplovani, uvoliiovani toxickych
latek do ovzdusi, pudy ¢i vody. Navic tyto biopolymery mohou ptispét k piekonani
bezpecnostnich a enviromentalnich problémi v riznych aplikacnich oblastech zemédélstvi,
mediciny, fizené dopravovani lé¢iv. a farmaceutického primyslu. Zdrojem
biodegradabilnich polymert mohou byt jednak pfirodni materidly (PLA, skrob), ale také
materidly z fosilnich paliv (PBS, polykaprolakton).

DalSi kategorii predstavuji polymery s opakujicimi se jednotkami, které 1ze rozd¢lit do
tfi zakladnich skupin pravé podle jejich opakujicich se strukturnich jednotek na (a)
polysacharidy (celuldza, alginat, Skrob, kyselina hyaluronova atd.), (b) proteiny (kolagen,
zelatina atd.) a (c) nukleové kyseliny (DNA, RNA).

Tou posledni kategorii podle autort Mazuki et al. (2022) jsou tzv. paterni jednotky
polymeru. Toto déleni je zaloZeno na strukturnim uspotadani biopolymert, tedy na jejich
hlavnim fetézci, tzv. patefi. Biopolymery mohou byt podle jejich hlavniho fetézce déleny

na: polyestery, polykarbonaty, polyamidy, vinylové polymery a polysacharidy [24].
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Dle autorii Singh et al. (2021) je mozné biopolymery rozdé€lit na biopolymery (1) ptirodni
(napt. celuléza, Skrob, zelatina), (2) syntetické (atd. chitosan, polykaprolakton,
polyvinylalkohol) a biopolymery (3) zalozené na opakujicich se jednotkach (napft. proteiny,
nukleové kyseliny, keratin) [19; 25].

Z vySe uvedeného lze usoudit, ze existuji riizné kategorie pro klasifikaci biopolymerd.
Definice ani klasifikace biopolymerti nejsou jednotné a lze k nim pfistupovat riizné
v zavislosti na raznych faktorech, napt. na zdroji piivodu danych biopolymeri nebo na

struktute biopolymeru ¢i nasledné aplikaci.

1.2 Vlastnosti a vyuziti biopolymeri

V poslednich letech se ¢im dal vice diskutuje o potencidlnich aplikacich biopolymerii
v riznych oblastech, coz dokazuje obr. 1, ktery odraZi mnozstvi podanych ¢i udélenych
patentd, zabyvajicich se hydrogely na bazi vybranych biopolymeri v ¢asovém rozmezi od
roku 1915 do kvétna 2023 [26]. Z mnozstvi patentl je patrné, Zze biopolymery ptedstavuji

uchdézejici se a udrzitelnou nahradu konvencnich plastii a zdjem o n€ permanentné vzrista.
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Obr. 1 — Pocet patentovych dokumenti (patentové prihlasky, udélené patenty) hydrogelii
na bazi riznych biopolymert od roku 1915 do kvétna 2023 [26]

Vzhledem k jejich vlastnostem jako je biodegradabilita, biokompatibilita, nizk4 nebo 1épe
zanedbatelna toxicita atd., 1ze o biopolymerech hovofit jako o slibnych materidlech v mnoha
riznych aplikacich jako je zeméd€lstvi, medicina, kosmetika, potravinaistvi ¢i obalovy

pramysl atd. [27].
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Jednu zmoznych aplikaci biopolymert pfedstavuje obalovy primysl. Nejbéznéji
pouzivané polymery jako obalové materialy jsou polymery z fosilnich paliv tedy napt. PVC,
PET, PS, PP atd. Nizka pofizovaci cena, vyborné fyzikalni (hustota, molarni hmotnost),
mechanické (pevnost v tahu) a bariérové vlastnosti (O2, CO») ¢ini vySe uvedené polymery
vhodné pro obalovy primysl. Jediny problém, ktery predstavuji, je jejich slozita
degradabilita (odbouratelnost) v ptirod¢ [23]. Zaroven se v posledni dobé objevuje snaha
snizovat emise CO; a tim 1 zavislost na fosilnich zdrojich, coz lze uskutecnit pouzivanim
recyklovanych materidlti nebo materiali z obnovitelnych zdroji [28]. Z toho divodu se do
popiedi dostavaji biopolymery jako naptiklad Skrob, ktery lze pomoci vodni pary preménit
na pénovy material. Napénény Skrob lze pak nasledné zpracovat lisovanim, do formy
riznych tackil nebo jednorazovych misek, které se po pouziti mohou rozpustit ve vodé a
ptipadné je znovu pouzit. Diky tomu nedochézi k hromadéni odpadu a produkei toxickych
latek [29]. V potravinaiském primyslu se jako obalové materiadly jiz vyuzivaji biologicky
odbouratelné materialy na bazi Skrobu, ktery pravé podporuje celkovou biodegradabilitu
obalového materidlu [30]. DalSim ptikladem materidlu, ktery je diky svym vlastnostem
(pfedev§im dobra transparentnost, lepSi bariérové schopnosti v porovnani s PS ¢i UV

odolnost) uplatilovan v obalovém primyslu je PLA [31].

V zemédélstvi Ize vyuzit hydrogely na bazi biopolymer (napt. ), napf. k pfendSeni a
fiznému uvoliiovani zivin ¢i hnojiv do pady, diky cemuz lze docilit efektivniho vyuziti ptdy
a vody, a zaroven tim omezit pfidavani syntetickych latek do Zivotniho prostfedi (pfi
zachovani stejnych pozadovanych vlastnosti vyslednych produkti). Piikladem téchto
biopolymert jsou napft. chitosan, PVA, celul6za atd. [32]. Potencialni aplikaci v zemédé&lstvi
by mohly mit také hydrogely na bazi Zelatiny, chitosanu a PVA ve formé tzv. reservoari
agrochemikalii pro oSetfeni odolnosti rostlin [33]. Biopolymery aplikované v zemé&d€lstvi
nemusi mit pouze formu hydrogelu, ale mohou to byt naptiklad nanoc¢astice chitosanu, které
1ze pouzit jako nosice pro fizené uvolnovani agrochemikalii (pfedevS§im diky prokédzanym
adsorpnim schopnostem, biokompatibilit¢ a biodegradabilit¢) [34]. Dale se chitosan
uplatiiuje jako stimulant rlstu rostlin, komplexy na béazi chitosanu jako fungicidy nebo

spole¢né s kovy (Cu, Zn, Ag) chitosan plsobi proti bakteriim, které napadaji rostliny [35].

V nedavné dobé se do popfedi zdjmu mediciny a souvisejicim oblastem (farmacie,
kosmetika) dostavaji biopolymery, pravé diky jejich unikdtnim vlastnostem, které
napodobuji vlastnosti materialt v Zivych systémech. Mnoho z nich se v Zivych organismech

pfimo vyskytuje (kyselina, hyaluronova, kolagen). Biopolymery se v ramci mediciny
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vyuzivaji v tkdnovém inzZenyrstvi, pfi hojeni ran ¢i jako nosice 1é¢iv. Mezi nejzajimave)si
biopolymery zkoumané pro aplikace v téchto oblastech patii napt. chitosan, kolagen,
polykaprolakton, PLA a kyselina hyaluronova [36; 37]. Chitosan napt. vykazuje
protinadorové ucinky a ma vysoky potencial v Iécbé karcinomu (napt. Zaludku [38]),
zarovenn ma také dobré antibakterialni uc¢inky, podporuje adhezi erytrocytl (tzn. Cervenych
krvinek), adsorpci fibrinogend, urychluje agregaci krevnich desticek a vykazuje dobré
hemostatické vlastnosti, coz lze vyuzit pii 1€cb¢ riznych forem zranéni [39]. Oproti tomu
kolagen se v souCasné dob& vyuziva pfi hojeni ran jako obvaz pii popalenindch ci
poskozenich kiize zplisobené infekei €i pfi operacich. Divodem jeho vyuziti spocivaji
predevsim v jeho regulovatelné biodegradabilité, nizké toxicité a vysoké biokompatibilité,
jelikoZ se jednd o biopolymer izolovany z zivych organisml [40]. OvSem tzv. ,Cisty*
kolagen ma pro pouziti pfi regeneraci kosti, chrupavek, kiize, kardiovaskularnich opravach
atd., fadu omezeni a to zejména z hlediska fyzikalné-chemickych vlastnosti, proto se
pristupuje k jeho modifikacim ¢i jinym Gpravam tak, aby 1épe splnoval specifické pozadavky
jako biomaterial pti obnové tkani [41]. I poly-e-kaprolakton (PCL), ktery je zastupcem
syntetickych biopolymerti, 1ze uplatnit v biomedicinskych aplikacich stejné jako vySe
uvedené biopolymery. Vynika dobrou stabilitou (za normélnich podminek, tj. 20 °C
a 101 325 Pa) a jednoduchou zpracovatelnosti (taveniny 1 z roztoku), tudiz 1ze biopolymer
upravovat do riznych tvarti v zavislosti na konkrétni aplikaci [42]. Naptiklad pomoci
technologie elektrostatického zvldknovani Ize ptipravit nanovlakna Mg/PCL, kterd by mohla

byt aplikovana ve formé scaffoldu pro tkanové inzenyrstvi [43].

I ptesto, ze se biopolymery jevi jako vhodné materialy pro ptipravu pokrocilych materiali
pro biomedicinské aplikace, maji fadu nevyhod — napft. nizké biomechanické vlastnosti ¢i
dobrou rozpustnost ve vod¢. Limitiim jednotlivych biopolymert lze predejit vytvafenim
kompoziti (smési) téchto biopolymert. Jejich vlastnosti se timto kombinuji, vzdjemné se
dopliluji a predstavuji tak jesté¢ vyhodnéj$i materidly pro pouziti v riiznych aplikacich.
Ptikladem takového kompozitniho materidlu jsou core-shell nanovlakna z PCL/Kolagen
nebo z PCL/PVA s potencidlnim vyuzitim pfi hojeni ran ¢i prenosu léCiv [44], dale
hydrogely na bézi chitosanu a kyseliny hyaluronové lze vyuzit jako tzv. bioinkousty
v regenerativni medicing€ [45], tenké filmy na bazi kyseliny hyaluronové s albunimem, lze
zase pouzit jako adhezivni materidly v medicin€ ¢i kosmetice [46], a v neposledni fad¢
hydrogely na bazi thiolovaného hyaluronanu a nanocastic polydopaminu piedstavuji slibny

material pro fizené uvoliiovani 1éciv [47].
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Jak uz bylo naznaceno vySe v textu, neméné vyznamny biopolymer piedstavuje kyselina
hyaluronova, kter¢ je diky svému strukturnimu uspotadani vnimana jako velky potencial pro

vyuziti v medicing, kosmetice nebo farmaceutickém pramyslu.

1.3 Kyselina hyaluronova

V roce 1934 Karl Meyer a John Palmer izolovali z o¢niho sklivce skotu polysacharid o
vysoké molekulové hmotnosti, ktery ve své struktufe obsahoval uronovou kyselinu a
aminosacharid. Nov¢ objevenou latku pojmenovali kyselina hyaluronova [48] (ndzev byl

odvozen od slova "hyaloid" (sklovity vzhled) a "kyselina uronova") [49; 50].

,, Kyselina hyaluronovda (HA) predstavuje nejvice vyuzivané materidaly pro pripravu
hydrogelii pro biomedicinské aplikace, a to predevsim diky jeji biokompatibilite,
biodegradabilité a prirozené biologické funkci (napr. zachytivani volnych radikalii,
distribuci latek v tele (kolagen)). Zaroven nepredstavuje pro organismus hrozbu ve formé
imunologicke toxicity. Aby HA existovala jako kyselina, musi se nachdzet v prostredi se silné
kyselym pH. Ve fyziologickém pH nese kazda karboxylova skupina zdaporny ndaboj a
vyrovnavd jej volnymi kationty napi. Na*, K*, Ca®* nebo Mg** Ve vodnych roztocich, a tedy
i v lidském organismu, na sebe zaporné nabita kyselina hyaluronova vaze kladné nabité
kationty (Na*) a vytvdaii soli, obecné nazyvané jako hyaluronan nebo hyalurondt sodny “

[51].
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2 HYALURONAN

Hyaluronan, nebo-li hyaluronat sodny (HA(Na)) je tedy sodnou soli kyseliny hyaluronové.
Jedna se o pfirodni linedrni polysacharid, ktery patii do skupiny nesulfatovych
glykosaminoglykanti (GAG). Hyaluronan je tvofen disacharidovou jednotkou, ktera se
sklada z opakujicich se jednotek D-glukuronové kyseliny a N-acetyl-D-glukosaminu (obr.
2) [52-54]. Pocet disacharidovych jednotek v makromolekule hyaluronanu mtize dosahovat
az 10 000. Moléarni hmotnost jedné disacharidové jednotky odpovida ptiblizn¢ 400 Da a jeji
délka je aproximovana na hodnotu 1 nm. Pokud by byl hyaluronan tvofen 10 000
opakujicimi se jednotkami, jeho délka by se rovnala 10 um, coz odpovida priiméru lidského

erytrocytu [50; 53]

-+

Oy ONa .4 OH
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@)

NH
OH 0

-
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Obr. 2 — Strukturni vzorec hyaluronanu

2.1 Struktura HA(Na)

Trvalo témét 20 let, neZ Meyer a Palmer dokézali pfesné popsat chemickou strukturu
objeveného polymeru. V pritbéhu téchto let se ukézalo, Ze uronové kyselina a aminosacharid
jsou ve skutecnosti D-glukuronova kyselina a N-acetyl-D-glukosamin [50], které jsou
navzajem spojeny stiidajici se B-(1,3) a B-(1,4) glykosidickou vazbou [5; 54; 55]. Popis
prostorového uspotfadani hyaluronanu je dulezity pro pochopeni jeho biologickych funkeci.
Sacharidové kruhy obsahuji objemné funkéni skupiny (hydroxylovou, karboxylovou a N-
acetylovou), které omezuji volnou rotaci kruhi kolem glykosidickych vazeb patete
polymeru, coz zvySuje tuhost celého polymerniho fetézce. Tyto funkéni skupiny se na fetézci
hyaluronanu uspofadaji do energeticky vyhodné&jsi ekvatoridlni roviny, ¢imz se snizi sterické
pnuti fetézce, a naopak atomy vodiki zaujimaji polohu v axialni roving (obr. 3), ktera se jevi
jako méné stericky vyhodna [5]. Uspotfaddni vodikli v axidlni rovin€ pfispiva
k hydrofobizaci disacharidové jednotky (nepolarni c¢ast molekuly) [5; 50], zatimco

ekvatorialni strana fetézce predstavuje vice polarni hydrofilni ¢ast fetézce hyaluronanu [50].
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Obr. 3 — Axidlni rovina hyaluronanu s vodiky [5]

Samotnou strukturu a jeji uspotfadani lze rozdélit na tzv. strukturu primérni, sekundarni, a
tercidlni. Primdrni struktura hyaluronanu je dédna uspofadanim disacharidovych jednotek,
ktera je slozena z [-B-D-glukuronové kyseliny -B-(1->3)-N-acetyl-B-D-glukosaminu-f-
(1>4)] v poméru 1:1 [50; 54; 56].

Hyaluronan jak uz bylo naznaceno, tvoti vodikové mistky, které na jednu stranu stabilizuji
makromolekulu v roztocich, na druhou stranu vSak zvySuji tuhost polymerniho fetézce, coz
ovlivituje vlastnosti roztokl hyaluronanu. Vodikové miistky mohou vznikat v rdmci jedné
makromolekuly, ale i mezi sousednimi molekulami. V kone¢ném dusledku, primarni
struktura a vodikové vazby pomahaji utvaret sekundarni a terciarni strukturu hyaluronanu

[56].

V makromolekule hyaluronanu se kazda nasledujici disacharidova jednotka v fetézci od té
predchozi i nasledujici lisi poto¢enim o 180°. Po dvou otocenich (celkem 360 °) se struktura
vraci do pivodni orientace, ¢imz vznika dvojnésobna Sroubovice nazyvana jako sekunddarni
struktura. Jak jiz bylo zminéno, pfitomnost vodikovych vazeb mezi N-acetylovou a
karboxylovou skupinou na fetézci sekundarni strukturu stabilizuje. Sekundarni strukturu
hyaluronanu ve své préci experimentalné dokazali panové Heatley a Scott v roce 1988 [57].

Na obr. 4 je schematicky zndzornéna sekundarni struktura hyaluronanu [5; 58; 59].

| NH- skupina nad rovinou | | Hydrofobni skrvny |

| COO- skupina nad rovinou | \ /
\ /

s
/ | NH- skupina pod rovinou |
| COOr skupina pod rovinou |

Obr. 4 - Sekundarni struktura hyaluronanu [5]
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Terciarni struktura je tvofena dvéma jednoduchymi Sroubovicemi hyaluronanu
v antiparalelnim (opacné orientovaném) uspotfadani, ¢im vzniké dvousSroubovice (obr. 5).
V antiparalelnim uspofadéani, které je energeticky nejvyhodnégjsi, jsou N-acetylové a
karboxylové skupiny vii€i sob& uspotfaddany v poloze trans, ¢imZ mezi nimi mohou vznikat
vodikové vazby smérem od donorovych (NH") k akceptorovym (COO") skupinam, které
stabilizuji strukturu fetézce. Navic se mezi hydrofobnimi oblastmi interagujicich fetézct
HA(Na) nebo sousednimi molekulami utvati hydrofobni interakce, které také stabilizuji
terciarni strukturu hyaluronanu [5; 55; 58]. Tato struktura je formaln€ ekvivalentni struktuie

B-skladanému listu, jez predstavuje velmi typické usporadani proteint [58; 59].

l Vodikové vazby mezi donorovymi NH- a akceptorovymi COO- |

Obr. 5 - Terciarni struktura HA(Na) [5]

Razna konformace hyaluronanu a jejich vzajemny vztah je dulezitym predpokladem
k pochopeni jeho fyzikalnich vlastnosti a také biologickych funkcich v zivych organismech
[60]. Struktura HA(Na) byla studovéna v pevném stavu, ale i v roztoku.

2.1.1 Konformace HA(Na) v pevném stavu

Konformaci fetézce HA v pevném stavu studovali Sheehan a Atkins (1973), ktefi pomoci
rentgenové difrakce sledovali preménu dvousroubovice hyaluronanu na jedno-vlakenné
utvary. Pfeména se odvijela od riznych faktorli, jako napft. relativni vlhkost, teplota a

prilozené napéti [60].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 25

~N
7

.

P
i'l

(i)
liii)

/ W
OW

F

A

| / ]

Obr. 6 — Schématické znazornéni riiznych konformaci HA(Na) a jejich vzajemnych vztaht

[60]

Na obr. 6 je zndzornéno schéma popisujici vzdjemnou souvislost mezi jednotlivymi
konformacemi hyaluronanu. Schéma fetézce oznacené jako (i) predstavuje fetézec HA(Na)
ve zftedéném roztoku; (i1) dvousroubovici; (ii1) dvé antiparalelni Sroubovice bez vzajemného
vynuti; (iv) dvé jedno-vldkenné Sroubovice v t€snéjSim uspotadani; (v) Sest stejnych fetézcii
uspofadanych blize k sobé rozdelenych do dvou skupin s podobnou polaritou, pfi¢emz
kazdy fetézec ma Ctyti blizké sousedici fetézce; (vi) jeste vice kompaktni usporadani, kdy
kazdy fetézec ma pét sousedicich fetézci a posledni schéma (vii) znazornuje volnou formu
HA(Na) ve formé kyseliny, ktera byla ziskana snizenim pH roztoku. Z uvedeného schématu
je patrné, Ze mezi vSemi konformacemi existuje vztah a Ze vSechny mozné konformace

fetézce HA lze dosahnout v roztoku [60].

V roce 1983 stejni autofti zjistili, Ze uspotadani fetézce hyaluronanu je zavislé na ptitomnosti
kationtd pfitomné soli a na pH prostiedi. Levotociva Ctyfnasobna (Ctyfikrat stocend)
Sroubovice byla potvrzena u jedno-vlakenné Sroubovice v prostiedi sodného iontu (Na*) v
oblasti pH 4,0-11,0, a také u dvou-Sroubovice v piitomnosti draselného iontu (K*) v oblasti
pH 3,0-4,0, zatimco pii hodnoté pH 2,0 byla v pfitomnosti K* pozorovana dvojnasobna
(dvojité stocend) Sroubovice. V pfitomnosti vapenatého iontu (Ca®") byla potvrzena
levotoCiva trojnasobné (tfikrat stocend) Sroubovice (pii pH 4,0-10,0). Pod pH 4,0
v piitomnosti Na" a K* odpovida konformace HA(Na) zcela jinému uspofadani. Sodny iont
zpusobuje, ze fetézec polymeru je nejvice natazeny, zatimco u draselné¢ho iontu je tomu

piesné naopak, je sbaleny. Nicmén¢ je potieba zdlraznit, ze vSechny zminéné konformace
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jsou vzdy vice ¢i méné stabilizovany vodikovymi vazbami [61]. Z provedeného
experimentu bylo prokazano, ze konformace hyaluronanu je velmi flexibilni a zavisla na

rozlozeni kationti kolem makromolekuly. Rovnéz je zfejmé, ze pii méfeni v pevném stavu

cvwr

[62].

I presto, ze data ziskana rentgenovou difrakcei jsou velmi cennd, poskytuji informace pouze
o konformaci fetézce hyaluronanu v pevném stavu, jelikoz provedena meéfeni byla
realizovana na tenkych filmech, jez jsou vysledkem vysuSeni roztoku hyaluronanu
v pozadované soli a pH. Jedna se tedy o statickou konformaci HA(Na). Informace o

dynamické konformaci fetézce lze ziskat pfimym métenim z roztoku.

2.1.2 Konformace HA(Na) v roztoku

oy e

zjisténo, ze hyaluronan se ve zfedéném roztoku chova jako tuha ndhodna spirala. Stejnou
strukturu zaujimé i v koncentrovaném roztoku ovSem s tim rozdilem, Ze fetézce vytvari
zapleteniny, tzn. Ze hyaluronan v roztoku vykazuje viskoelastické chovani, ale nikdy netvofi
gely [63]. Toto zjisténi predstavovalo spiSe neocekavany vysledek, vzhledem k jiz zndmému
pravidelnému a tésnému usporddani fetézce. Dle pifedchozich experimentl se totiz
predpokladalo, Ze fetézce hyaluronanu se budou spise skladat na sebe (stejnym zplisobem
jako alginatové a agarozové tetézce), jehoz vysledkem budou celkem tuhé gely. Tento

predpoklad se ovSem nepodaftilo potvrdit [62].

Ve ziedéném roztoku je patet fetézce hyaluronanu (disacharidové jednotky) fixovana vlivem
chemické struktury disacharidu, vnitinich vodikovych vazeb a vzijemnou interakci
s rozpoustédlem. Atomy vodiku v axidlni roving, které piedstavuji hydrofobni cast
makromolekuly, spole¢né€ s hydrofilni ¢asti v ekvatoridlni roving, vytvareji strukturu tzv.
stocené ,,stuhy*. V disledku toho, zaujimé fetézec hyaluronanu ve zifedéném roztoku
strukturu expandované nahodné spiraly [50; 62]. A pravé proto lze ziedény roztok
hyaluronanu vyuZit k detekci velikosti a také konformaci jeho fetézce, kterd ma vliv na
biologické vlastnosti. Hydrodynamicka velikost hyaluronanu o nizké molekulové hmotnosti
(fadove jednotky kDa) byla zjist€éna meétfenim diftznich koeficienti pomoci disperzni
techniky, kterou vynalezl Taylor vroce 1953 [64], a ktera byla pozdéji zdokonalena
simulacemi molekuldrni dynamiky [65]. Velikost fetézce o vysSSich molekulovych

hmotnostech lze zjistit na zdkladé meéteni diftiznich koeficienti pomoci dynamického
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rozptylu svétla. Experimenty provedené s vyssi molekulovou hmotnosti fetézce hyaluronanu
byly provedeny na roztocich o pH 6,0, ve kterych se HA(Na) chova spise jako polyelektrolyt,
a pti hodnoté pH 2,0, je v prakticky neutralni. Pfi stanoveni poméru molekulové hmotnosti
fetézce a jeho velikosti 1ze ziskat informace o pfiblizném tvaru (konformaci) makromolekuly
v roztoku. Vysledky méfeni fetézcl pii nizké molekulové hmotnosti ukézaly, ze konformace
HA(Na) odpovida spise ztuhlym tyCinkovitym fetézciim, zatimco pii rostouci vysoké
molekulové hmotnosti se jeho konformace znatelné¢ méni a odpovida spirdlovité struktuie

[62].

Hyaluronan, M= 500kDa:

1) v deionizované vodé

2) v 0,5M NaCl

3) v 0,5M NaOH

O

Ry 95nm Ry 33,5nm Ry 17,5nm

Objemové 100 4,4 0,61
srovnani

Obr. 7 — Porovnani hydrodynamického poloméru hyaluronanu v deionizované vodé
(vlevo), roztoku NaCl (uprostied) a roztoku NaOH (vpravo)

Velikost fetézce v roztoku, tedy jeho hydrodynamicky polomér (Rx), bude zaviset na slozeni
roztoku, ve kterém se fetézec HA(Na) vyskytuje. Na obr. 7 je znazornén hydrodynamicky
polomér fetézce hyaluronanu o molekulové hmotnosti 500 kDa v riznych roztocich.
Nejvyssi Ryma fetézec v deionizované vode, z cehoz 1ze usoudit, Ze ve vod¢ zbavené vSech
iontd, je fetézec nejvice rozbaleny a natazeny. Mensi Ry lze poté zméftit v roztoku 0,5M NaCl
a nejmensi pak v roztoku 0,5M NaOH [63]. Pravdépodobna pfi¢ina zmény konformace je
takova, ze ionty konkrétnich soli zastini elektrostatické odpuzovani mezi naboji na fetézci
HA(Na), ¢imZ se zmenSi Ry fetézce. Snizeni Ry je doprovazeno snizenim viskozity roztoku
[66]. Zména konformace fetézce v alkalickém roztoku (NaOH) je pravdépodobné zptisobena

zvySenymi elektrostatickymi interakcemi a tvorbou vodikovych vazeb v rdmci fetézce [63].

2.2 Vyskyt HA(Na)

Hyaluronan je ptirodni polymer, ktery se vyskytuje nejen ve zvifecim a lidském télem. Je

také soucasti celé tady bakterii (napt. Streptococcus equi, Streptococcus zooepidermicus,
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Streptococcus equisimilis, Streptococcus pyogenes, Streptococcus uberis, Pasteurella
multocida), zelenych tas (Chlorella infikovand chloroviry), kvasinek (Cryptococcus
neoformans) a meékkyst. Avsak v rostlinach, houbach ¢i hmyzu nebyla jeho piitomnost

prokazana [67].

Vysoké koncentrace HA(Na) v lidském téle se vyskytuje v pojivovych tkénich, jako je
pupecni $nira, synovidlni (kloubni) tekutina, kize a o¢ni sklivec. Mensi mnozstvi HA(Na)
1ze nalézt také v plicich, ledvinach, mozku a svalech. Naopak nejnizsi koncentrace HA(Na)
byla potvrzena v krevnim séru [68]. Télo dospélého ¢lovéka o primérné hmotnosti 70 kg
obsahuje az 15 g HA(Na) [5; 69], pficemz téméf polovina se nachazi v kiizi [68; 69]. VEtSina
hyaluronanu je soucasti extracelularni matrix, ve které vykonava spoustu funkei, jak bude
naznaceno v dalsi kapitole (viz kap. Vlastnosti a funkce HA(Na)) [59; 69]. Ve velkém

mnozstvi jej 1ze nalézt také v kohoutim hiebinku (7,5 mg/g).

2.3 Syntéza a degradace HA(Na)

2.3.1 Syntéza a degradace HA(Na) v lidském téle

Syntéza hyaluronanu probihd na vnitini strané plazmatické membrany prostiednictvim tii
transmembranovych enzymut nazyvanych hyaluronan-syntazy (HAS1, HAS2 a HAS3) [69].
Rostouci fetézec HA(Na) je vytlacovan na povrch buiiky nebo pfimo do ECM. Aktivita HAS
je fizena ristovymi faktory, cytokiny a dal§imi proteiny jako jsou kinazy, avSak kvili rizné
sekvenci gend jsou HAS fizeny rliznym zplUsobem, coz vede k odlisné reakci HAS na
transkripéni signaly. Naptiklad ve fibroblastech se pfi transformaci ristového faktoru
zvysuje exprese HAS1 a zarovei se snizuje exprese HAS3. Mimo to se jednotlivé HAS 1isi
také v biochemickych a syntetickych vlastnostech. HAS1 pfedstavuje nejméné aktivni formu
a syntetizuje HA(Na) o molekulové hmotnosti 103 az 10° Da. HAS2 je aktivn&jsi nez
piedchozi forma a syntetizuje HA(Na) o M; vétsi nez 10° Da. A nakonec nejaktivnéjsi enzym
HAS3 produkuje fetézce HA(Na) s M; mensi nez 10° [67; 69]. Na obr. 8 jsou naznaceny
klicové kroky HA(Na) od jeho syntézy az po jeho degradaci v lidském téle.
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Obr. 8 — Schématicky obrazek naznacujici klicové kroky HA(Na) od jeho syntézy az po
jeho degradaci v lidském téle [67]
K degradaci HA nejcastéji dochazi na zaklad¢ 2 rozdilnych mechanismii: (1) specificka
degradace, kterd je zprosttedkovana enzymy hyaluroniddzami a (2) nespecificka degradace,
jez je podminéna oxidacné-redukéni reakci zpiisobenou kyslikovymi radikaly [5; 67].
Zajimavé je, ze pomoci zminénych mechanismu se rozlozi pouze 30 % HA(Na) z celkovych
15 g, které se primérné v lidském téle vyskytuje. Zbylych 70 % je lymfou transportovano
do lymfatickych uzlin, kde dochazi k jeho katalyze endotelovymi buiikami lymfatickych
cév. Mala ¢ast se krevnim ob&hem transportuje do jater, kde také dochazi k postupnému
odbouravani fetézce HA(Na) endotelovymi bunkami. Odhaduje se, ze polocas rozpadu

fetézce hyaluronanu v kazi je 24 h, v chrupavce 1 — 3 tydny a ve sklivei 70 dni [67].

2.3.2 Primyslova produkce HA(Na)

V soucasné dobé, je primyslova produkce hyaluronanu je zalozena na dvou hlavnich
procesech: na (a) extrakci zZivociSnych tkani a (b) mikrobidlni fermentaci pomoci
bakterialnich kmenti. Obé zminéné metody poskytuji polydisperzni hyaluronan, jejiz

molekulovd hmotnost leZi v rozmezi hodnot (My > 10° Da, PDI = 1,2 —2,3) [70].

V 50. letech byl hyaluronan izolovan pfedevsim z pupecni $iiiry, hovéziho sklivee nebo
kohoutiho hiebenu, pfi¢emz nejbéznéjsim zdrojem byl kohouti hiebinek, protoze obsahoval
nejvetsi mnozstvi hyaluronanu (7,5 mg/g). Velkou nevyhodou procesu extrakce ale byla

nevyhnutelnd degradace hyaluronanu zptisobena endogenni aktivitou hyaluronidazy
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v zivo€iSnych tkanich, kterd rozklada polymerni fetézec enzymatickou hydrolyzou, a také
drsnymi podminkami extrakce [70]. Izolace hyaluronanu z zivocisnych zdroji sebou nesla
obavy z nezadoucich ucinki na lidské zdravi, zejména v duasledku potencialniho rizika
kontaminace proteiny a viry pfitomnych v samotnych extraktech [70; 71]. Tomu §lo piedejit
jak pouzitim tkani zdravich zvitat ale také rozsahlym cisténim. Kazdopadné mozné riziko
kontaminace zvySilo zdjem o biotechnologickou produkei, jejiz pokroky vedly k vyvoji

geneticky modifikovanych bakterii produkujicich velké mnozstvi hyaluronanu [70; 72].

Produkce hyaluronanu bakteridlni fermentaci zacala v 60. letech minulého stoleti, kdy se
zjistilo, ze hyaluronan produkovany zivoCiSnymi tkanémi je shodny s HA(Na)
produkovanym bakteriemi. Ale na rozdil od zivocisného, bakteridlni HA(Na) neni
imunogenni, a proto se vice hodi pro vyuziti v oblasti mediciny [70]. Hyaluronan tvoii
bakteridlni kapsuly, kterd chrani bakterie pfed reaktivnimi oxidy, jez jsou uvolilovany
leukocyty jako obrana proti infekci. HA(Na) kapsule pravdépodobné znemoziuje
imunitnimu systému rozpoznat bakterii jako cizi entitu v téle. Zaroven HA(Na) napomaha

bakteriim v migraci pies epitelialni vrstvy [1].

Mikrobialni fermentace je v zasad¢ jednoduchy proces s vysokymi vytézky nativniho
HA(Na). Mikrobidlni bunky lze fyziologicky nebo metabolicky fidit tak, aby produkovaly
vice hyaluronanu o vysoké molekulové hmotnosti, coz je nespornou vyhodou pii jeho

produkci [70].

2.4 Vlastnosti a funkce HA(Na)

Jak uZ bylo zminéno, hyaluronan je biopolymer s unikatni kombinaci vlastnosti jako je napf.
biodegradabilita, biokompatibilita, vysoka hydrofilita, minimalni ¢i Zddnd imunogenicita a
jiné biologické vlastnosti [73; 74], které uzce souvisi s jeho funkcemi v zivych organismech
a také s mozZnou aplikaci. Fyzikaln¢-chemické vlastnosti 1 biologickd aktivita hyaluronanu
jsou siln¢€ zavislé na molekulové hmotnosti fetézce, coz znacné¢ ovliviiuje nésledné aplikace
HA(Na). Naptiklad HA(Na) sniz§i molekulovou hmotnostni stimuluje proliferaci
endotelidlnich bun¢k a imunologické reakce a také proces tvorby novych cév [75], zatimco
HA(Na) s vy$si molekulou hmotnosti jsou nezbytnou soucasti synovialni tekutiny, kde

zajist'uji lubrikaci kloubi ale také funguje jako tzv. tlumic vibraci a narazt [69].
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2.4.1 Fyzikilné-chemické vlastnosti HA(Na)

Ve vodném prostiedi jako je napt. synovialni tekutina ¢i o¢ni sklivec, hyaluronan existuje
jako zaporné nabitd makromolekula o vysoké molekulové hmotnosti (MDa). Pravé diky
vysoké M; a natazenému fetézci HA(Na) vykazuje unikatni viskoelastické chovani, které 1ze

dobfte popsat pomoci reologickych veli¢in [69].

Chovani roztokii HA(Na) pifechdzi z Newtonského na ne-Newtonské v zévislosti na
molekulové hmotnosti, koncentraci ¢i smykové rychlosti [59]. Pii namahéni se fetézce
HA(Na) s rostouci smykovou rychlosti deformuji a organizuji v proudovych liniich ve sméru
toku, coz vede ke snizeni viskozity. Toto chovani se uplatiiuje napiiklad pti aplikovani
HA(Na) l¢ékatskymi jehlami [55]. Mimo to, roztoky HA(Na) nevykazuji tixotropni chovani,
(viskozita se pfi zvySovani rychlosti smykové deformace neli$i od viskozity métené pfi
sniZovani rychlosti smykové deformace) coz znamena, ze po ukonceni naméhani dochazi
k navratu struktury fetézce do pivodni konformace. Viskozita roztoki HA(Na) je velmi
dalezitym parametrem ve fyziologickych a biochemickych procesech, a také pfi
terapeutickych, lékarskych, bioinZenyrskych, kosmetickych a potravinaiskych aplikacich
[56].

Viskoelastické chovani roztoku HA(Na) zavisi na mnoha parametrech, jako jsou: struktura
fetézce, molekulova hmotnost, koncentrace, pH roztoku, iontova sila prosttedi ¢i teplota

[76].

Je znédmo, Ze s rostouci molekulovou hmotnostni a koncentraci HA(Na) roste viskoelastické
chovani roztoku [56; 63]. S rostouci koncentraci roztoku HA(Na) roste také jeho viskozita.
Zaroven ale, pfi nizkych smykovych rychlostech viskozita roste s rostouci molekulovou
hmotnosti hyaluronanu. Ov§em pfi vysokych smykovych rychlostech (1000 s™), viskozita

roztoku HA(Na) nezavisi na jeho molekulové hmotnosti (pfi konstantni koncentraci) [77].

Jak jiz bylo zminéno, viskoelasticita zavisi na pH roztoku a také na teploté [59; 76]. Teplota
uzce souvisi s hydrodynamickym objemem, ktery zavisi na tuhosti dané¢ho fetézce. Ta je
zpisobena sterickym branénim rotace kolem vazby mezi sacharidovymi kruhy a dynamicky
se tvoficimi vodikovymi milstky na fetézci HA(Na). Se zvySujici se teplotou je otaceni kruht
kolem vazeb snazsi a fetézce ziskavaji na pruznosti, ¢imzZ se nasledné sniZzuje objem, a i
vysledna viskozita. Tedy s rostouci teplotou klesd viskozita roztoku HA(Na). Bylo

prokazéano, Ze pii zméné teploty z 25 na 65 °C dochazi ke sniZeni viskozity az o 25 % [76].
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Hodnota disocia¢ni konstanty (pKa) hyaluronanu se pohybuje kolem hodnoty 3,0, coz
znamena, ze jakakoli drobna zména pH bude mit vliv na ionizaci fetézctt HA(Na). Pii zméné
disociace se budou meénit i intramolekularni interakce mezi jednotlivymi fetézci, a tedy 1
reologické vlastnosti roztokl [59]. Za normalnich podminek pii neutralnim pH (pH 6,0-8,0)
se zavislost viskozity na pH pfili§ neprojevi. OvSem pii vysokém pH (napt. pH 11,0) se
zvySuje rotace kolem glykosidickych vazeb v disledku pteruseni vodikovych mustk,
hydrodynamicky objem fetézce se snizuje a tim i1 viskozita roztoku. Naopak pii velmi
nizkém pH (napt. pH 2,5), kdy dochdzi k asociaci fetézch HA(Na), vznika viskoelasticky

roztok pripominajici gel [76].

2.4.2 Biologické funkce HA(Na)

Jak uZ bylo zminéno, hyaluronan v ramci zivych organismil, v¢etné lidského téla, vykonava
fadu biologickych funket, které jsou spojeny s jeho vlastnostmi. Naptiklad napoméha hojeni
ran tim, ze podporuje migraci a proliferaci bun¢k, usnadituje pronikéani bilych krvinek na
misto postizeni, zlepSuje hydrataci tkdn¢ a tim rovnéz piispiva k jeji obnové. [73; 78].
HA(Na) rovnéz vykazuje antioxida¢ni ucinky, coZz znamend, ze v kizi vychytdva volné
kyslikové radikaly, které vznikaji plisobenim UV zéfeni ze slunce a které maji Skodlivy
ucinek na lidsky organismus, a prevadi je na méné reaktivni formy [69; 73]. K jeho dalSim
funkcim v zivych organismech patii schopnost regulace vody v kozni tkani (hydratace),
¢imz méni jeji objem a stlacitelnost [63; 69; 78], ale i interakce s riznymi molekulami
extracelularni matrix z n¢j déla nepostradatelnou soucast mezibunééné hmoty. Hyaluronan
také interaguje s riiznymi receptory na povrchu buné€k, ¢imz mizZe aktivovat nitrobunéénou
komunikaci a stimulovat tak proliferaci a migraci bunck [63]. Také reguluje bunécnou
adhezi a motilitu prostfednictvim receptoriim, které interaguji s cytoskeletem [2]. A jak jiz
bylo feceno, své nepostradatelné uplatnéni nachdzi také v kloubni tekuting, kde ptisobi jako
tzv. tlumi¢ vibraci a ndrazii pfi zatizeni, ¢imz sniZzuje tfeni pohybujicich se kloubl a

opotiebeni kloubniho aparatu.

Mimo vySe uvedené funkce, které HA(Na) v zivém organismu zastava a které jsou spjaty
predevSim s pojivovymi tkanémi a s ECM, bylo na zdklad¢ studii proteini s navazanym
HA(Na) a specifickych receptorti odhaleno, ze biopolymer hraje vyznamnou roli v procesu
embryogeneze [69] a také dvojroli pfi vyvoji nadoru. Vysokomolekularni hyaluronan se
vyskytuje ve zdravé tkani, kde udrzuje homeostazu a zaroven omezuje bunécnou proliferaci.
Ovsem pfi procesech jako je napf. hojeni ran, dochazi ke snizovani molekulové hmotnosti

HA(Na) a konecna délka fetézce odpovidajici oligosacharidiim, které podporuji angiogenezi
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(novotvorba krevnich kapilar), ¢ehoz vyuzivaji i nadorové bunky pfti transportu krve bohaté
na kyslik a ziviny. Na druhou stranu, zvySena produkce vysokomolekuldrniho HA(Na)

naopak souvisi s rezistenci vici nadoram [78; 79].

2.5 Aplikace HA(Na)

Aplikace hyaluronanu se odviji od jeho molekulové hmotnosti, jelikoz ta ovliviiuje jeho
vlastnosti 1 biologické funkce, které byly podrobné rozebrany v ptedchozi kapitole. Kromé
biologickych funkei, které plni pfirozené v lidském téle, 1ze izolovany hyaluronan vyuZzit

v celé rad¢ aplikaci v medicing, kosmetice, farmacii atd. [2; 3].

Ptirodni hyaluronan se vyuziva pti 1é¢b¢ osteoartritidy (degenerativni onemocnéni kloubtt),
ktera je charakterizovdna zménami v buitkdch 1 ECM vedouci k m&knuti az ztraté¢ kloubni
chrupavky, synovidlnimu zénétu a jinym potizim spojenych s kloubnim aparitem.
V synovialni tekutiné dochazi ke snizené syntéze HA(Na), zvySené degradaci a snizeni
koncentraci i molekulové hmotnosti HA(Na). Pti 1é¢bé tohoto onemocnéni se pouziva tzv.
intraartikulérni terapie HA(Na), tj. injek¢ni aplikace HA(Na) do mista postizeni, znama jako
viskosuplementace. Aplikace HA(Na) do nemocného kloubu ma za nasledek podporu hojeni
a obnovu kloubni chrupavky, udrZeni vitality a inhibici rozpadu chondrocytii (bunky tvofici
chrupavku), stimulaci syntézy slozek tvotici ECM (napft. kolagen, proteoglykany) atd. [2].
Hyaluronan lze rovnéz vyuzit jako terapeuticky prostfedek pro 1écbu patologickych stavii
souvisejicich s hojenim koZnich ran jako jsou rizné popéleniny, diabetické viedy,
hypertrofické a keloidni jizvy [3]. V souCasné dobé& se uspesné pouziva jako soucast fady
obvazil na rany, které byly studovany a prokazaly klinickou u¢innost u riznych typi ran.
Komeréni produkty na bazi HA(Na) vyuzivané pfi 1ébé koZnich ran jsou napt. HYIODINE
(Contipro), HYALOMATRIX (Anika) a IALUSET (Laboratoires Genévrier) [4].

2.6 Modifikace HA(Na)

Chemicka modifikace HA(Na) muze byt v principu provedena dvéma riznymi zplisoby —
konjugaci nebo sitovanim (Obr. 9). Pti konjugaci dochazi k navazani substituentu na fetézec
HA(Na) jednou vazbou, zatimco pfi sitovanim se k sobé vazou rizné fetézce HA(Na) dvéma

nebo vice vazbami [72].
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Konjugace Sitovani
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HA(Na) fetézec
Monofunkéni + + Bifunkéni
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Obr. 9 — Schéma chemické konjugace a sitovani fetézce HA(Na) [72]

Metodou sitovani je docileno zlepSeni mechanickych, botnacich a viskoelastickych
vlastnosti hyaluronanu. Sitovanim lze rovnéz ovlivnit degradaci materidli na bazi
hyaluronanu a jejich setrvani v misté aplikace. Ze zesitovaného hyaluronanu Ize pfipravit
napf. hydrogely, scaffoldy ¢i nosi¢e léCiv, aniz by doslo k omezeni jeho biologické
funkénosti polymeru po dobu, kterou je mozné fidit. Konjugace zahrnuje celou tadu
chemickych modifikaci, pfi nichZ v podstaté dochdzi k zavedeni novych funkénich skupin
na hyaluronovy fetézec [80; 81]. Primarnimi misty na fetézci HA(Na), které podléhaji
chemické modifikaci, jsou karboxylova, hydroxylova a N-acetylova skupina, sekundarnim
mistem modifikace pak mohou byt tzv. sekundarni hydroxylové skupiny na D-glukuronové
kyseling. Vétsinou se tyto modifikace realizuji ve vodném prostiedi, pokud ovSem muze
behem reakce dojit k hydrolyze, ptistupuju se k modifikacim v organickych rozpoustédlech
(napt. DMSO). V takovém piipadé musi byt sodna st kyseliny hyaluronové pfevedena bud’
na kyselou formu nebo na tetrabutylamoniovou stl (TBA), ktera je rozpustné v organickych

rozpoustédlech [67; 72].

V nasledujicich podkapitolach jsou uvedeny mozné nejCastéjsi zplisoby chemické

modifikace HA(Na).

2.6.1 Modifikace N-acetylové skupiny

Jednou z moznych a patrné nejcastéji provadénych modifikaci je modifikace N-acetylové
skupiny tzv. deacetylace. Pti ni nedochédzi k navazéni nové funkéni skupiny na fetézec
hyaluronanu, ale k odStépeni N-acetylu z N-acetyl-D-glukosaminu jak je vidét nize na

prilozeném schématu (obr. 10) [72].
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Obr. 10 — Odstépeni N-acetylu z fetézce hyaluronanu [81]

Vysledkem deacetylace je aminoskupina, kterd miize reagovat s karboxylovou skupinou na
D-glukuronové kyseliné, a to stejnym mechanismem jako niZze popsané amidace
karboxylové skupiny. Vysledkem reakce je tzv. samozesitény (auto-crosslinked) hydrogel
[72]. Hydrogel 1ze ptipravit také reakci aminoskupiny vzniklé deacetylaci na jednom fetézci

a karboxylovou skupinou na druhém fetézci hyaluronanu [81].

2.6.2 Modifikace hydroxylové skupiny

Jak uZ bylo uvedeno, kromé& modifikace N-acetylové skupiny lze provést modifikaci
hydroxylové skupiny, ktera piedstavujejednu z dalSich moZznosti, jak chemicky modifikovat
hyaluronovy fetézec. Hydroxylové skupiny na hyaluronovém fetézci lze rozdélit na
primarni, které jsou lokalizované na N-acetyl-D-glukosaminu, a sekundarni, které se nachazi
na D-glukuronové kyselin¢ [80]. Mezi zplisoby modifikace této skupiny patii naptiklad
etherifikace, esterifikaci nebo oxidace [72].

Etherifikace

Etherifikace zprostfedkovand alkylaénimi Ccinidly je jednou zbéZznych modifikaci
hydroxylové skupiny mnoha polysacharidl. V piipad€ hyaluronanu se tyto reakce vyuzivaji
k vytvoteni zesitované struktury a piiprave hydrogela ¢i scaffoldd [80]. Rozpustné HA-
ethery byly pfipraveny reakci 2-alkyloxymethyloxiranu s hyaluronanem za alkalickych
podminek (Obr. 11). Dle vysledkii autorti MIcochova et al. (2007) tyto derivaty vykazovaly
vysokou biokompatibilitu a vhodnou dobu enzymatické degradability v zavislosti na délce

alkalického fetézce a stupni substituce [82].
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Obr. 11 — Ptiprava HA-ethert [82]
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Ke vzniku zesitovanych struktur prostiednictvi etherovych vazeb na hydroxylovych
skupinach HA(Na) lze vyuzit také epoxidy, napt. 1,4-butandioldiglycidyl ether (BDDE),
jako sitovaci ¢inidlo, které zprosttedkuje vazbu mezi fetézci HA(Na) za vzniku hydrogelu
(obr. 12). Reakce spociva v otevieni epoxidového kruhu BDDE, ktery dale reaguje
s hydroxylovymi skupinami HA(Na) [72].

Ao Oy —
BDDE (0]

HA
rm ro\j\/o\/\\,/\of\(\oj
HA CH

Obr. 12 — Reakce HA(Na) s BDDE za vzniku zesitované struktury [72]
Krom¢ BDDE, lze pro sitovani HA(Na) vyuzit také butandiol-diglycidylether,
ethylenglykol-diglycidylether [80] ¢i divinylsulfon v alkalickém prostiedi [72].

Esterifikace

Esterifikace hydroxylovych skupin nebyva Casto realizovanou modifikaci kvili nepfilis
dobré rozpustnosti HA(Na) fetézce v rozpoustédlech vhodnych pro acylaéni reakce a také
kvtli niz$i reaktivité sekundarnich hydroxylovych skupin [80]. K esterifikaci hydroxylovych
skupin patii napf. reakce HA(Na) sanhydridem kyseliny methakrylové nebo
alkryloylchloridem za specifickych podminek (obr. 13). Methakrylatovy ¢i akrylatovy

derivat 1ze nasledné zesitovat pomoci UV zafeni za vzniku hydrogelu [83; 84].
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Obr. 13 — Priprava (meth)akrylatového derivatu HA(Na) [80]
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Vysledky prace Seidlits et al. (2010) ukazuji, ze mechanické vlastnosti takto pfipravenych
hydrogeltl maji rozhodujici vliv na diferenciaci neurdlnich progenitorovych bunék (4.
nediferencované neuralni buniky), coz ma velky klinicky vyznam, jelikoz tyto buiiky mohou
dozrat v dopaminergni neurony, tedy bunky, které degeneruji u pacientl trpicich

Parkinsonovou chorobou [83].
Oxidace

Oxidace je dalsi moznosti, jak modifikovat hydroxylové skupiny na hyaluronovém fetézci.
Slibnou modifikaci sekundéarnich hydroxylovych skupin pfedstavuje oxidace pomoci
jodistanu sodného (NalOs). Reakci s jodistanem dochazi k rozstépeni vazby mezi uhliky na
sacharidovém kruhu za vzniku dvou aldehydickych skupin (obr. 14). Tyto mohou dale
reagovat se zbylymi hydroxylovymi skupinami na sousednich fetézcich, které nebyly
zoxidovany, za vzniku cyklickych hemiacetalii. Aldehydické skupiny na oxidovaném
HA(Na) fetézci s aminovou skupinou vytvaii tzv. Schiffovu bazi (R;C=NR', R' # H), ¢imz

vznika zesit'ovana struktura (hydrogel) [85; 86].
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Obr. 14 — Moznosti oxidace HA(Na) fetézce [80]

Alternativou NalOs je oxidace primarni hydroxylové skupiny zprosttedkovana 2,2,6,6-
tetramethylpiperidinyl-1-oxy radikalem (TEMPO) za vzniku aldehydické skupiny na N-
acetyl-D-glukosaminu (obr. 15). Vtomto pfipadé zlstavaji sekundarni hydroxylové
skupiny, a tim i1 sacharidovy kruh D-glukuronové kyseliny, nedotéeny. I z takto oxidovaného
HA(Na) lze pftipravit hydrogely, které lze vyuzit jako nosice léCiv nebo na konjugaci

proteinti .
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2.6.3 Modifikace karboxylové skupiny

Mezi modifikace karboxylové skupiny na fetézci hyaluronanu patii napt. esterifikace a
amidace, které se provadé¢ji po piedchozi aktivaci karboxylové skupiny pomoci riznych

aktivacnich Cinidel [67], nejcastéji karbodiimidl (napt. EDC, DMTMM) [72].

Esterifikace

Esterifikaci karboxylové skupiny D-glukuronové kyseliny pomoci riiznych typa alkoholi
lze ptipravit derivaty hyaluronanu, které se souhrnné oznacuji zkratkou HYAFF. Do této
skupiny patii naptiklad benzylester (HYAFF 11) nebo ethylester (HY AFF 7) hyaluronanu
[80; 87]. Esterifikaci dochazi ke snizeni hydrofilnich zdporné nabitych karboxylovych
skupin, a tim ke zvySeni hydrofobniho charakteru polymerniho fetézce, ¢imz vznika pevnéjsi
a stabilnéjsi polymerni fetézec, ktery je méné ndchylny k degradaci zprosttedkované enzymy

[87; 88].

Jiny ptistup ptipravy esterovych derivati vyuzili autofi Hirano et al. (2005), ktefi ptipravili
methyl-esterovy derivat reakci hyaluronanu s trimethylsilyldiazomethanem [89].  Autofi
Huerta-Angeles et al. (2014) pak zase ve své praci popsali metodu pifipravy amfifilniho
hyaluronanu esterifikaci zprostfedkované alkyly vysSich mastnych kyselin s riiznou délkou

fetézce (napf. stearova, lineolova nebo kyselina arachidova) [90].
Amidace

Metodou amidace dochazi k nahrazeni karboxyloveé skupiny na HA(Na) skupinou amidovou
(-NH2). Samotné amidaci predchazi aktivace karboxylové skupiny rliznymi aktiva¢nimi
¢inidly, jako jsou napf. karbodiimidy, 2-chlor-1methylpyridinium jodid nebo 1,1-
karbonyldiimidazol [67; 72]. Aktivace pomoci jodidu nebo imidazolu se provadi
v organickych rozpoustédlech (dimethylsulfoxid (DMSO), dimethylformamid (DMF)), ve
kterych je HA(Na) nerozpustny, a proto je pied aktivaci nutnd konverze HA(Na) na TBA
stl, v¢etné dalSich purifikacnich krokt. Z tohoto diivodi se pii amidaci Castéji vyuzivaji jako
aktivacni ¢inidla karbodiimidy. S vyhodou lze tyto reakce provadét ve vodé€, ¢imz odpada

pfevadéni HA(Na) na TBA sl [67].

Nejbéznéji pouzivané karbodiimidy jsou N-(3-dimethylaminopropyl)-N'-ethylkarbodiimid
(EDC)  spolu s koaktivdtorem  N-hydroxysukcinimidem  (NHS) nebo  I-
hydroxybenzotriazolem (HOBt) [67; 80]. Mechanismus amidace pomoci EDC popsali ve
své praci Nakajima a Ikada (1995). Prvni krokem je jiz zminénd aktivace karboxylové

skupiny pomoci EDC, pficemz vzniké meziprodukt zvany O-acylizomocovina. Ta je vysoce
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reaktivni a za pritomnosti vody dochézi k jejimu preskupeni na stabilni N-acylmocovinu,
ktera brani jakékoli dalsi reakci s aminy [91]. K potlaceni vzniku stabilni N-acylmocoviny
se do reakce prave pridava zminény NHS nebo HOBt [92]. Druhym krokem je poté samotny
nukleofilni atak aktivovaného HA(Na) aminovou skupinou, kdy dochazi ke vzniku amidové
vazby [91]. Na aktivovanou karboxylovou skupinu se mohou poté vézat latky jako je napt.
dihydrazid kyseliny adipové, tyramin, aminoacetaldehyd dimethylacetal nebo poly-N-
isopropylakrylamid (obr. 15) [93].
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Obr. 15 - Schéma amidace pomoci EDC/NHS a DMTMMM [80]

Autofi D’Este, Eglin a Alini (2014) ve své studii navrhli moZznou alternativu k vyse uvedené
aktivaci pomoci EDC/NHS. Alternativa spo¢ivad v nahrazeni EDC/NHS za latku 4-(4,6-
dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorfolinium-chlorid (DMTMM), diky které vznika
HA-ester, na ktery se mohou vdzat aminové skupiny. Vysledky experimentu prokézaly vyssi
ucinnost vzniku amidovych vazeb u vzorki aktivovanych DMTMM oproti EDC/NHS. Takeé
bylo zjisténo, Ze reakce s DMTMM neni tolik citliva na zménu pH, na rozdil od reakce

s EDC/NHS. A za dalsi vyhodu aktivace pomoci DMTMM lze povazovat mensi mnoZstvi

vvvvvv

Mechanismem amidace 1ze na HA(Na) fetézec navazat pies amidovou vazbu také latky
obsahujici thiolové skupiny, napt. cysteamin [8], cystein [7] nebo hydrazidy obsahujici

thiolovou skupinu [94], ¢imZ lze piipravit thiolované derivaty hyaluronanu.

2.7 Thiolovany hyaluronan

Za thiolované polymery nebo-li ,thiomery*“ lze povaZovat polymery, které vznikly
kovalentnim navazanim thiolovych skupin na patef polymerniho fetézce. V 80. letech
minulého stoleti bylo zjiSténo, Ze jsou vysoce mukoadhezivni a jsou schopny vytvaret

disulfidovou vazbu s glykoproteiny bohatych na cystein, keratinem nebo mezi sebou za
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vzniku zesitované struktury. Pfitomnost thiolovych skupin vyznamné ovlivituje vlastnosti

téchto polymert [95].

2.7.1 Syntéza a struktura HA-SH

Struktura thiolovaného hyaluronanu se odviji od pouzitého thiola¢niho ¢inidla a také od
mista navazani tohoto ¢inidla ¢i jeho ¢asti na fetézec hyaluronanu. Jinak feceno, struktura
HA-SH je zavisla na zpasobu ptipravy. Polymer lze pfipravit nékolika zplsoby za pouziti

ruznych thiola¢nich ¢inidel. NiZe je uveden vycet nékterych z nich.

Jednu z takovych metod pouzili ve své praci autofi Serban et. al (2008) a Agrahari et al.
(2016), kteti ptipravili 2-thioethyletherovy derivat hyaluronanu pomoci ethylensulfidu (obr.
16) [96; 97].

HS

HCOgH / HcozH
1.pH=10.0 T
H 1N
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HA ETHYLENE SULFIDE HASH

Obr. 16 — Ptiprava thiolovaného hyaluronanu pomoci ethylensulfidu [96]

Serban et al. (2008) vSak nebyly schopni tento derivat zesitovat disulfidovou vazbou ani
bivalentnimi elektrofily, a pfipravit tak hydrogelovou strukturu. Tento fakt pfisuzuji jednak
nizkému stupni substituce thiolové skupiny, a jednak stérické zabrang, ktera blokuje thiolové

skupiny a znemoznuje jim tak vytvaret bivalentni vazby nezbytné pro vznik sité [96].

Autofi Abrahari et al. (2016) ve své praci sice pouzili stejny mechanismus piipravy HA-SH,
ale nezpracovavali jej ve form¢ hydrogelu, nybrz ve form¢ vlaken, které ptipravili metodou

elektrostatického zvladknovani za podpory polyethylenglykolu [97].

Thiolovany hyaluronan lze pfipravit i pomoci dithiobis-propanového dihydrazidu (DTP)
(obr. 17), ktery ve své studii pouzili autofi Liu, Shu a Prestwich (2005). Vysledkem jejich
prace byl zesitovany hydrogelovy film na béazi thiolovaného hyaluronanu, ktery lze

potencidlné jako substrat pro rist bunék [98].
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Obr. 17 — Thiolovany hyaluronan ptipraveny pomoci DTP [98]

V ramci experimentalni Casti diplomové prace byl ptipraven thiolovany hyaluronan dle
autorti Bian et al. (2016), kteti jako thiola¢ni €inidlo pouzili cysteamin (obr. 18). Prvnim
krokem syntézy je jiZ zminéna aktivace karboxylové kyseliny pomoci EDC a nasledna

stabilizace pomoci NHS [8].
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Obr. 18 — Syntéza thiolovaného hyaluronanu pomoci cysteaminu [8]

V ptitomnosti vzdu$ného kysliku pfednostné vznikaji disulfidové vazby mezi thiolovymi
skupinami na fetézci hyaluronanu, ¢imz pfedcasné vznika nerozpustna zesitovana struktura.
Kromé nizkého pH, které blokuje vznik disulfidovych vazeb, se k jejich redukci vyuziva
dithiothreitol (DTT). Ten pfi syntéze funguje jako redukéni Cinidlo, které $tépi vzniklé
disulfidové vazby, a umoziuje tak pfipravu thiolovaného hyaluronanu s volnymi thiolovymi

skupinami (obr. 19) [8; 99].
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Obr. 19 - Redukce disulfidovych vazeb na HA-SH pomoci DTT
2.7.2 Vlastnosti thiolovaného hyaluronanu (HA-SH)
Mukoadheze

Mukoadheze je definovéana jako adheze mezi dvéma materidly, z nichz alespon jeden je
povrch sliznice [100]. Hydrogely na bazi thiolovanych polysacharidi (pf. hyaluronan,
chitosan, dextran) obecné vykazuji lepsi mukoadhezivni vlastnosti nez hydrogely na bazi
polymeri bez thiolovych skupin [101]. Thiolovany hyaluronan neni vyjimkou. Dle studie
autort Kafedjiiski et al. (2007) jsou mukoadhezivni vlastnosti thiolovaného hyaluronanu
6,5krat vyS$8i neZ mukoadheze Cistého hyaluronanu [7]. Vy$§i mukoadheze HA-SH je
disledkem disulfidovych mistk mezi thiolovymi skupinami polymerniho fetézce a mucint
bohatych na cystein, které jsou produkovany buiikami epitelu [ 102]. Schopnost mukoadheze
thiolovanych polymert zvysSuje u téchto polymerti pevnost v tahu, bobtnani, prodluzuje

dobu setrvani a také zlepsuje biologickou dostupnost [100].
Koheze

Adhezivni a kohezivni vlastnosti polymert maji zasadni vliv na jejich botnaci schopnost.
Botnaci kapacitu polymeru 1ze obecné urcit métenim absorbované vody v zavislosti na Case
[102]. Na zdklad¢ literatury bylo zjiSténo, Ze HA-SH ma vyS$si botnaci kapacitu nez
polymery bez thiolovych skupin, napf. hyaluronan modifikovany L-cysteinem ma 3,5krat
lepsi botnaci schopnost nez €isty hyaluronan [103]. Mimo jiné bylo zjisténo, Ze neni nutné
dosdhnout maximalni botnaci kapacity thiolovanych polymer(i, ale je potfeba najit
rovnovahu mezi celkovou stabilitou a botnaci kapacitou polymeru. Pfi botnani se totiz
zvétsuje plocha polymeru/hydrogelu, kterou je potieba rozlozit, ¢cimz se stava piistupnéjsi
pro enzymy $tépici hyaluronan (hyaluroniddzy). Jinak fe¢eno, ¢im vy$si je botnaci schopnost
polymeru, tim rychleji dochazi k degradaci hydrogelu, protoZze dochézi ke zvétSeni jeho
povrchu, a tim i rychlejSimu pfistupu pifitomnych enzymi. Hyaluroniddzy tak mohou
rychleji $té€pit hyaluronan za vzniku fragmentd kyseliny D-glukuronové a N-acetyl-D-

glukosaminu [102]. Dle Bian et al. (2016) vyssi stabilitu vykazuje HA-SH s vy$$im stupném
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substituce (DS) thiolovych skupin (nad 50 %), jelikoz pii botnacich testech nedoslo

k ztetelnému nérustu priméru HA-SH hydrogelu [8].
Stabilita viici degradaci

Jak jiz bylo zminéno vySe, mezi stabilitou a botnanim HA-SH existuje zavislost, kterou je
potteba brat pti pripravé HA-SH v uvahu. Protoze pftili§ velkd botnaci schopnost mize
negativné ovlivnit stabilitu polymeru a vést k rychlejsi degradaci [102]. Dle vysledkl autort
Laffleur, Wagner a Barthelmes (2015) je stabilita thiolovaného hyaluronanu 1,5krat vyssi
nez stabilita nemodifikovaného HA(Na) [103]. Krom¢ stability testovali tito autofi o
zkousky dezintegrace, kterymi 1ze charakterizovat stupeil rozloZzeni zkoumaného materialu.
Zjistili, ze ve slinném médiu o pH 6,75 se ¢isty HA(Na) rozpadne po 1 hod, zatimco HA-SH
az po 23 hod. Pfi¢ina vyssi stability HA-SH oproti ¢istému HA(Na) pravdépodobné souvisi
s pfitomnosti intra- a inter- disulfidové vazby mezi thiolovymi skupinami [103]. Stabilitu
hydrogel na bazi HA-SH navic posiluje vysoky stupeni thiolovych skupin, ktery zvySuje

hustotu zesitovani a tim i stabilitu celé struktury [8].
Biokompatibilita

Biokompatibilita, kterd byla podrobné&ji rozebrana jiz diive v textu, piedstavuje dileZitou
vlastnost pfi vyvoji novych materiala s cilenou aplikaci do lidského téla, at’ uz ve forme
struktury pro podporu proliferace a diferenciace bunék ¢i nosice lé¢iv. Po implantaci
materidlu do téla by biopolymer nemél vyvolavat zddnou nezadouci reakci (napf. alergické
¢i zanétlivé reakce) [102]. Dle vysledkl praci nékolika autorti, thiolovany hyaluronan neni
toxicky a neovliviiuje zivotaschopnost (viabilitu) riznych typl bun&k. Napiiklad testy
viability bunécné linie Caco-2 (buiiky epitelu tlustého stieva) inkubované v matrici HA-SH
potvrdily vysoké hodnoty zivotaschopnosti 1 proliferace testovanych bun¢k (po 24 hod byla
viabilita bunék cca 80 — 90 %) [104-106]. Mimo bun¢k epitelu tlustého stfeva, byly na HA-
SH matrici testovany napi. bunécné linie 3T3 (mysi embryonalni fibroblasty), HMEC (lidské
epitelové builky mlécné 7lazy) a RAW 264.7 (mysSi makrofagy). U vSech zminénych
bunéénych linii byly zaznamenany vysoké hodnoty jejich Zivotaschopnosti 1 proliferace

[107].
Viskoelasticita

Vzhledem k tomu, Ze tuhost hydrogelti ma zasadni vliv na diferenciaci a proliferaci bunék,
je znalost viskoelastickych vlastnosti HA-SH matrice velmi dilezita [106]. Z vysledkt prace

Bian et al. (2016) je patrné, Ze tuhost hydrogeli roste s rostoucim stupném substituce



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 44

thiolovych skupin, zaroven vSak pfi stejném stupni substituce roste tuhost matrice HA-SH
a to s rostouci molekulovou hmotnosti [8]. Vyssi tuhost HA-SH oproti HA(Na) ve své praci
potvrdili i Asim et al. (2020). Cim vyssi je elasticky modul, tim lepsi je schopnost polymeru
pruzn¢ uchovavat deformacni energii. A ¢im vyssi bude stupen zesitovani HA-SH, tim vyssi
bude elasticky modul, tedy i tuhost vysledného hydrogelu na bazi HA-SH [106]. Trochu
jinym zptisobem zkoumali kinetiku enzymatické degradace HA(Na) a HA-SH Kafedjiiski et
al. (2007), a to na zéklad¢ zmény viskoelastického chovani. Zjistili, Ze pokles viskozity HA-
SH probihal, ve srovnani s HA(Na), mnohem pomaleji. Navic u ¢istého hyaluronanu doslo
béhem enzymatické reakce k uplné hydrolyze, zatimco u HA-SH jen z 80 %. Na druhou
stranu pokles viskozity HA-SH byl zase rychlejsi ve srovnani se zesitovanou formou HA-

SH, u které béhem 60 min nebyla zaznamendna vyraznéjsi zména viskozity [7].

2.7.3 Vyuziti HA-SH

Thiolovany hyaluronan lze diky jeho vlastnostem vyuzit v celé fad¢ aplikaci. Tak naptiklad
HA-SH ve formé vlaken ptipravenych elektrostatickym zvldknovanim, lze vyuzit jako nosi¢
1é¢iva tenofovir, jenz se vyuziva pfi prevenci vaginalniho pfenosu viru HIV [97]. VétSinou
se ale HA-SH aplikuje ve formé hydrogelt [108], proto jsou dalsi mozné aplikace uvedeny

v kapitole 5, ktera se této problematice vénuje podrobnéji .

2.8 Hyaluronan konjugovany dopaminem (HA-DA)

Dobrad adheze hydrogelu k hostitelské tkani je klicovd pro aplikaci pfipraveného
biomaterialu do lidského téla. Adhezivni injektovatelné hydrogely mohou zlepsit invazivni
z tkang. Tato vlastnost je dilezitd naptiklad pro injekéni aplikaci in situ do hlasivkovych
zahybt, jelikoz nedostate¢na adheze hydrogelu ke tkani mize vést k tzv. okluzi (uzavieni)
dychacich cest a k moznému umrti pacienta. Adhezivni vlastnosti nativniho hyaluronanu
muze zvysit pritomnost katecholové skupiny na jeho fetézci [11]. Zminénou katecholovou
skupinu obsahuje napt. dopamin, ktery byl v této praci vyuzit mimo jiné i k modifikaci

fetézce samotného hyaluronanu.

2.8.1 Syntéza HA-DA

Jednim z mechanismii pfipravy HA-DA je modifikace karboxylové kyseliny na fetézci
hyaluronanu, kdy dochézi ke vzniku amidové vazby mezi aminovou skupinou dopaminu a

karboxylovou skupinou hyaluronanu prostiednictvim EDC/NHS chemie (v prostfedi
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s kontrolovanym pH (MES pufr) MES (obr. 20) [109]. Timto zpisobem pfipravy nicméné
nelze ziskat pfiliS vysoky stupeil substituce katecholovych skupin (~10 %), coz je
pravdépodobné zplsobeno nezadouci autooxidaci dopaminu za vzniku polydopaminu.
Navic in vitro testy ukdzaly, ze HA-DA s nizkou substituci dopaminu pomérné rychle

degraduje, ¢imz se snizuje doba potfebna pro regeneraci tkan¢ a hojeni ran [110].
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Obr. 20 — Schéma syntézy HA-DA pomoci EDC/NHS chemie

Uvedené nedostatky konjugace dopaminu prostiednictvim EDC/NHS chemie lze vyfesit
vyuzitim jiného zpisobu ptipravy HA-DA, kterym je oxidace disacharidového kruhu D-
glukuronové kyseliny prostiednictvim jodistanu sodného, ktery je schopen rozstépit vazbu
mezi uhliky za vzniku dvou aldehydovych skupin v prostiedi fosfatového pufru (pH 5,0).
Na ty se pak mize s vyuZzitim reakce Schiffovy baze navazat dopamin, tak jak je naznaceno
na obr. 21 [11; 110]. Takto piipravené¢ HA-DA vykazovaly vysSi stupenn substituce
katecholovych skupin (~25 %). Kromé toho vzniklé di-aldehydovych skupiny mohou
poskytnout vysSi uinnost navazani dopaminu na fetézec HA(Na) ve srovnani

s monofunk¢nimi karboxylovymi skupinami u syntézy s EDC/NHS [110].
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Obr. 21 — Schéma syntézy HA-DA oxidaci D-glukuronové kyseliny na fetézci HA(Na)

2.8.2 Vlastnosti HA-DA

wewvr

na bazi hyaluronanu, kterd jsou prosttednictvim fotoreaktivni skupiny na jeho fetézci (napft.
azidofenylova nebo methakrylova skupina) sitovana UV svétlem za vzniku adhezivniho
hydrogelu, jiz byla vyvinuta [111; 112]. Nicméné tyto hydrogely nevykazuji ptili§ dobrou
slabého pronikani UV svétla, ale také kviili jeho Skodlivé povaze vici lidské tkani. Mozné
feSeni téchto nedostatkli s UV svétlem nabizi pravé dopaminem konjugovany hyaluronan
(HA-DA) [110]. Dopaminem konjugovany hyaluronan vykazuje mnohem vyssi adhezi
k hostitelské tkani (~ 90 kPa) nez hydrogely sitované UV svétlem (~ 13 kPa) nebo komercni
fibrinova lepidla (16 — 68 kPa) [13; 112; 113]. Adhezivni vlastnosti HA-DA navic ovliviiuje
zpisob piipravy konjugatu. Vyssi adheze ke tkdni byla zmétena u HA-DA piipravené¢ho
navazanim dopaminu na aldehydovou skupinu vzniklou rozstépenim vazby mezi uhliky na
D-glukuronové kyseliné hyaluronanu (zminé€nych ~ 90 kPa) oproti HA-DA pfipraven¢ho
prostfednictvim EDC/NHS chemie (~ 20 kPa) [110]. Adheze hydrogelu je také zavisla na
stupni substituce dopaminu - ¢im vySSi je stupeil navazani katecholovych skupin na
polymernim fetézci, tim vyssi adhezi hydrogely vykazuji [114]. Dopamin také hyaluronanu
proptjcuje antioxidacni schopnost, ktera je Zadouci napt. pii 1écb¢ poranéné tkané [110].

Jelikoz konjugat podporuje viabilitu bunék a vykazuje zanedbatelnou az Zzadnou
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cytotoxicitu, 1ze hovofit o biokompatibilnim materidlu [115]. Optimalni mechanické
vlastnosti pfipravenych hydrogelli na bazi HA-DA piedstavuji dalsi z dalezitych parametri
pro nésledné aplikace. Podle vyzkumu Melnik et al. (2022) se tuhost piipravené¢ho konjugatu
HA-DA odviji dle stupné substituce dopaminu, na case, kdy byla tuhost po zesitovani
zmeétena a také na typu inicidtoru sitovani (NalO4 nebo NaOH) [12]. Z vySe uvedeného je
ziejmé, Ze problematika a vyuziti dopaminu je pomérné rozsahlé, a proto bude detailnéji

dopamin jako monomer polydopaminu rozebran v kapitole 4.
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3 CROSSLINKERY

Nativni polymery vétSinou nedosahuji pozadovanych mechanickych, biologickych a
degradacnich vlastnosti, které by materidly aplikované jako scaffoldy ¢i nosice 1é¢iv mély
splitovat. Jak jiz bylo zminéno v ptedchozi kapitole, jejich vlastnosti 1ze upravit modifikaci
(konjugaci) polymerniho fetézce nebo pfimym sitovanim, pii kterém se vytvaii pticné vazby
mezi polymernimi fetézci za vzniku 3D struktury (hydrogelu). Proces sitovani lze iniciovat
pomoci malych molekul, které se nazyvaji crosslinkery [116]. Crosslinkery (sitovaci
¢inidla) I1ze definovat jako molekuly obsahujici ve své struktute dvé nebo vice reaktivnich
skupin, které jsou schopny se vazat ke specifickym funkénim skupindm (napt. aminy, thioly)
na polymernich fetézcich nebo jinym molekuldch a mohou tak pieménit viskdzni (linedrni,
popft. rozvétvené) polymerni fetézce v nerozpustnou sit’ [117]. Pti ptipraveé hydrogelu pro
dané aplikace by m¢l byt bran v potaz, vedle vybéru vhodného materidlu, mechanickych
vlastnosti a biologické funkc¢nosti, také typ a chemicko-fyzikalni vlastnosti zvoleného
sitovaciho ¢inidla [116]. Crosslinkery musi ve své struktuie obsahovat minimalné dvé
reaktivni skupiny (obr. 22). Navic mohou byt soucasti struktury také Sté€pitelné, uvolnitelné
nebo obohacujici funkéni skupiny, které dodavaji crosslinkerim jejich specifické vlastnosti
pro konkrétni aplikace. Tzv. spacer je potom skupina, které odd€luje reaktivni skupiny a
funguje jako tzv. distan¢ni vlozka, kterd omezuje délku molekuly crosslinkeru, jelikoz délka
tohoto spaceru podstatné ovliviiuje samotné sitovani. NejjednodusSim piikladem
crosslinkeru je bis(2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)oktan-dioat (DSS), ve kterém je spacer tvoien

alkylovym fetézcem [118].
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Obr. 22 — Schématické znazornéni struktury obecného crosslinkery. Cerveng jsou uvedeny

povinné vlastnosti, Sed¢ potom volitelné [118].
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Vybér sitovacich cinidel probihd na zaklad€ jejich chemické reaktivity, tj. dle jejich
specificnosti pro dané funkcni skupiny, a také zamyslené aplikace. Kritéria pro volbu
vhodného crosslinkeru jsou napt. zminéna chemicka specifi¢nost, délka spaceru (vzdalenost
mezi reakénimi skupinami, viz obr. 22), rozpustnost ve vodé, propustnost bunéénymi
membranami, spontdnni reaktivita, Stépitelnost, stejné nebo riizné reaktivni skupiny atd.

[119].

Asi nejpouzivanéjsi skupinou crosslinkera jsou chemické crosslinkery, kterymi lze ovlivnit
fyzikalné-chemické vlastnosti polymerni sité¢, v€etné mechanickych vlastnosti (pevnost
v tlaku, tuhost), interakci s buitkami, odolnost vii¢i enzymatické a chemické degradaci ¢i
zachovani tvarové paméti. Vysledny materidl by vSak nemél vykazovat toxické ucinky
[116]. Mezi sitovaci Cinidla lze zatadit také iomtové crosslinkery, které mohou spojit
polymerni fetézce s jinymi ¢astmi polymeru prostiednictvim iontovych interakei. Iontové
crosslinkery maji oproti chemickym tu vyhodu, ze vykazuji vys$si biokompatibilitu.
Ptikladem takového iontového crosslinkeru je kationt véapniku (Ca®"), ktery mize
s aniontovym polymerem vytvofit 3D sit’ prostfednictvim plsobeni elektrostatickych
interakci [120]. Vazba mezi polymernimi fetézci nemusi byt selektivni, ale 1ze vyuzit také
fotoreaktivnich skupin (pf. azidofenyl), jejichZ prostfednictvim dochazi k sitovani, které je
iniciovano specifickym zafenim (UV svétlo) [112]. Chemické crosslinkery mohou byt dale
rozdéleny do dvou kategorii: na (1) zero-length crosslinkery a (2) non-zero-length
crosslinkery. Do prvni kategorie jsou zahrnuty takové crosslinkery, které iniciuji vazbu mezi
jednotlivymi funkénimi skupinami na polymernich fetézcich (napf. acylazidy nebo
karbodiimidy). Do druhé kategorie se fadi bi- nebo multi-funk¢éni molekuly, které tvofi jakysi
»most“ mezi polymernimi fetézci prostfednictvim napt. —-COOH, —NH> nebo —OH
skupinami. Mezi tyto molekuly/latky patii napt. glutaraldehyd, polyepoxidy nebo izokyandty
[121].
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Obr. 23 — Chemicka struktura glutaraldehydu a obecného karbodiimidu

Jak ji bylo zminéno, do skupiny zero-length crosslinkeri patii karbodiimidy (obr. 23), které
ve své struktufe obsahuji funkéni skupinu N=C=N, na kterou jsou navadzany ruzné

substituenty. Mezi karbodiimidy vyuZivané jako crosslinkery patii napt. I-ethyl-3-(3-
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dimethylaminopropyl) karbodiimid (EDC), ktery reaguje s celou fadou funk¢nich skupin
jako je hydroxylova, karboxylova nebo thiolova. Sitovaci aktivita EDC probiha vétSinou pii
nizkém pH (pH 4,5) a v pufru neobsahujici karboxylové a aminové skupiny (napt. 4-
morpholinoethansulfonova kyselina). K aktivaci karboxylové skupiny lze také pouzit EDC
v kombinaci s N-hydroxysukcinimidem (NHS) v prostfedi neutralniho pH. Vyhodou tohoto
zpisobu sitovani je vyborna rozpustnost ptitomnych latek ve vodé, ¢imz mohou byt
nezreagované latky ze struktury snadno odstranény. Ve srovnani s glutaraldehydem je EDC
méné toxicky, na druhou stranu pomoci n¢j neni mozné dosdhnout tak vysokého stupné
sitovani [116]. EDC jako crosslinker byl pouzit k zesitovani hydrogelu na bazi
extracelularni matrice (ECM) ziskaného decelularizaci tkané (konktrétné pupecni $niry) pro
regeneraci nervové tkané [122], také k sitovani kolagenu [123] nebo pfipravu zesitovanych
zelatinovych nanocéstic pro stabilizaci Pickeringovy emulze (emulze, jejichz mezifazové
rozhrani je stabilizované pomoci ¢astic, nikoliv povrchové aktivnich latek) v potravinaiském

primyslu [124].

Glutaraldehyd (GA), jako zéastupce non-zero-length crosslinkert (obr. 23), patii mezi Siroce
pouzivané crosslinkery, které spojuji biopolymerni fetézce kovalentni vazbou mezi
pfitomnymi aminovymi a hydroxylovymi skupinami (prostiednictvim tzv. Schiffovy baze)
[116]. Svou pfitomnosti v polymerni siti miize zlepsit jeji mechanické vlastnosti, ¢ehoz bylo
vyuzito napiiklad pfi sitovani scaffoldu na bazi chitosanu a nanokrystalt celulézy. Scaffold
sitovany prostfednictvim GA mél vyssi pevnost v tlaku oproti nezesitované struktuie a
soucasné vykazoval podporu bunééné proliferace a bunééné adheze [120]. Mezi vyhody
pouziti GA patii pfedevSim levna potizovaci cena, vysoky stupen sitovani a schopnost snizit
imunogenitu materialii. Navic jej lze povazovat za tzv. univerzalni crosslinker, jelikoZ se
pouziva pfi sitovani riiznych typi polymert (pf. chitosan/celuléza). I pres tyto vyhody je
GA vysoce toxicky nejen pro buiiky, ale i1 pro celé organismy, kvili pfitomnosti aldehydické
skupiny, a proto musi byt hydrogely po sitovani promyty specifickymi roztoky obsahujici
volné aminové skupiny nebo roztoky aminokyselin jako je glycin [116; 120]. Do skupiny
non-zero-length crosslinkerti lze zatadit také polydopamin, ktery byl v této praci vyuZit
mimo jiné i jako sitovaci ¢inidlo k pfipravé hydrogeli na bazi thiolovaného hyaluronanu

[47] a jehoz, struktura, vlastnosti a pouziti budou déale podrobnéji rozebrany.
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4 POLYDOPAMIN

Polydopamin (PAD) je hnédoCerny nerozpustny biopolymer, ktery vznika tzv. autooxidaci
jeho monomeru — dopaminu. Jedné se také o synteticky analog pfirozen¢ se vyskytujiciho

pigmentu melaninu (eumelaninu) [16].

Do poptedi zajmu materialovych véd se polydopamin dostal na zéklad¢ zjisténi, ze jeho
struktura se podoba dihydroxy-L-fenylalaninu (L-DOPA), ktery je zdrojem mimotadné¢ silné
adheze mlzi na riznych substratech. Tuto vlastnost ma 1 polydopamin, proto jej lze vyuzit
pro piipravu adhezivnich vrstev s kontrolovatelnou tloustkou na prakticky vsech typech
anorganickych 1 organickych materidlech, véetné¢ téch superhydrofobnich. Objevenim

polydopaminu tak zapoc¢ala nova cesta povrchovym modifikaci riznych substratii [14].
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ot ckaletal and tissue for bone
myoblasts adhesion regeneration

Obr. 24 — Casova osa zahrnujici prvni pouziti polydopaminu a dal3i vyznamné milniky
[125]

4.1 Monomer dopamin

Jak uZ bylo feceno, polydopamin vzniké oxidaéni reakci jeho monomeru, ktery se nazyva
dopamin. Dopamin je neurotransmiter, to znamena, Ze jeho funkci, nejen v lidském mozku,
je ptrenaSet nervové vzruchy zjedné nervové buinky na druhou. Dopamin jako
neurotransmiter byl objeven Arvidem Carlssonem vroce 1957. Spole¢né¢ s Paulem
Greengardem, ktery k objevu pfispél pochopenim mechanismii bunétné signalizace
spousténé pravé dopaminem, obdrZeli v roce 2000 Nobelovu cenu za fyziologii a Iékafstvi.
I pfestoze byl dopamin poprvé syntetizovan uz v roce 1910, za samostatnou latku jej védci
zaCali brat az vroce 1957. Do té doby byl zndmi pouze jako meziprodukt pii tvorbé

noradrenalinu. Dnes je povazovan za jeden z hlavnich neurotransmitertt v mozku [126; 127].
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Podle struktury 1ze dopamin zafadit do skupiny neurotransmiterti nazyvané katecholaminy.
Mezi charakteristické strukturni znaky katecholamint (dopaminu nevyjimaje) patii (1) jedna
aminova skupina, (2) katecholové jadro (benzenovy kruh sdvéma sousedicimi
hydroxylovymi skupinami) a (3) postranni fetézec z ethylaminu nebo jeho derivatu [128].

Struktura dopaminu je zndzornéna na obr. 25.

HO

NH
HO 2

Obr. 25 — Struktura dopaminu

Dopamin vznika pfeménou tyrosinu, kterd probiha ve dvou krocich. Prvni reakce je
katalyzovana enzymem tyrosinhydroxylazou, ktera pfeméfiuje tyrosin na L-DOPA. Druha
reakce zahrnuje dekarboxylaci L-DOPA katalyzovanou enzymem dekarboxylazou
aromatickych L-aminokyselin, pfi niz vznika samotny dopamin [128]. Dopamin piedstavuje
80 % vsech katecholamini vyskytujicich se v centralni nervové soustave obratlovet [128].
V centralni nervové soustavé je uvoliiovan neurony nékterych nervovych drah (tzv.
dopaminergni drahy) v zavislosti na vapenatych iontech do synaptické Stérbiny, kde se vaze
na specifické receptory (D1 az D5) a umoznuje tak pienos nervového vzruchu z jedné

nervové bunky na druhou, jak je zndzornéno na (obr. 26).

Obr. 26 — Schéma vzniku dopaminu a pfenosu nervového vzruchu
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Vzapéti je jeho aktivita ukonCena tim, Ze dojde k jeho vtazeni zpét do dopaminergnich
neuronll systémem zpétného vychytavani v presynaptickych membranach. Zde dochazi
k jeho pfeméné na 3,4-dihydroxyfenyloctovou kyselinu (DOPAC), kterd jiz neni synapticky
aktivni [129]. Mezi hlavni dopaminergni drahy, ve kterych je dopamin produkovan, patii
nigrostriatalni, mezolimbicky, mezokortikalni a tuberoinfundibuldrni systém, které hraji
zasadni roli v regulaci mnoha dulezitych fyziologickych funkci [130]. V nigrostriatalni
draze se dopamin podili na fizeni pohybu. Poskozeni dopaminergnich neuronti je
patologickym znakem Parkinsonovy choroby, kterd je charakterizovana bradykinezi a
akinezi (poruchy hybnosti téla a koncetin) a svalovou rigiditou [128; 130]. Mezolimbicka
draha se podili na poznavéani, odménovani, motivaci a emocni stabilité. ZvySenim nebo
sniZzenim aktivity dopaminu v mezolimbické draze vede k riznym piiznakiim schizofrenie.
Zvyseni dopaminu je spojeno s pozitivnimi pfiznaky schizofrenie (halucinace). Tyto
priznaky lze 1é¢it pomoci tzv. neuroleptik (antagonisté receptoru D2), zatimco na negativni
priznaky schizofrenie (apatie, ztrata z4jmu atd.) nemaji tyto 1€ky téméi zadny vliv. Zvysené
uvolnéni dopaminu zptsobuji také nékteré drogy (napfi. kokain) [130]. Mesokortikalni draha
je poté spojena s uenim a paméti [128]. Vliv dopaminu na uceni ¢i pamét’ byl podrobné
studovan a bylo prokdzano, Ze mezi paméti a aktivaci receptoru D1, ktery je spojovan
s pam¢éti a ucenim, je vztah obracen¢ho ,,U*. To znamena, Ze ptili§ mala ¢1 velka stimulace
receptoru D1 v prefrontalni kiife v mozku mutize zptisobit zhorSeni paméti. S paméti a u¢enim
je spojovana také stimulace receptoru D2, u které¢ho nebyl prokazan v prefrontdlni kife
podobny vztah jako u receptoru D1, ale jeho aktivita je spojena s hypokampem. Na zaklad¢
vyzkumti obou receptorti, D1 v prefrontalni kiife a D2 v hypokampu, bylo zjisténo, zZe
mohou souviset s kognitivnimi poruchami, které jsou spojovany s Alzheimerovou a
Parkinsonovou chorobou. A nakonec v tuberoinfundibuldrni draze dopamin inhibuje
uvoliiovani hormonu prolaktinu hypofyzou. Tento hormon stimuluje produkci mléka
v mléénych zlazach. Uvolnovani prolaktinu je spojeno s dopaminovym receptorem D2.
Nekteré studie naznacuji, ze dopamin by mohl hrat také urcitou roli pti regulaci uvoliiovani
hormonu stimulujiciho Stitnou zlazu, folikuly stimulujiciho hormonu ¢&i luteiniza¢niho
hormonu z hypofyzy [128; 130]. Zavérem lze o dopaminu prohlésit, Ze se podili na fade¢
dulezitych funkci v lidském téle, a je tudiz nepostradatelnou latkou nervového systému nejen
¢loveéka. Jeho nerovnovaha v mozku je ddvana do souvislosti s celou fadou nemoci jako je

napf. Parkinsonova a Alzheimerova choroba ¢i schizofrenie.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 54

4.2 Syntéza PAD

Jak napovida nazev, polydopamin Ize ziskat autooxidaci a naslednou spontanni polymerizaci
dopaminu, a to 3 riznymi metodami: (1) enzymatickou oxidaci, (2) oxidaci z roztoku nebo
(3) elektropolymerizaéni metodou. Nejbéznéjsim zplisobem ptipravy polydopaminu je

zminovana oxidace z roztoku [14; 16; 131].

Ptiprava polydopaminu oxidaci z roztoku je v zdsadé jednoduchou reakci, kterou lze
uskutec€nit bez narokili na slozité¢ podminky nebo narocnou techniku. V principu se jedné o
oxidaci a naslednou spontanni polymerizaci dopaminu za alkalickych podminek (pH > 7,5)
v pritomnosti vzdusného kysliku. Oxidace dopaminu v alkalickém pH je doprovazena
zménou barvy z bezbarvého roztoku na svétle hnédy a Casem az na tmave hnédy roztok [14].
Prvnim krokem syntézy PAD je oxidace dopaminu na tzv. dopamine—chinon (DQ) za
alkalickych podminek. U DQ mize dojit k reverzibilni cyklizaci prostiednictvim
1,4-Michaelovy adice a vdasledku deprotonace primarniho aminu pak vznika
leukodopaminechrom (LDC), ktery miize byt oxidovan na dopaminechrom (DC).
Dopaminechrom podléhé presmyku na redukovanou formu 5,6—-dihydroxyindol (DHI) nebo
oxidovanou formu 5,6—indolchinon (IDQ), které 1ze povaZovat za monomery polydopaminu

[14; 132; 133]. Oxidac¢ni reakce dopaminu je naznacena na obr. 27.
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Obr. 27 — Oxidac¢ni reakce dopaminu [132]

Na atomech uhliku v poloze 2, 3, 4 a 7 na DHI (IDQ) dochézi k reakci mezi monomery za
vzniku riiznych izomerti oligomerti a nasledné samotného polydopaminu [14; 132; 133].
PAD lze pftipravit v riznych formach, jako jsou napf. nanocastice [47; 134], nanovldkna

[135], nanotrubicky [136], nanosheets [137], tenké filmy [138] nebo duté kapsle [139; 140].
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4.3 Struktura PAD

I ptestoze struktura monomeru je dobie znama jiz od minulého stoleti, mechanismus vzniku,
a tudiz i samotna chemicka struktura polydopaminu dosud nebyla zcela objasnéna. Nekteré
teorie naznacuji podobnost polydopaminu s eumelaninem, pigmentem nachazejicim se v
lidské kazi, vlasech i1 ocich, ktery je tvofen dvéma monomery — kyselinou 5,6-
dihydroxyindol-2-karboxylovou (oxida¢ni produkt DOPA) a 5,6-dihydroxyindolem (DHI)
nebo 5,6-indolchinonem (DQI). Vznik biopolymeru eumelaninu, a tedy i polydopaminu je
podle této teorie, dan kovalentni vazbou mezi jejich monomery [132]. Obecné
nejuznavanéjsi model chemické struktury PAD je kovalentni adice DHI (IDQ)
zprostiedkované prostfednictvim jednoduché sigma vazby. Existuje nckolik kovalentné
adi¢nich modell vzniku PAD. Na obr. 28 jsou uvedeny navrhy chemické struktury PAD, ve
kterych jsou zndzornény mozné kovalentni vazby v polohach uhliki 2, 3, 4, a 7 na DHI nebo

DIQ [14; 132].
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Obr. 28 — Navrzené struktury PAD vzniklé prostiednictvim kovalentni adice: (a) reakce
v poloze uhliku 4 a 7 DHI; (b) reakce v poloze uhliku 2, 4 a 7 DHI a IDQ; (c) 2 a 4 DHI;
(d) 4 a 2 vazaného dimeru 4-7 DHI; (e) 3,4 a 7 IDQ [132]

I ptfesto, Ze pochopeni struktury polydopaminu zt€Zuje heterogenita monomerni jednotky
(DA, DHI, IDQ), za obecné¢ neuznavanéj$i stavebni jednotku PAD je povazovan
5,6—dihydroxyindol, ktery vznika spontanni fadou oxidac¢nich reakci z dopaminu, jak jiz
bylo zminéno. Existence DHI v polydopaminu byla experimentdln¢ dokazéna detekci
pyrrolovych derivat vznikajicich pfi rozkladu PAD zpisobenym peroxidem vodiku.
Nevylucuje se také pritomnost necyklické formy oxidovaného dopaminu s primdrni
aminovou skupinou [133]. Podle jiné teorie Ize strukturu PAD chapat jako heterogenni

supramolekularni agregat oligomerid DHI, DA, popt. IDQ, spojenych prostiednictvim
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nekovalentnich vazeb, napt. vodikovou vazbou, koordina¢ni vazbou s kationtem kovu, n—n

interakce atd. (obr. 29) [14; 132].
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Obr. 29 — Struktury PAD vzniklé prostfednictvim nekovalentnich interakci [133]

V literature se také popisuje skupina tzv. samousporadanych fyzikalnich trimert tzv.
(Dopamin),/DHI, které se chovaji jako nizkomolekularni supramolekuldrni monomery

zaclenéné do polydopaminovych fetézcti. [132; 133]

HOo HO

Obr. 30 — (Dopamin),/DHI trimer [14]

Uvedeny (Dopamin)2/DHI komplex pak miZze hrat roli pfi popisu dalsi teorie, kterd
kombinuje oba modely, a to kovalentni adici a nekovalentni samouspotfadani. Dopamin,
DHI, popt. IDQ, se mezi sebou vazou kovalentni vazbou a tyto kovalentn¢ vazané jednotky
pak vytvafi paralelni nebo antiparalelni uspofadani, které se poji na zakladé nekovalentnich
interakci (vodikové mustky) mezi katecholem a quinonem, ¢imz vytvari polymerni sit’ [14;

132].
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4.4 Vlastnosti PAD

Jako polymer podobajici se svou strukturou L-DOPA, latkou vyskytujici se u mlza, ktera
predstavuje zdroj jejich velmi silné adheze k riznym substratim, byl dlouhou dobu
povazovan pouze za material kopirujici tuto schopnost. V poslednich n¢kolika letech se
proto vyzkum polydopaminu ubiral smérem k pfipravé funkénich substrati potazenych
polydopaminem praveé diky jeho pfirozené adhezivni vlastnosti. OvSem jeho funkce se
neomezuji pouze na adhezi. Mezi vlastnosti polydopaminu, které¢ z néj dé€laji unikatni
material pro vyuziti v riznych oblastech jako je napf. biomedicina, energetika Cci
environmetalni oblast, patii zminovand silnd adheze krliznym substratim, dale
biokompatibilita, vysoké reaktivita, schopnost fototermické konverze, antioxidacni vlastnost

atd. [14]. Nize jsou konktrétnéji popsané nékteré z nich.

Adheze

vvvvvv

umoznuje PAD pfilnout k riznym typlim povrchil, anorganickym ¢i organickym, véetné
uslechtilych kovii, polovodict, oxidu kovi, polymert apod. [141], a to bez ohledu na jejich
tvar ¢i velikost. Vysoka adhezivni schopnost PAD je dana pfitomnosti primarniho aminu a
katecholové skupiny. Obecné je adheze PAD zavisla na povrchovych vlastnostech substrata,
na ktery se miZe vazat bud’ pies kovalentni nebo nekovalentni vazbu. Kovalentné se PAD
muize vazat na specifické substraty obsahujici thiolové nebo aminové skupiny
prostfednictvim 1,4-Michaelovy adice nebo Schiffovy baze (za alkalickych podminek). Za
okolnich podminek miize mezi substratem a PAD pusobit nekovalentni interakce jako jsou
vodikové vazby, kationt-m interakce, koordinac¢ni vazby s kovem atd [14; 131]. Polydopamin
se mlze vazat také na prechodné kovy ¢i radioizotopy, ¢ehoz lze vyuzit v zobrazovacich
technikach v mediciné. Pokud by se na materidl na bazi PAD navazal iont kovu
prostfednictvim koordinacni vazby, mohl by PAD ziskat kontrastni vlastnosti pro
zobrazovani v mediciné nebo radioizotopové terapii pii lécbé rakoviny [131]. Za silné
bazickych podminek (pH > 10) dochézi k degradaci PAD z povrchu substratu v dasledku
preruseni kationt-m interakci, jelikoz se NH3" deprotonuje. Ov8em v piitomnosti jinych
kationtt (pt. Na*, K*) maZe vzniknout silnd nekovalentni interakce s témito kationty. PAD
vrstva na povrchu substrdtu mize timto pferuSenim a naslednym obnovenim kationt-m
interakce zanikat a zase vznikat. A jelikoz katechol DHI neni siln¢ n-konjugovany systém,

je tento proces silné zavisly na existenci NH3" kationti v polydopaminovém fetézci [142].
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Biokompatibilita

Biokompatibilita je zasadnim faktorem urcujicim aplika¢ni moznosti v oblasti biomediciny
[14]. Jelikoz je PAD biopolymer, jehoz monomer je pro lidsky mozek nepostradatelnou
laitkou a jeho syntéza neni zprostfedkovana Zzadnymi reakénimi CcCinidly, o jeho
biokompatibilité¢ neni pochyb. Samoziejmé byla i experimentalné prokazana in vitro i in vivo

studiemi, které tyto U€inky potvrdily [47; 141; 143].
Mechanické viastnosti

Autofi Li et al. (2019) ve své praci mimo jiné zkoumali mechanické vlastnosti tenkych
polydopaminovych filmi (570 nm) a to prostfednictvim analyzy Youngova modulu.
Youngiv modul PAD filma dle jejich vysledka ¢inil 2,3 GPa. Tyto filmy byly poté
podrobeny tepelné Uprave pii teploté 600 °C, kdy hodnota Youngova modulu PAD filma
vzrostla z piivodni hodnoty aZ na hodnotu 14,7 GPa. ZvySeni Youngova modulu po tepelné
uprave autofi prisuzuji karbonizaci vzorku doprovazené zménou barvy (ze svétle hnédé na
¢ernou), ubytku hmotnosti a zvyseni elektrické vodivosti PAD filmi [144]. Jini autofi
studovali, jak pfitomnost polydopaminovych castic v hydrogelu ovliviiuje jeho tuhost.
Naptiklad Yegappan et. al (2019) zjistili, Ze PAD nanocéstice zvySuji tuhost hydrogelu na
bazi thiolovaného hyaluronanu témét dvojnasobné [47]. Nebo Han et al. (2016) porovnavali
tuhost hydrogelti na bazi PNIPAM (Poly-N-isopropylakrylamid) bez a s PAD casticemi,
pficemz PNIPAM hydrogely s inkorporovanymi PAD ¢&asticemi vykazovaly vyssi tuhost,

ktera rostla spolu s vy$$im obsahem ¢astic v hydrogelu [143].
Fototermalni viastnosti

Fotosenzibilizator je materidl, ktery pfeménuje absorbované svétlo, zpravidla laser v oblasti
blizkého infracerveného zareni (NIR), na teplo, ¢imZ je schopen nicit nddorové buniky ve
svém okoli. Proto se fotosenzibilizatory vyuzivaji pti 1écbé rakoviny. Ukézalo se, Ze mezi
fototermalni terapeuticka ¢inidla mimo zndmé Au, grafen, uhlikové nanotrubice (CNT) atd.,
l1ze zatadit 1 PAD [15; 145]. PAD ma dokonce vys$i G¢innost fototermalni konverze nez
napf. nanocastice Au, Pt nebo grafen-oxidu, ¢ehoz lze vyuZzit pfi fizeném uvolnovani léciva.
Vysoka schopnost fototermalni konverze (~40 %) umoziuje PAD vyvolat rychlé zvySeni
teploty a spustit tak uvolfiovani lé¢iva vlivem plsobeni NIR zafeni pro hypertermickou

terapii rakoviny [125; 145].
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4.5 Vyuziti PAD

Jak jiz bylo naznaceno, PAD lze vyuzit pro modifikaci a funkcionalizaci povrchu vsech
riznych materiali. Navic jej lze pfipravit v riznych forméch (tenké filmy, nanocastice,
nanotrubicky, kapsle atd.), coz jesté rozSifuje oblasti jeho pouziti. Na zdkladé vyse
uvedenych vlastnosti lze pfedpokladat Siroké vyuziti polydopaminu v riiznych oblastech

(napf. regenerativni medicina nebo ochrana zivotniho prostiedi).
Biomedicinské aplikace

Vzhledem k jeho adhezivni a fototermalni schopnosti, 1ze PAD vyuzit k ptipravé funkénich
nanokompozitl potahovanim s vyuzitim riznych typt nanoc¢astic napt. Fe3O4, mezoporézni
¢astice Si0O, oxid grafenu, zlaté nanocastice atd. pro diagnostiku a rakovinovou terapii
[16]. Pii ptipravé core-shell struktur, ve kterych byly Au nanocastice modifikované
nanovrstvou PAD, fesili védci Liu et al. (2013) otazku stability PAD obalu in vivo. Ukazalo
se, ze core-shell struktury Au/PAD byly stabilni po dobu 6 tydnii, kdy nevykazovaly
vyraznou histologickou toxicitu in vivo [146]. Na jejich vyzkum pak mohli navazat dalsi, ve
kterych jiz byla experimentalné ovétena funkce Au/PAD struktury jako nanokompozitl pro
diagnostiku a fototermalni terapii nadora [145; 147]. Jako modifikator povrchu byl PAD
aplikovan také k ptipravé scaffoldi na bazi PCL/CNT nanotrubi¢ek pro regeneraci
perifernich nervii [148]. Fototermalni vlastnosti PAD vyuzili ve své praci také autofi Xu et
al. (2021), ktefi navrhli tzv. nanovlakenny kompozit PAD/kurkumin pro 1é¢bu diabetickych
ran infikovanych bakteriemi. Diabetické rany je totiz velmi obtizné 1€€it, jelikoz pii diabetes
dochazi k naruseni hojivych procest, a proto jsou tyto rany nachylné;si k bakterialni infekci.
To by mohl vyteSit nanovldkenny PAD/kurkumin, ktery vykazoval dobrou fototermickou
konverzi a antibakteridlni Gc€inky, pravé diky PAD obalu. Studie in vivo prokazaly, ze
nanokompozit nejen Ze inhiboval infekci bakteridlniho kmene, ale také urychloval proces
regenerace diabetické rany. PAD/kurkumin by tedy mohl predstavovat slibny material pro
1é¢bu diabetickych ran nachylnych k bakteridlni infekci [149]. Polydopamin lze vyuzit také
k modifikaci povrchii bionsenzori. Elektrody bionsezorii musi byt biokompatibilni a
specificky funkcionalizované pro detekci biomolekul. Casto jsou detekovanymi
biomolekulami proteiny skladdajici se z aminokyselin, které ve své struktufe obsahuji funkéni
skupiny jako je aminova ¢i thiolova a které se ochotné vazou na velmi reaktivni chinon ve
struktufe PAD prostfednictvim 1,4-Michaelovy adice ¢i Schiffovy baze. Pti vyvoji

bionsezort tak mtize PAD vytvaret vhodné mikroporézni prostfedi pro imobilizaci vysoké
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hustoty biomolekul na povrchu elektrody [150]. Konkrétnim ptikladem takového biosenzoru

je oxid zine¢naty funkcionalizovany polydopaminem pro detekci glukézy [151].
Aplikace v enviromentalni oblasti

Zajimavé potencidlni vyuziti polydopaminu ptedstavuje oblast ochrany zivotniho prosttedi.
Autofti Lu et al. (2019) ptipravili nanotrubicky na bazi polydopaminu s Ag (popt. Pt, Pd, Au)
nanocasticemi, pfitomnymi na vnitinim i vné€j$im povrchu dutych nanotrubi¢ek PAD, diky
¢emuz doslo k nartistu absorp¢nich a desorpcnich vlastnosti, ale i a katalytické aktivity, jenz
lze vyuzit pii redukci organickych polutanti z vod [152]. Jeden z nejnovéjsi vyzkumi
vyuziti polydopaminu (¢lanek zroku 2024) byl vénovan pfipravé prenosnych
elektrochemickych biosenzori na bazi kvasinkovych bunék v biokompatibilni PAD
matrici, pomoci kterych je mozné monitorovat stav zneciSténi Zivotniho prostfedi napf.

pesticidem CuSOg4 [153].
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5 PRIPRAVA HYDROGELU A JEJICH VYUZITI

Hydrogely jsou ve vodé nerozpustné trojrozmérné struktury tvofené polymernimi fetézci s
hydrofilnimi funkénimi skupinami jako je napi. karboxylova, hydroxylova, aminova nebo
sulfatova skupina. Diky pfitomnosti téchto skupin jsou hydrogely schopny absorbovat velké
mnozstvi vody [154; 155]. Hydrogely vznikaji procesem sit'ovani, které Ize definovat jako
vytvareni novych chemickych nebo fyzikélnich pticnych vazeb mezi funkénimi skupinami
polymernich fetézci, jehoz duasledkem se stdva materidl nerozpustny [116]. Kromé
polymerniho fetézce je soucasti struktury hydrogelu také rozpoustédlo (nejcastéji voda) a
muze nebo nemusi byt pfitomné sitovaci Cinidlo iniciujici vznik pficné vazby. Hydrogely
maji zajimavé biomimetické vlastnosti, napf. vysokou pruznost, vynikajici absorp¢ni
schopnost v nabotnalém stavu, Zzadnou nebo nizkou toxicitu, biokompatibilitu,
biodegradabilitu a nastavitelné mechanické vlastnosti [155]. Diky svym vlastnostem jsou
vhodné k ptiprave riiznych typti materiald, jako jsou kontaktni ¢ocky, hydrogely pro kontakt
s krvi, scaffoldy, bioadhezivni materialy pro hojeni ran, um¢lé¢ ledvinové membrany,

nahrady hlasivek, uméla ktize ¢i Slachy [156].

5.1 Klasifikace hydrogela

Existuji riizné typy hydrogelt, které 1ze klasifikovat podle n€kolika kritérii. Prvni z nich je
déleni na zakladé zpiisobu pripravy (1), a to na homopolymerni, kopolymerni a
multipolymerni hydrogely. Druhou moznosti d€leni je podle néaboje pritomného
na polymernim Fetézci (2), a to na aniontové, kationtové, amfolytické hydrogely a
hydrogely s neutralnim nabojem. Dle struktury polymerni sité (3) se hydrogely déli na
amorfni, semikrystalické, hydrogely s vodikovou vazbou, supramolekularni a hydrokoloidni
agregaty. Podle velikosti (4) Ize hydrogely rozd¢€lit na makrogely, mikrogely a nanogely
(obr. X).

Macrogel Microgel Nanogel

1IEJOnm - 100|j!m c‘l.uﬂlgnm
Obr. 31 — Rozd¢leni hydrogelt podle velikosti [156]

V neposledni fad€ Ize hydrogely klasifikovat na zékladé¢ povahy prFiéné vazby (5) mezi

polymernimi fetézci, a to na fyzikalné nebo chemicky sitované hydrogely [157].
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5.2 Priprava hydrogeli

Hydrogely lze piipravit riznymi metodami sitovani v zavislosti na typu a povaze
biopolymeru. Pfi sitovani dochdzi k interakci funk¢nich skupin pfitomnych na polymernim
fetézci prostrednictvim sitovacich Cinidel za vzniku trojrozmérné sité [116]. Obecné lze
hydrogely pfipravit 2 mechanismy podle vznikajici pti¢né vazby mezi polymery - fyzikalnim

a chemickym sitovani [158].

5.2.1 Fyzikalni sitovani

Podstatou fyzikalniho sitovani je interakce polymernich fetézct prostfednictvim obecné
slabych sekundarnich vazeb (napf. krystalizace, iontové interakce, hydrofobni interakce,
vodikové vazby nebo jejich kombinace) za vzniku fyzikdlni sité. Tyto interakce jsou
reverzibilni a mohou se ménit na zakladé zmény prostfedi (napt. pH a teplota) [155].
Fyzikalné sitované hydrogely se staly pfedmétem zajmu zejména kvuli snadné piipravé a
nizké toxicite, kterd souvisi s tim, ze pii jejich ptipravé neni potieba sitovacich ¢inidel, které
jsou Casto toxickymi latkami, a pro zamyslenou aplikaci hydrogeld v biomedicin€ by mohly
predstavovat urcité riziko [157]. Mezi nevyhody fyzikalné¢ sitovanych hydrogeli 1ze zatadit
hor$i mechanické vlastnosti neZ u chemicky sitovanych hydrogelt, jelikoz fyzikalni
interakce jsou slabsi nez kovalentni vazby, dale také delsi doba gelace, nizsi stupeni sitovani
nebo nedostatecna kontrola reakéni kinetiky pfi procesu sitovani [116]. Nize jsou popsany

nékteré metody piipravy fyzikalné zesitovanych hydrogeld.
Sit’ovani iontovymi interakcemi

Jednou z moznych metod piipravy fyzikdlnich hydrogell je sitovani iontovymi
interakcemi. Ptipravu hydrogell iontovymi interakcemi lze rozdé€lit do dvou podskupin, a
to na (i) elektrostatické interakce mezi dvema polyelektrolyty s opacnym nabojem na retézci
ana (ii) elektrostatické interakce mezi polyelektrolytem a opacné nabitym iontem. V prvnim
ptipad€ spolu reaguji kladné nabity polykationt (pi. chitosan) a zaporné nabity polyaniont
(pt. hyaluronan, alginat) za vhodnych podminek bez ptitomnosti chemickych sitovadel za
vzniku fyzikalni sité. Piipraveny fyzikalni hydrogel tak nese vlastnosti obou (nebo i vice)
polyelektrolytl, ¢imz Ize do urcit¢ miry fidit jeho konec¢né vlastnosti [159]. Ptikladem
hydrogelu, ktery byl pfipraven vySe zminénou metodou je polyelektrolytovy kompozit
chitosan/alginat/polyglutamova kyselina [160]. OvSem tyto hydrogely tvofi strukturné

nehomogenni matrici, proto se tento zptisob sitovani bézné nevyuziva [161].
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Castgji se vyuziva metoda sitovani podminéna reakci polymerniho fetézec s ionty, které jsou
schopny vytvafet iontové mustky mezi fetézci nebo chelataéni interakce s funkcnimi
skupinami polymeri. K t€émto reakcim se obecné vyuzivaji jednomocné, dvojmocné nebo
trojmocné kationty, jako jsou napt. Ag”, Zn*?, Ca**, Cu*’, Fe*" nebo AI**. Uvedené kationty
nejcastéji reaguji s funkénimi skupinami jako je karboxylova, hydroxylova, aminova nebo
atomem kysliku v etherové skupiné polymeri a vytvaieji tak fyzikalni uzly sitovani [159].
Timto zplisobem se piipravuji napiiklad hydrogely na bazi alginatu sodného, ktery
interaguje s bivalentnimi kationty (pf. Ca*") za vzniku hydrogelu s tzv. egg-box strukturou
(obr. 32) [158]. Je zajimavé, Ze touto metodou Ize sitovat i polymery bez naboje (neutralni
polymery). Jednim z takovych polymert je dextran, ktery muze vytvaret fyzikalni sité
krystalizaci za vzniku vodikovych vazeb nebo reakci s draselnym kationtem (K"), kdy

vznika tzv. cage-like struktura, ve které jsou uzavieny ionty K" [161]

COO" HO

Obr. 32 — Egg-box struktura [159]

I prestoze pfiprava hydrogelti sitovanim iontovymi interakcemi je jednoduchou
jednokrokovou metodou, slabé mechanické vlastnosti vzniklych hydrogeli jsou velkou
nevyhodou pii néslednych aplikacich. Jednim z moznych feSeni je kombinace kovalentné a

fyzikélné sitovanych hydrogela [158].
Sitovani krystalizaci

Krystalizace je metoda fyzikalniho sitovani, kterd je zaloZena na principu zmrazovani a
rozmrazovani, tzv. freeze-thaw metoda (obr. 3). Pfi zmrazeni dochazi ke krystalizaci a tvorbé
krystalitl, které se chovaji jako fyzikalni uzly a které zpisobuji fyzikalni zesiténi a asociaci
polymernich fetézcl vedle sebe. Po rozmrznuti si fetézce zachovavaji svou strukturu

polymerni sité, ktera vznikla béhem krystalizace [161].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 64

Krystality

Polymerni fetézce Zesit'ovani struktura

Obr. 33 — Sit'ovani metodou freeze-thaw [161]

Krystalizace neni béznou metodou piipravy fyzikéalnich hydrogeld, ale pouziva se napiiklad
k ptipravé hydrogelti na bazi polyvinylalkoholu (PVA). PVA hydrogely jsou fyzikéalné¢
zesitované prostfednictvim krystalitd vytvofenych pifi zmrazeni a vodikovych vazeb
vznikajicich mezi fetézci PVA [158]. Pfi skladovani PVA pfti pokojové teploté, dochazi
k jeho spontannimu gelovaténi s nizkou mechanickou pevnosti. Ov§em procesem zmrazeni
a rozmrazeni se tento hydrogel s nizkou mechanickou pevnosti méni na tuhy a pruzny [162].
Tvorba ptficnych vazeb mezi polymernimi fetézci metodou krystalizace byla pozorovana
také u polysacharidii (chitosan, celul6za). Pii vysoké teploté se piedpoklada konformace
nahodné spirdly, ovSem pii nizkych teplotach tfetézce tvoii dvouSroubovice a nasledné 1
agregaty, které se chovaji jako uzly sitovani [159].

Sit’ovani vodikovymi vazbami

Jednim z hlavnich mechanismii pfipravy fyzikélnich hydrogelt je sitovani vodikovymi
vazbami (obr. 34). Vodikova vazba vznikd mezi atomem vodiku a elektronegativnim
atomem (O, F nebo N). Inter- i intramolekularni vodikova vazba muze pii priprave
hydrogelti pfedstavovat bod fyzikdlniho sitovani. Pfirodni polymery ve své struktufe

obsahujic funkéni skupiny (hydroxylova, karboxylovd nebo aminovd) schopné tyto

vodikové vazby vytvaiet [159].

o/ AN Polymerni Fetézec

Vodikova . . . |

vazba : | = -
o o \c 4

Obr. 34 — Schématické znazornéni sitovani vodikovymi vazbami[161]
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Jednim z prikladl ptirodnich polymert, které mohou vytvaret fyzikalni sité prostfednictvim
vodikovych vazeb, je agaroza. Hydrogely na bazi agardzy se pripravuji tak, ze se nejprve
pevna forma agarozy rozpusti ve vrouci vodé¢ a ta se nasledné ochladi na pokojovou teplotu,
¢imz se iniciuje sitovani. Pii sitovani se v polymernim roztoku vytvaii inter- a
intramolekularni vodikové vazby, které¢ drzi 3D strukturu vzniklého hydrogelu. Stabilitu
hydrogelu lze narusit dodanim vnéjsi tepelné energie, ¢cimz dojde k prechodu z pevné faze

na kapalnou [161].

5.2.2 Chemické sitovani

Dalsi moznost ptipravy hydrogeli predstavuje chemicky zpisob sitovani. Priprava
hydrogelti chemickym sitovanim vede k vytvofeni pificnych vazeb mezi polymernimi
fetézci, které maji povahu kovalentnich vazeb [163]. Obecné maji chemické hydrogely lepsi
chemickou, mechanickou i tepelnou stabilitu nez vyse popsané fyzikalni hydrogely, coz l1ze
prisuzovat silné kovalentni vazbé [164]. Na druhou stranu se k pfipravy hydrogela
chemickym sitovanim Casto pouzivaji latky podporujici samotné sitovani (crosslinkery),
které mohou byt toxické, coZ nasledné miiZze zplsobit problém s aplikaci téchto hydrogelt
v biomedicing. Resenim miize byt promyti produktu, aby se odstranil zbytek crosslinkeru,
¢imz se ale prodluzuje ptiprava samotného hydrogelu [116]. I pfes vysokou cenu nékterych
¢inidel a vysoké ndroky na ptipravu, jsou chemicky sitované hydrogely mezi védeckou
komunitou zabyvajici se ptipravou hydrogelti na bazi piirodnich polymera oblibené [163].
Mezi metody chemického sitovani lze zaradit napt. sitovani pomoci vysokofrekvenéniho
zateni, chemickych sitovadel (crosslinkery), enzymatického sitovani, pfipadné sitovani

s vyuzitim modifikovanych polymert na zédkladé chemické reakce atd. [158; 162].

Sitovani vysokofrekvenénim zafenim (radiaci) predstavuje jednu z metod chemického
sitovani, zahrnujici pfipravu hydrogeld zafenim o vysoké energie (napf. elektronového
svazku, gama zareni) bez pouziti chemickych sitovadel. Navic lze sitovaci reakci vyvolat
pii riznych teplotach ¢i fazich vychozi latky (plynné, kapalné ¢i pevné) [165]. Sitovani
radiaci predstavuje relativné jednoduchou metodou, u které nejsou potieba zadna sitovadla,
a u které¢ lze snadno ftidit sitovaci, polymeracni a roubovaci reakce [158]. Alternativnim
zpusobem je tzv. sitovani pomoci elektronového svazku, pomoci kterého lze sitovat napf.
vysokohustotni polyethylen (HDPE), ¢imz lze docilit zvySeni jeho mechanické a tepelné

stability. Problémem u HDPE je jeho rychld mechanicka degradace a tepelné smrst'ovani pii
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teplotach blizkych jeho teploté tani (130 °C). Tento nedostatek lze feSit pravé pomoci
sitovani radiaci, béhem kterého na vétvich fetézce HDPE vznikaji radikaly v disledku
odstépeni vodiku, ¢imz se vytvaii mista sitovani. Timto zplisobem autoii Lee et al. (2021)
pripravili smés HDPE s ethylenvinylacetatu (dobra pruznost) a polyuretanu (dobré tepelné
vlastnosti a odolnost proti opotiebeni), kterd byla zesitovana elektronovym paprskem, za
ucelem zvySeni mechanické a tepelné stability. Zesitovana smes vykazovala 4krat lepsi
stabilitu ve srovnani s nezesitovanym HDPE a 9krat lepsi odolnost proti opotiebeni nez u
zesitovaného HDPE [165]. Jinym zdrojem vysokofrekven¢niho zafeni (gama zatfenim) byly
ptipraveny hydrogely na bazi zelatiny vyztuzené celulézovymi nanokrystaly (CNC). Studie
prokazaly, ze ptitomnost CNC zvysuje tepelné i mechanické vlastnosti hydrogelt, které
zaroven nevykazuji toxicitu, a navic jsou schopné ze své struktury uvolnit az 70 % léciva pti
12 hod. Zminéné hydrogely maji velky potencial pro vyuziti v systémech pro podavani 1é¢iv
[166]. Prostfednictvim gama zafeni byly pfipraveny také super-absorpéni hydrogely na bazi

Tara gumy/akrylové kyseliny pro vyuziti v détsky plenkach [167].

Jinym ptistupem chemického sitovani je sitovani chemickymi reakcemi prostiednictvim
komplementarnich funkcnich skupin, které patfi mezi nejCastéjSi metody kovalentné
sitovanych hydrogelt. Tyto reakce obvykle vyzaduji vodné prostiedi. Typickym piikladem
sitovani chemickymi reakcemi je reakce Schiffovy béaze, Michaelova adice, thiol-ene
reakce, azido-alkynova cykloadice atd. [158; 163; 168]. Napiiklad principem reakce
Shiffovy baze je interakce mezi polymernim fetézcem obsahujicim aminovou, hydrazidovou
nebo oximovou funkéni skupinu a polymernim fetézcem s aldehydovou funkéni skupinou,
ktera vede k vytvoreni iminové, resp. hydrazonové ¢i oximové, kovalentni vazby a vzniku

zesitované struktury (obr. 35) [6; 163; 168; 169].

0
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Polymer s aminovou Polymer s aldehydovou Zesitovana struktura
skupinou skupinou prostiednictvi iminové
vazby

Obr. 35 — Znéazornéni reakce Schiffovy baze mezi polymernimi fetézci obsahujici
aminovou a aldehydovou skupinu [163]
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Polymery, které ve své nativni form¢ neobsahuji jednu z vyse uvedenych funk¢nich skupin,
lze modifikovat a inkorporovat tyto skupiny do struktury polymeru, ¢imz se stavaji
atraktivnimi pro sitovani reakci Schiffovy baze [163]. Hydrogely sitované Schiffovou bazi
pritahuji velkou pozornost zejména kvili moznosti vytvaret vazby in situ (pfimo
v organismu) s bunikami, tkdnémi nebo bioaktivnimi latkami za fyziologickych podminek
[168], dale také kvtli biokompatibilite, lehce kontrolovatelnym reakénim rychlostem a jejich
uplatnéni jako injektovatelné hydrogely [158]. Touto metodou pfipravy hydrogelt se ve své
préaci zabyvali Wang et al. (2023), kteti pfipravili in situ injektovatelny hydrogel na bazi
aminy modifikovaného hyaluronanu a B-cyclodextrinu s aldehydovou skupinou jako matrici
pro dlouhodobé¢ fizené uvoliiovani 1é¢iva [170]. Kromé jiz zminéného sitovani, je mozné
pfipravit hydrogely na bazi thiolovanych polymert vcetné thiolovaného hylauronanu
prostfednictvim Michaelovy adice 1 thiol-ene reakce, proto je jejich popis uveden

v nasledujici kapitole.

5.2.3 Priprava hydrogeli na bazi thiolovaného hyaluronanu

Prvni zminka o hydrogelu na bazi thiolovaného hyaluronanu je z roku 2002, kdy autofi Shu
et. al (2002) vydali ¢lanek, ve kterém popisuji tehdy novy zplsob sitovani hyaluronanu
modifikovaného thioly prostfednictvim disulfidového mustku. Ten vznikl oxida¢ni reakci
mezi thiolovymi skupinami na fetézcich hyaluronanu za ptitomnosti vzdusného kysliku bez
pouziti sitovaciho ¢inidla [94]. Od té¢ doby byla publikovana celé fada ¢lankt zabyvajicich
se ptipravou hydrogeli na béazi thiolovaného hyaluronanu. Obecné lze jejich pfipravu
rozde¢lit na thiol-disulfidovou vyménu, oxidacni reakci, thiol-Michaelovu adici €i thiol-ene,

popf. thiol-yne reakei [171].
Oxidace

Oxida¢ni reakce za vzniku disulfidovych mustkh mezi thiolovymi skupinami je
pravdépodobné nejcastéjSim zpisobem piipravy hydrogelt thiolovanych polymerd. Vyhoda
tohoto zpisobu sitovani spociva v jejim snadném provedeni za fyziologickych podminek,
mozné reverzibilité a vysoké biokompatibilité, jelikoZ k sitovani dochédzi za pfitomnosti
oxidac¢niho ¢inidla (pf. vzduSného kysliku), které neptedstavuje toxickou hrozbu pro
nasledné aplikace ptipraveného hydrogelu napt. do lidského ¢i zvifeciho organismu [164;
171]. Za dalsi vyhodu lze povazovat to, Ze tato metoda sitovani je télu vlastni, jelikoz
napodobuje zptsob sitovani proteinti (pf. glykoproteiny sliznice, které vytvari tuhy a stabilni

hydrogel na povrchu sliznicnich membran prostfednictvim disulfidovych mustkli s muciny
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bohatych na cystein) [171]. Hydrogely sitované prostiednictvim disulfidovych mustki se
dostaly do poptedi zajmii i kvuli jejich rozlozitelnosti v organismu, jelikoz podléhaji
enzymatickému Sté€peni hyaluronidazou ¢i redukénim Cinidlim jako je cystein a glutation.
Nicméné za nevyhodu sit'ovani oxidaci 1ze povazovat pfitomnost silnych oxidac¢nich ¢inidel
(CuSO4), ¢emuz lze ale predejit pouzitim vzdusného kysliku, nebo nesnadnou reakcni
kontrolou [106; 164]. Proces oxidace zahrnuje deprotonizaci thiolovych skupin, ¢imz
vznikaji thioldtové ionty (R—S—). Ty nasledn¢ reaguji s kyslikem za vzniku radikalt, které
jsou velmi reaktivni a tvoti tak disulfidovou vazbu, jak naznacuji nize uvedené rovnice (Rov.

1-3) [99].
R—SH+ H,0 & R—S™ + Hs0* (&.1)
AR —S™ + 0, + 4H;0% & 4R — S + 6H,0 (8.2)
2R—S &»R—S—S5—R(83)

Jelikoz ma disociacni konstanta (pKa) thiolti hodnotu mezi 8 — 10, je pfi reakci vyzadovano
prosttedi o pH > 7-8. Jinad strategie tvorby disulfidovych mistki zahrnuje pouziti
radikalovych iniciatord (napft. peroxidu vodiku), které zvysuji rychlost tvorby disulfidovych
mustkl [99]. Tento zplsob piipravy thiolovanych hydrogeld ve své praci vyuzili napt. Bian

et al. (2016) [8], Bermejo-Velasco et al. (2019) [99], Hong et al. 2021 [10] a dalsi.
Vyména thiol-disulfid

Thiol-disulfidovd vyména predstavuje alternativni zpisob vzniku disulfidového vazby.
Stejné jako oxidace, i reakce thiol-disulfidové vymény zahrnuje deprotonaci thiolovych
skupin za vzniku thioldtovych iontl, které nasledné podléhaji mechanismu nukleofilni

substituce s disulfidovou vazbou (Rov. 4 a 5) [99; 171]:
R—S +R —SS—R &R—-SS—R +R —S§ (&5)

Jedna se o reverzibilni reakci, béhem které se tvoii disulfidové vazba bez pouziti oxida¢niho
¢inidla. Thiol-disulfidovd vyména je nasledné zavisld na sulthydrylovém ligandu. Jako
disulfidické slouceniny se pouzivaji polymery s reaktivni ,,pyridin-disulfidovou* skupinou
(napt. kyselina merkaptonikotinovd a amid merkaptonikotinu, které urychluji thiol-
disulfidovou vyménu [99; 171]. Thiol-dislufidovou vyménu k ptipravé hydrogelti na bazi
HA-SH ve své praci vyuzili autofi Asim et al. (2020). Ti pfipravili tzv. S-protected

thiolovany hyaluronan, ktery byl sitovan thiol-disulfidovou vyménou bud in situ
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s glykoproteiny bohatych na cystein s volnymi thiolovymi skupinami, nebo s N-

acetylcysteinem [106].
Michaelova adice

Dalsi sitovaci reakce, pomoci které Ize ptipravit HA-SH hydrogely, je Michaelova adice,
be&hem které thiolové skupiny reaguji s ndsobnymi vazbami (alkeny). Jedna se o nukleofilni
adici, pfi které se deprotonovana thiolova skupina (tzv. MichaelGv donor) vaze na fetézce
s funk¢ni skupinou, ktera vykazuje zédporny indukcni efekt (tzv. Michaeliiv akceptor) za
alkalickych podminek [6]. Michaelovou adici byly pfipraveny napt. hydrogely na bazi
thiolovaného hyaluronanu a polydopaminu, kdy se thiolova skupina aduje na chinonovou
skupinu polydopaminu [47; 172]. Injektovatelné hydrogely na bazi HA-SH a
polyethylenglykolu funkcionalizovaného vinylsulfonem byly zase pfipraveny jako

biodegradabilni matrice pro vyuziti v tkdnovém inzenyrstvi [173]

5.2.4 Priprava hydrogelu na bazi hyaluronanu konjugovaného dopaminem

Jak jiz bylo naznaceno, v nedavné dob¢ bylo velké usili vénovano napodobeni ptirodnich
proteinli mlZii pomoci syntetickych polymert jejich modifikaci katecholem. I pfesto, Ze
védci zaznamenali Gspéchy pfi vyvoji téchto polymert, chemie sitovani katecholovych
skupin zlistavd stale neobjasnéna. Obecné se katecholy snadno oxiduji (viz kap.
Polydopamin) na nestabilni chinonovou formu, kterd je vysoce reaktivni elektrofilni
molekula a kterd se miZe nésledné Gcastnit sekundéarnich reakci za vzniku kovalentnich
pticnych vazeb (chemické sitovani). Mezi tyto sekunddrni reakce patii napt. reakce s
aminovymi a thiolovymi skupinami nebo aryloxy (arylovy zbytek s navazanym kyslikem)
radikaly [174]. Chinon muze reagovat zpétnou disproporcionaci za vzniku vysoce
reaktivnich ,,semichinonovych* radikall, které mohou nasledné reagovat spolu a vytvaret
tak pfi¢né vazby. Mechanismus tohoto zptisobu sitovani katecholovych skupin je naznacen

na obr. 36. Kinetika téchto reakci zavisi na ptitomnosti dal§ich oxidacnich ¢inidel.
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Obr. 36 — Sitovani prostfednictvim vazby mezi katecholy [174]
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Predpoklada se tedy, Ze dopaminem konjugovany HA(Na) tvofi hydrogely prostfednictvim
reakci mezi katecholy (konktrétné tedy jejich radikaly), coz lze ptipodobnit polymerni reakci
dopaminu za vzniku polydopaminu. Tento pfedpoklad vychazi také se zmény barvy béhem
vzniku sité, kterd se d€je 1 pii ptipravé polydopaminu [175]. Hydrogely na bazi HA-DA
pfipravené sitovanim prostfednictvim jednoduché vazby mezi monomery dopaminu
zkoumali rizni autofi [12; 13; 110; 114]. Tak naptiklad Melnik et al. (2022) ve své praci
zohlednovali vliv oxida¢nich ¢inidel (NalO4 a NaOH) na sitovani HA-DA a zjistili, ze kratsi
gelacni Cas a zaroven vyssi tuhost vykazuji hydrogely, jejichz sitovani bylo iniciovano
NalO4 [12]. Jinou moznosti ptipravy HA-DA hydrogeli je reakce katecholu s thiolovymi
skupinami. Vysoce reaktivni elektrofilni chinon mize reagovat s nukleofilni thiolovou
skupinou prostrednictvim Michaelovy adice. Navrzeny mechanismus je zndzornén na obr.
37. Jak jiz bylo nékolikrat zminéno, katechol a jeho derivaty (dopamin nevyjimaje) snadno
oxiduji na chinonovou formu a ta pak mize podléhat nukleofilnimu ataku thiolové skupiny

v poloze 2, coz vede k reorganizaci chinonu zpét na katecholovou skupinu [174].

G QLA E S

Obr. 37 — Navrzeny mechanismus reakce katecholu (EWG = skupina pfitahujici elektrony,

pi. COOH, COOMe, CN) s thiolovou skupinou (X = SR-) [174]

Kromé polohy 2 na chinonu, miZe nukleofilnimu ataku thiold podléhat také poloha 5
Primérni thioly (napf. furan-2-yl-methanthiol) s menSimi stérickymi pifekdZkami navic
vykazuji vyssi reaktivitu oproti sekundarnim (3-mercaptohexan-1-ol) ¢i terciarnim (4-

mercapto-4-methylpentan-2-on) thiolim [174].
5.3 Vyuziti hydrogeli

5.3.1 Vyuziti hydrogeli na bazi thiolovaného hyaluronanu

Hydrogely na bazi thiolovaného hyaluronanu nachazi uplatnéni v Siroké oblasti aplikaci jako
napf. v oftalmologii, pfi pooperacnich procesech, v tkanovém inzenyrstvi ¢i pfi hojeni ran
[108]. Casto se viak HA-SH vyuziva v kombinaci s jinymi materialy zejména z diivodu
zlepSeni vlastnosti hydrogela a zvyseni aplikovatelnosti v rtiznych oblastech. Napiiklad 3D

tisténé hydrogely na bazi thiolovaného hyaluronanu v kombinaci s hyaluronanem
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konjugovanym methakrylatem Ize uplatnit jako obvazy p¥i hojeni ran [176]. Pro hojeni
diabetickych ran byla testovana také struktura vicevrstvych filmi sloZena z chitosanu
modifikovaného maleinem a hyaluronanu modifikovaného thioly (sitované prostfednictvim
Michaelovy adice) na substratu z polymlécné kyseliny ve form¢ nanovlédken. Z vicevrstvé
struktury byl uvoliiovan inzulin, u né&jz byl prokazdn podplrny ucinek pii hojeni ran
(podpora riistu a migrace keratinocytd a inhibice tvorby a migrace endotelovych bunék, coz
napomaha znovuvytvoreni epitelové tkan¢ a také zvySuje jeji angiogenezi). Dle in vivo studii
by mohla mit uvedena vicevrstva struktura potencidlni vyuziti pti hojeni diabetickych ran

[177].

N4

z nich je napf. terapie pomoci nervovych kmenovych bunék, ktera ptedstavuje slibny ptistup
k 1é¢bé miSnich poranéni. Terapie ma vSak fadu omezeni jako je viabilita bun¢k, jejich
lokalizace v cilovém misté ¢i kontrola diferenciace. Tento problém by do jisté miry mohl
vyiesit thiolem modifikovany hyaluronan/zelatina hydrogel, ktery byl navrzen védci
Kwokdinata et al. (2023). Mechanické vlastnosti hydrogelu 1 hustota enkapsulace bunék byly
optimalizovany tak, aby se zvysila jejich zivotaschopnost a proliferace. In vitro testy ukéazaly,
ze mék¢éi hydrogely vedly k vys$imu stupni diferenciace neuroni s rozsifenymi vlidknitymi
strukturami. Pfi in vivo testech bylo prokazano, Ze bunky enkapsulované v hydrogelu
které nebyly ulozené v matrici. Obecné lze konstatovat, ze piipraveny hydrogel po
transplantaci do michy podporoval zivotaschopnost a nervovou diferenciaci lidskych
kmenovych buné¢k, a diky ¢emuz jej 1ze vnimat jako potencialni materidl pro 1é¢bu miSnich
poranéni a obecn€ kmenovou terapii [178]. Terapii kmenovymi bunkami lze uplatnit také pii
regeneraci chrupavky poskozené pii osteopordze (degenerativni onemocnéni kloubit), pti
kterém ma kloubni chrupavka v disledku nedostatecné vaskularizace omezenou schopnost
regenerace. Pii této terapii se vyuzivaji materialy (scaffoldy), které napodobuji vlastnosti
mezibunécné hmoty chrupavky. Navrzeny materidl pro opravu a regeneraci chrupavky musi
mit vysokou adhezi ke tkani a stabilni mechanické vlastnosti pii cyklickém zatiZzeni. Vé&dci
Cui et al. (2023) ve své praci pfipravili injektovatelny hydrogel na bazi akrylovaného 8-
ramenného hvézdicového silsesquioxanového polyethylethylenfostatu (AC-POSS-8-PEEP)
s thiolovanym hyaluronanem. Hydrogel podporoval rist a diferenciaci mezenchymalnich
kmenovych bun¢k, a navic m¢l vysokou adhezi ke krysi chrupavce, na které byl schopen

odolavat mechanickému zatizeni. Testy in vivo také prokazaly, Zze kmenové bunky
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zapouzdiené v AC-POSS-8-PEEP/HA-SH hydrogelu zvysily regeneraci poskozené
chrupavky. Z vysledkli prace uvedenych autort je patrné, ze AC-POSS-8-PEEP/HA-SH
scaffoldy by mohly piedstavovat slibny material pro 1é¢bu osteoporoézy [179].

5.3.2 Vyuziti hydrogeli na bazi polydopaminu

V této kapitole bude vyuziti polydopaminu navazovat na ptedchozi text o jeho vyuziti
z kapitoly 4.5, avSak jeho aplikovatelnost bude zamétena pievdzné na hydrogely. Jeden
z nejnovejSich vyzkumit polydopaminu fesi jeho vyuziti pfilécbé rakoviny fototermdlni
terapii. Fototermdlni terapie se dostala do popiedi z4jmu, predevsim kvuli rychlému niceni
nadord vlivem lokaln¢ putsobici vysoké teploty, a také kvili inhibici rastu nadorii
prostiednictvim ozafovani fotosenzitivnich nanomateriald NIR zafenim. Jak uz bylo
naznaceno vyse, polydopamin je prave jednim z fotosenzitivnich materiali, ktery je schopen
absorbovat NIR zéfeni a pfeménit jej na teplo. V praci Rong et al. (2023) byl zkouman
material pro kombinovanou 1é¢bu rakoviny — chemoterapii a fototermalni terapii. K tomu
byl piipraven injektovatelny kompozitni hydrogel na bazi oxidovaného hyaluronanu a
hydroxypropyl chitosanu (sitované Schiffovou bdazi) s inkorporovanymi ¢ésticemi
polydopaminu jako vysoce u¢inného fototermalniho Cinidla a zaroven jako nosice 1é¢iva
doxorubicin (DOX). Pfi tomto typu terapie mize v okoli zasaZzené tkan¢ vznikat zanét, ktery
védci vytesili pfidavkem kurkuminu a derivatu cyklodextrinu pro zmirnéni projevi zanétu.
Vysledky jejich studie ukdzaly, Ze kompozitni hydrogel dosahoval vysoké fototermalni
konverze pfi soucasném uvolnovani 1é¢iva a ptitomnost kurkuminu vedla ke snizeni zanétu
zpusobeného fototermalni terapii. Dle in vitro a in vivo studii na nadorech Hepa 1-6 (model
hepatocelularniho karcinomu) ma pfipraveny kompozitni hydrogel velky potencial pro
vyuziti pfi kombinované (fototermo/chemoterapie) 1€cb¢ rakoviny [17]. Lécba rakoviny neni
jedinou oblasti, kde 1ze PAD vyuzit. Jako biopolymer s celou $kéalou zajimavych vlastnosti
(elektrickd vodivost, adheze, biokompatibilita) byl uplatnén pro piipravu multifunkénich
hydrogela jako senzort pro snimani pohybu lidského téla a transdermalni (pres kiizi)
podavani lékii. Autofi Li et al. (2023) se napiiklad zabyvali hydrogely na bazi hemicelulozy
(s akrylamidem a kyselinou akrylovou) vyztuzené PAD nanocasticemi. Pfitomnost PAD
v matrici zvySovala mechanické vlastnosti, elektrickou vodivost a adhezivni vlastnosti.
Vysokou adhezi mél hydrogel ptfedev§im ke kozné tkéni i po riizném mechanickém
namahani (krouceni, ohybani), a to diky riznym typum interakcim jako jsou napf.
elektrostatické interakce, kovalentni vazby s thiolovymi a aminovymi skupinami

pfitomnych na povrchu klize, vodikové vazby ¢i interakce m-kationt. Materidl navic
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vykazoval stabilni elektrochemické vlastnosti, které byly pfeneseny z vlastni vodivosti
polydopaminu a podpofeny porézni strukturou a vlivem polydopaminu na hydrogelovou sit’
(vodivostni draha). Diky tomu muze hydrogelovy kompozit monitorovat ruzné lidské
pohyby, v¢. vibraci, v redlném Case (pf. ohybani prstl, kolen, polykani atd.). Navic pfi
naplnéni hydrogelu kationtovym lé¢ivem, je materidl schopen toto 1éCivo uvoliovat
transdermalné¢  fizenym  triboelektrickym  nanogenerdtorem, ktery  pfeméiuje
biomechanickou energii na elektrickou. Tu lze poté vyuzit jako hnaci silu pro uvolnéni 1éciva
do kiize. Z vyse uvedeného je patrné, ze piipraveny kompozitni hydrogel s PAD se jevi jako
flexibilni material pro vyuziti v biomedicinskych aplikacich [18]. Dal§i moznou aplikaci
PAD je ptiprava bioadhezivnich nanokompozitnich vrstev pro rychlou a u¢innou napravu
tkanovych funkci po zranéni nebo operaci. Takovym systém je tvoten hned dvéma polymery
obsahujicim dopamin. Prvnich znich je polydopamin ve formé& nanocastic, ktery byl
inkorporovan do hydrogelu na bazi HA(Na) konjugované¢ho dopaminem. Spolecné tak tvori

nanokompozitni tkanové lepidlo pro biomedicinské aplikace [13].
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6 METODY CHARAKTERIZACE

6.1 Nuklearni magneticka rezonance (NMR)

Nuklearni magnetickd rezonan¢ni spektroskopie (NMR) je nedestruktivni fyzikalné-
chemickd analytickda metoda vyuzivajici magnetickych vlastnosti atomovych jader
nekterych izotopt. Umoznuje uzivateli pozorovat jednotlivé atomy a molekuly v roztoku,
ale 1 v pevném stavu. NMR je nepostradatelnym ndstrojem (nejen) organickych chemikd,
ktefi pomoci ni sleduji prubéh chemickych reakci a ovétuji struktury produktd, tedy
objasiiuji strukturu a zaroven ji kvantifikuji. Za rozvoj metody NMR a prvni detekci NMR
signalu byla v roce 1952 Millsu Purcellovi a Felixu Blochovi udélena Nobelova cena za

fyziku [180; 181].

Jak jiz bylo feceno, pomoci NMR Ize studovat struktury chemickych latek, a to na zaklad¢
absorpce radiofrekvencniho zéfeni jddrem izotopu v silném magnetickém poli. Studovat Ize
jen jadra takovych izotopi, které maji nenulové tzv. spinové kvantové cislo (spin) [180].
Jadro je tvoteno kladné nabitymi Casticemi (protony) a nenabitymi Casticemi (neutrony),
pficemz kazda z nich ma svtj vnitini thlovy moment neboli spin. Nicméné, dvojice protoni
¢1 neutronll se vyrovnaji tak, Ze se jejich spiny vyrusi a celkovy jaderny spin je tak nulovy.
Takové jadro by bylo NMR neaktivni, tj. metodou NMR by nebylo mozné zméfit. Aby bylo
jadro izotopu NMR aktivni, musi mit liché nukleonové ¢islo [182]. Snadno pozorovatelné
1zotopy v NMR jsou ty, jejichZ jaderny spin odpovida 2 (I = %). Do této skupiny se tadi
jadra izotopti 'H, 1°C, I°N, F atd. Nej¢ast&ji méfenym izotopem je izotop vodiku 'H, ktery
je v ptirod¢ ze vSech izotopli vodiku nejvice zastoupen (piiblizne 99,7 %). Pomoci NMR lze
pozorovat i jadra s/ > 7/, ovSem ty jsou jen obtizné¢ méfitelna, kvili elektrickému

kvadrupdlovému momentu [180].

Pokud se jadro izotopu nenachédzi ve vnéjSim magnetickém poli, jaderny magneticky
moment se nijak neprojevi. Ov§em pokud je jadro s 7/t 0 vloZeno do vnéjsiho magnetického
pole, za¢ne vektor magnetického momentu g jadra vykonavat precesni pohyb okolo osy
z s tzv. Larmorovou frekvenci vg (obr. 38). Precesni pohyb magnetického momentu je
vysledkem silové interakce magnetického momentu jadra s magnetickou indukei pole, ktera
se snazi pifimét vektor magnetického momentu, aby se zorientoval ve sméru vektoru
pusobeni magnetického pole By. Proti vektoru magnetického pole ptlisobi sily, které¢ udrzuji

vektor magnetického momentu v rotaci kolem osy z [180].
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SR

Obr. 38 - Schematické znazornéni silového plisobeni vnéj§iho magnetické pole By a
magnetického momentu jadra u

Larmorova precesni frekvence je zavisld na gyromagnetickém poméru jadra, coz Ize oznacit
za konstantu, ktera charakterizuje jadro kazdého izotopu a je dana jeho vnitini strukturou, a
na velikosti magnetické indukce. Mimo to je také pfimo umérnad rozdilu energii dvou

spinovych stavl [180; 183].

Jinymi slovy, bez vnéjsiho magnetického pole jsou oba kvantové stavy protonu (m = =+ '2)
ekvivalentni (jejich energie se sob¢€ rovnaji), a proto u nich neni mozna excitace. OvSem pfii
pusobeni vnéjsiho magnetického pole dojde k rozdéleni zakladniho energetického stavu
jader na dva energetické stavy A a A", jejichZ rozdil roste imérné s intenzitou vné&jsiho
magnetického pole (obr. 39). Na horni hladiné A m4 spin vy$§i energii, neZ byla energie
spinil na piivodni hladin€ a na spodni hladin€ A tomu bude naopak. Tento energeticky rozdil
jednotlivych stavll je dan pravé Larmorovou frekvenci precesniho pohybu, kterd je
rezonan¢ni podminkou NMR [184].

AT m=-1/2
A

AE=hv

A my=+1/2

Obr. 39 — Energetické hladiny spinovych stavii A a A™[184]
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Na druhou stranu vys$si zastoupeni jader zGstava na spodni hladiné A, coz zplsobuje, ze

piebyteény pocet spinii na spodni hlading A miize byt excitovan na vyssi hladinu A",

Pokud je tedy splnéna rezonan¢ni podminka, tak po ozareni jadra studovaného izotopu
radiofrekvenCnim zareni, dochazi k rezonanci. Pfi rezonanci vznika velmi silna interakce
mezi spiny a timto zafenim, pficemz vysledkem interakce je piechod spinti z hladiny A na
hladinu A" za soudasné absorpce energie [180; 183; 184]. Po vypnuti magnetického pole
dochazi k de-excitaci, ktera se pii méfeni zaznamenava.

vytvaii homogenni magnetické pole (obr. 40) [183].
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Obr. 40 — Schéma NMR spektrometru [185]

Strukturu molekul (pfedevsim tedy biomolekul) 1ze pozorovat za podminek odpovidajici
podminkam v lidském téle, tj. v roztoku o urcitém pH, teploté a iontové sile, coz se jevi jako
nespornd vyhoda pfi pozorovéni tkani a orgént v lidském téle, a tudiz ji lze aplikovat v
mediciné (MR tomografie). NMR spektroskopie tedy nachazi uplatnéni nejen v organické
chemii, ale 1 v medicing€, materidlové chemii, farmaceutickém pramyslu ¢i ve fyzice pevnych

latek [180].

6.2 Dynamicky rozptyl svétla (DLS)

Dynamicky rozptyl svétla (DLS) nebo-li fotonova korelacni spektroskopie je nedestruktivni

a neinvazivni metoda, diky niz je mozné studovat difuzni chovéani roztoki Castic,
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makromolekul, koloidli nebo biologickych suspenzi. Detekce rozptylu svétla materidlem je
velmi uzitecnd technika vyuzivana v celé fadé¢ védnich disciplin, kde lze v zavislosti na
zdroji svétla a detektoru studovat specifické vlastnosti molekul [186; 187]. Zakladnim
principem metody je meéfeni fluktuaci intenzity rozptyleného svétla Casticemi okolo
praimérné hodnoty [188]. Castice dispergované v roztoku vykonavaji tzv. Browntiv pohyb,
ktery vznikd v dusledku vzijemného nardzeni molekul, a ktery se vztahuje k velikosti
studovanych ¢astic. Pfi prichodu monochromatického zatfeni (laser) roztokem s casticemi,
které vykonavaji Brownlv pohyb, dochazi k tzv. Dopplerovu posunu, kdy zafeni dopadajici
na Castice je témito ¢asticemi rozptyleno s jinou vinovou délkou, nez ma zareni ze zdroje.
Tato zména souvisi s velikosti &astic a je zaznamenéna detektorem. Cim je Gastice v roztoku
mensi, tim rychleji se pohybuje, a tim rychleji se méni intenzita rozptyleného zafeni kolem

primérné hodnoty (obr. 41).
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Obr. 41 — Zavislost rychlosti pohybu ¢astic v roztoku na jejich velikosti [187]

Zména intenzity tedy zavisi jednak na velikosti molekul, ale 1 na teplot€ a viskozité kapalné
faze, ve které jsou Castice dispergovany [186]. Pohyb molekul je definovan tzv. translacnim
koeficientem difuze (Dy), ktery je neptimo umérny hydrodynamickému prameéru ¢astice (Rz)
a jejich vztah je popsan Stokesovou-Einsteinovou rovnici (rov. 6) [187-189]:

kgT

R, =
H ™ 375D,

(£.6)

kde k5 (J.K!) je Boltzmannova konstanta, T (K) termodynamicka teplota a 5 (Pa.s) viskozita
disperzniho prostfedi. Méfenim translacniho difuzniho koeficientu ¢éastice a pouZzitim
autokorelacni funkce je mozné vypocitat distribuci velikosti Castic a podat popis jejich

pohybu v roztoku [187].
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DLS patii mezi nejcasteji vyuzivané metody k meteni velikosti ¢astic v rozmezi od 1 nm do
nékolika um [188; 189]. Pti charakterizaci ¢astic a jejich vzajemném srovnavani je dilezité
brat na zfetel skutecnost, Ze chovani molekul v roztoku se vyrazné lisi od chovani molekul
v pevném stavu (nejcasteji pomoci SEM). Vyjimkou neni ani charakterizace ¢astic pomoci
rentgenového zareni, jelikoZz méfené roztoky jsou malo koncentrované nato, aby poskytly
presné vysledky méfeni a v disledku ptipadného zvyseni jejich koncentrace, mize dojit ke
zmeéné jejich vlastnosti [187]. Rychlé méteni (fddoveé do nékolika min) za pouziti malého
mnozstvi vzorku, 1ze oznacit za vyhody zminéné metody DLS. Experimenty Ize navic
provadét v Sirokém rozsahu teplot 1 koncentraci [186; 188]. Jak jiz bylo fe¢eno, DLS se ve
vétSiné pripadd vyuzivd ke stanoveni distribuce velikosti ¢astic. Pomoci DLS lze také
stanovit funkcionalizaci povrchu, charakterizovat stabilitu ¢astic v riznych médiich nebo pfi
riznych hodnotdch pH. Konkrétnimi aplikacemi mohou byt napiiklad stanoveni zeta-
potencidlu studovanych ¢éstic, potvrzeni modifikace povrchového néboje ¢i potvrzeni

elektrostatické interakce mezi nanoc¢asticemi a bunkami [190].

6.3 Rotacni reometr

Rotacni reometr je pfistroj, pomoci kterého lze charakterizovat reologické a viskoelastické
vlastnosti polymernich tavenin, disperzi, suspenzi atd.. Dfive neZ bude popsan jeho princip
a instrumentace, je potfeba si definovat nékteré dilezité pojmy. Jednim z nich je reologie,
kterd je definovana jako véda zabyvajici se studiem toku a deformaci materidlu. Podle
chovani béhem toku lIze latky rozdélit na Newtonské (pt. voda, silikonovy olej) a ne-
Newtonské (pt. polymerni taveniny a roztoky). Z pohledu reologie vykazuji polymerni
materidly tzv. pseudoplastické chovani (shear thinning), béhem kterého smykova viskozita
materialu s rostouci rychlosti smykové deformace klesd. Chovani polymernich latek lze
popsat také pomoci tzv. viskoelasticity, ktera je definovana jako Casoveé proménnd vlastnost,
pfi niZ materidl reaguje jako viskozni kapalina nebo elastickd pevna latka v zavislosti na
behem toku, je smykova viskozita (7). Smykova viskozita je definovana jako odpor materialu
proti teCeni a udava se jako vztah mezi smykovym napétim (z) a rychlosti smykové
deformace (y). Pro Newtonské latky plati, Ze viskozita je materidlovou konstantou a nezavisi
na rychlosti smykové deformace. Newtonské latky lze popsat tzv. Newtonovym zdkonem

(rov. 7)

t=n-y (.7
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Z pohledu polymernich latek, které patii mezi ne-Newtonské, jiz smykovy viskozita neni
konstantou. Béhem namahéni se dlouh¢ a propletené fetézce polymert rozplétaji a orientuji
ve sméru toku. Viskozita polymert je tedy silné zéavisla na rychlosti deformace [191].
Matematicky popis ne-Newtonskych latek je mnohem komplexnéjsi nez popis
Newtonskych. Mezi pouzivané reologické modely patii Mocninovy zakon (rov. X), Carreau-
Yasuda model, Hershel-Buckley atd., jelikoz s jejich pomoci je mozné zjednodusené popsat

pseudoplastické chovani materialu [193].
n=K-y" 1 (&8

Mezi dalsi dilezité reologické veliiny patii modul pruznosti (G ) a ztratovy modul (G “),
které piimo souvisi s viskoelastickymi vlastnostmi polymernich latek. Modul pruznosti
souvisi s elastickou slozkou a pfedstavuje tu ¢ast energie, ktera se v materidlech uklada pfi
deformaci, zatimco ztratovy modul souvisi s viskozni sloZzkou a ptedstavuje energii, ktera se
ztraci disipaci. Vztah mezi moduly ukazuje, ktera ze dvou slozek prevlada, jestli elasticka ¢i
visk6zni. Hodnoty téchto modultl 1ze zjistit pomoci linearnich viskoelastickych métfeni pii
dynamickych oscilacich [191; 194]. Jak jiz bylo zminéno, k charakterizaci viskoelastickych
vlastnosti pomoci reologickych veli¢in, slouzi pfistroje zvané reometry. Na rozdil od
viskozimetr, pomoci kterych je mozné hodnotit pouze viskozitu méfeného vzorku,
reometry jsou schopné méfit vice reologickych parametrti (napft. viskozitu, G°, G “, ztratovy
faktor v zavislosti na Case, teploté, frekvenci, nebo relaxa¢ni modul ¢i poddajnost pfi teceni
atd.) [194; 195]. 1kdyzZ existuje n¢kolik typl reometrii, které se vzajemné lisi jednotlivym
uspotadanim, a tedy i zakladnim principem, na jehoz zdklad¢ probihd samotné méieni
(rotace, krip, relaxace atd.), nize bude popsan pouze tzv. rotacni reometr, jelikoz byl pouzit
k méfeni reologickych veli¢in v experimentalni ¢asti diplomové prace. Princip rota¢niho
reometru spo¢ivd v métfeni toc¢ivého (krouticiho) momentu, ktery je vyvolan odporem
vzorku proti toku [194; 195]. Méfeny toCivy moment se poté prepocitava pomoci senzort
na geometriich na reologické veli¢iny (napéti, deformaci, moduly, viskozitu...), které se
zaznamenavaji optickym dekodérem a nasledné vyhodnocuji v softwaru pro analyzu dat
[194]. Reometr se sklada ze dvou geometrii — dolni, kterd je stacionarni, a horni, ktera je
pohybliva. Mezi tyto dvé geometrie je umistén vzorek, jehoz méteni probiha bud’ v rotacnim

¢1 oscilaénimu rezimu, jak je naznaceno na (obr. 42) [194].
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(@)

Obr. 42 — M¢éfici rezimy rota¢niho reometru — rotacni (vlevo) a oscilacni (vpravo)

Samotné méfeni lze realizovat na riznych geometriich (kuzel-deska, deska-deska, valec-
valec, double gap) v zavislosti na typu vzorku (obr. 43). V ptipad¢ geometrie (1) kuzel-
deska je vzorek rovnomérné smykan mezi hornim rotujicim kuzelem a spodni fixni deskou,
¢imz se vytvari vodorovné vrstvy kapaliny. K méfeni je potfeba velmi maly objem vzorku,
coz lze povazovat za vyhodu. Dalsi vyhodou jsou pfesné definované rychlosti smykové
deformace, pti kterych se vzorky méfi. Nicméné na tomto typu geometrie nelze pfili§ dobie
meéfit malo viskézni kapaliny nebo vzorky s ¢asticemi, protoze by mohly uviznout v uzké

Stérbiné mezi kuzelem a deskou, kde by mohlo dojit k jejich kumulaci [196].

Dalsi dalSim typem uspotfadani geometrie predstavuje (2) deska-deska, kde je kapalina
smykéana mezi horni pohyblivou a spodni nepohyblivou deskou. Na rozdil od geometrie
kuzel-deska se, mezi paralelnimi deskami nevytvaii rovhomérné vrstvy. Pfi uspotradani
deska-deska je mozné méfit i vzorky s casticemi, ovsem smykové rychlosti jsou zavislé na

vzdalenosti mezi deskami.

(3)

(1 @
Q(t)

0

Obr. 43 - Typy geometrii — (1) kuzel-deska, (2) deska-deska, (3) valec-valec [196]

V neposledni fad¢ 1ze vzorky méfit na geometrii (3) valec-valec, ve které je vzorek umistén
mezi dvéma soustiednymi valci, vnitinim pohyblivym a vnéjSim nepohyblivym. Vrstvy
kapaliny zaujimaji tvar valcti a smykové napéti tak plisobi na velkou povrchovou plochu ve

srovnani s geometrii kuzel-deska. S vyhodou se geometrie valec-valec vyuzivd pro malo
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viskézni kapaliny, ovSem pro jejich méfeni jsou potieba velké objemy [196]. Specialnim
typem geometrie valec-valec je tzv. double gap, ktery byl navrzen pro méteni pii malém
objemu (3 ml) kapalin s velmi nizkou viskozitou. Horni geometrie se otaci v prstencové
mezeie mezi vnéjsi a vnitini sténou dolni geometrie a jejich tvary jsou k sobé navzajem
inverzni (obr. 44). Konstrukce double gap je navrzena tak, aby se maximalizovala plocha
dotyku horni geometrie s métenou kapalinou, ¢imz lze ziskat vét§i smykovou plochu nez u
standardnich geometrii valec-valec. Proto Ize touto geometrii zaznamenat i nizké hodnoty

krouticiho momentu generovaného vzorkem s nizkou viskozitou [197].

Obr. 44 — Specidlni typ geometrie valec-valec, tzv. double gap [197]

Jak uz bylo naznaceno, reologie je nedilnou soucédsti mnoha primyslovych odvétvi.
V plastikarském priamyslu je znalost reologickych parametri a jejich pochopeni klicové pro
uspésné zpracovani polymernich tavenin/suspenzi [198]. V kosmetickém primyslu je
kvantifikace reologickych vlastnosti dilezita z hlediska aplikace (pf. roztiratelnost) nebo se
s jejich pomoci stanovuje napt. dlouhodoba stabilita krémt. Bez reologie se neobjede ani
optimalizace vyrobniho procesu, stabilita disperze a kone¢né pouziti produkti (geld, krémi,
pletovych vod) ve farmaceutickém primyslu [199]. Neméné dulezitd je také pro
biomedicinské aplikace. Pfi pfipravé materialti pro aplikace do lidského téla jako nahrady
organt nebo jejich ¢asti, musi byt tyto materialy co nejvice podobné nativni tkani z hlediska
viskoelastickych vlastnosti. Pfikladem miiZe byt ptiprava pln€ funkéni srdecni chlopné, ktera
je neustale mechanicky naméhana. Chlopn€ musi na celou fadu téchto mechanicky podnéth
(dynamickych 1 statickych, véetné pevnosti v tahu a viskoelastickych vlastnosti) reagovat
okamzité¢ a presn¢ [200]. Reologické chovani materialii pro biomedicinské aplikace ma
velky vyznam z hlediska 3D tisku (popt. 3D biotisku), zachovani tvaru materialu nebo

viability bungk [201].
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6.4 Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM)

YV v

Skenovaci elektronova mikroskopie je jednou z nejbéznéjSich metod zobrazeni morfologie
materidlu, ale také je schopna poskytnout uzivateli zdkladni ndhled do chemického slozeni
povrchu [202-204]. Zobrazovani vzorki pomoci SEM je zaloZzené na interakci
elektronového svazku (tzv. primarniho svazku) se vzorkem. Pti dopadu primarniho svazku
na povrch vzorku dochdzi k nékolika typim interakci, béhem kterych miize dojit
k vyzaieni/emisi fotonli nebo elektroni z povrchu vzorku. Emitované elektrony, popf.
fotony, dopadaji na detektor, ktery pfeménuje kinetickou energii z elektroni na elektricky
signal, pomoci kterého je pak vytvoten obraz povrchu vzorku [202]. Emitované elektrony
pak poskytuji informace o topografii, morfologii, slozeni materidlu, orientaci zrn,
krystalografické informace atd. [205]. Elektrony mohou byt zachyceny rlznymi typy
detektort v zavislosti na méficim rezimu SEM (napt. zobrazovani sekundarnimi elektrony,
rentgenové mapovani, zobrazovani zpétn¢ rozptylenymi elektrony nebo Augerova
elektronova mikroskopie) [202]. Mezi dva nejbéznéji pouzivané rezimy patii zobrazovani
sekunddrnimi (SE) a zpétné odrazenymi (BSE) elektrony. Detekci sekundarnich elektron
1ze ziskat popis topografie vzorku, zatimco zpétné odrazené elektrony poskytuji informace
o materialovém slozeni povrchu [205; 206]. Pomoci SEM lze zobrazovat pouze pevné
vzorky, které jsou vodivé. Vzorky, které tuto podminku nespliiuji, je potieba pfed méfenim
pokovit, tj. na jejich povrch nanést tenkou vrstvu vodivého kovu, napf. zlata [204].
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Obr. 45 - Instrumentace skenovaciho elektronového mikroskopu [204]
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Na obr. 45 je uveden popis hlavnich casti skenovaciho elektronového mikroskopu.
jsou emitovany elektrony s energii v rozmezi od 0,1 - 30 keV. Elektronovy svazek je dale
fokusovan sérii elektronové optiky (napft. elektromagnetické Cocky, skenovaci civky), ktera
je konstruovana tak, aby energie svazku byla co nejvyssi a zaroven aby svazek dopadal na
co nejmensi plochu zkoumaného vzorku. Odrazené elektrony, popt. fotony, jsou poté
detekovany jiz zminénym detektorem. Méfeni probiha v prostiedi hlubokého vakua, které
zarucuje, ze se mohou elektrony pohybovat, aniz by byly rozptyleny ¢i absorbovany
vzduchem [202; 205]. Skenovaci elektronova mikroskopie je nepostradatelnou soucasti
riznych védnich disciplin ¢i primyslovych odvétvi. Zvlastni vyznam piedstavuje pro
tkanové inzenyrstvi, ve kterém se SEM uziva pro zobrazovani morfologie scaffoldii a
charakterizaci velikosti jejich port. Také umoziuje stanovit ptilnavost bunék a jejich

migraci a proliferaci na scaffoldech [207].
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II. PRAKTICKA CAST
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7 POPIS EXPERIMENTU

V uvedené¢ kapitole jsou rozebrany jednotlivé kroky experimentu, na které nasledné navazuji
dalsi kapitoly s popisem pouzitych metod, dosazenych vysledkli a jejich porovnani
s literaturou. Prvnim krokem experimentu byla syntéza thiolovaného hyaluronanu (HA-
SH), které byla optimalizovana v bakalatské praci [51], a na kterou tato diplomova prace
navazuje. Navic byla pfipravena tzv. jednokrokova HA-SH, pii které byly syntéza a nasledna
redukce provedeny v jednom reak¢énimi kroku (bez mezifaze, ve kterém byl produkt po
syntéze lyofilizovan a k redukci znovu rozpustén). Déle byl také pfipraven dopaminem
konjugovany hyaluronan (HA-DA). Druhy krok experimentu zahrnoval syntézu
polydopaminu ve formé ¢astic (PAD-NP) a ty¢inek (PAD-NT) v zévislosti na jejich velikosti
a polydisperzité. Struktura modifikovaného hyaluronanu (HA-SH a HA-DA) byla ve tietim
kroku potvrzena nuklearni magnetickou rezonanci (‘"H NMR). Pomoci NMR spekter byl
také spocitan stupen substituce (DS %) volnych thiolovych a katecholovych (dopaminu)
skupin navazanych na matrici HA(Na). Velikost polymernich klubek (HA-DA, HA-SH) a
PAD c¢astic, popt. tyCinek, byla ve ¢tvrtém kroku experimentu stanovena metodou
dynamického rozptylu svétla (DLS). Nasledné byly pfipraveny hydrogely na bazi HA-SH
pomoci PAD ¢éstic a ty€inek, které predstavuji tzv. chemické uzly sitovani, a také hydrogely
na bazi HA-DA (paty krok). Sestym krokem bylo méfeni doby gelace a také tuhost
pfipravenych hydrogeld, které byly provedeny na rotaénim reometru. Gela¢ni ¢as byl staven,
jako priisecik kiivek predstavuji elastickou slozku a slozku visk6zni, tedy méfenim byl urcen
Cas, za ktery dojde k prevaze elastické sloZky nad viskdzni, tedy ke vzniku 3D sité. Tuhost
hydrogelll byla stanovena oscila¢nimi testy, béhem kterych byl méfen elasticky modul
(storage modulus) v zé&vislosti na uhlové frekvenci. Pro pfipadnou aplikaci a zpracovani
hydrogeli metodou 3D tisku byly také provedeny testy reverzibility reologického chovani
hydrogeli, a to testovanim cyklického piisobeni smykové deformace na vzorek (z 1% na 100
% a naopak). Struktura a porozita hydrogell, a zaroven také velikost a morfologie PAD
Castic 1 trubicek byla poté studovana skenovacim elektronovym mikroskopem (SEM)
(sedmy krok). V neposledni fad€ byla ovéfena bobtnaci schopnost lyofilizovanych
hydrogelii prostfednictvim bobtnacich testl (tzv. swellingy) (osmy krok). Na zakladé vSech
vyse uvedenych experimentll byly pfipravené materidly vyhodnoceny z hlediska jejich
vyuziti v biomedicinskych aplikacich. Pro pfehlednost, byly jednotlivé kroky experimentu

graficky shrnuty do nize ptilozeného schématu (obr. 46).
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Obr. 46- Schématické znadzornéni jednotlivych krokl experimentu
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8 POUZITE MATERIALY A METODY

8.1 Pouzité materialy

V experimentalni praci diplomové praci byly vyuzity nize uvedené chemické latky.
Hyaluronan (HA(Na), kosmeticka Cistota, My = 243 a 600 kDa) byl ziskan od spolecnosti
Contipro group, a.s. (Dolni Dobrou¢, Ceskd Republika). Dale 1-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl) karbodiimid hydrochlorid (EDC, 98 %, M = 191,7 g/mol), N-
hydroxysukcinimid (NHS, 98 %, M = 115,09 g/mol) byly zakoupeny od firmy Sigma-—
Aldrich (St. Louis, USA). Cysteamin hydrochlorid (CSA, biochemicka ¢istota, 99 %, M =
113,661 g/mol) a 1,4-dithiothreitol (DTT, 99 %, p.a., M = 154,2 g/mol) byly zakoupeny od
firmy Carl Roth (Karlsruhe, Némecko). Dopamine hydrochlorid (DA); kurkumin, kyselina
4-morfolinetansulfonova (MES, M = 195,24 g/mol), TRIS HCI, amoniak Dialyza¢ni
membrana SnakeSkin™ (MWCO 3500, vnitini pramér 35 mm).

8.2 Syntéza thiolovaného hyaluronanu (jednokrokova)

Ptiprava thiolovaného hyaluronanu zahrnuje aktivaci karboxylové skupiny pomoci
EDC/NHS, na jejiz misto se ptes amidovou nasledné navaze cysteamin (obr. 47). Prvnim
krokem syntézy byla pfiprava roztoku hyaluronanu o koncetraci 0,5 hm. %. Kokrétné byl 1
g nativniho HA(Na) (My = 243 kDa) rozpuStén ve 200 ml Qmili vody (1 mmol) 24 hod. Po
uplynulé dobé bylo do roztoku ptidano 0,5755 g (2 mmol) latky N-hydroxysukcinimid
(NHS) a po 5 min 1,917 g (4 mmol) latky 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) karbodiimid
(EDC) ve formé¢ prasku. Uvedend reakéni smés byla michdna (RPM = 250) pfi laboratorni
teploté po dobu 2 hod. Mezitim byl v 5 ml Qmili vodé¢, kterd byla probubldna vzduSnym No,
rozpusteno 1,136 g (4 mmol) latky cysteamin (CSA). Nésledné bylo pH reakéni smési
upraveno pomoci 2M roztoku HCI na hodnotu 4,75. Pfipravena smés byla modifikovana 24

hod za stalého michani (RPM = 250) pfti laboratorni teploté.
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Obr. 47 — Schéma syntézy thiolovaného hyaluronanu
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Po 24 hod bylo do reakéni smési navazeno redukéni Cinidlo dithiotreithol (DTT) v
ekvimolarnim poméru 1:3 (HA:DTT), aby bylo zabranéno pfed¢asnému vytvoreni
disulfidovych vazeb iniciované vzdusnym kyslikem. Konkrétné¢ bylo do reakéni smési
pridano 1,157 g DTT a pH roztoku bylo pomoci 1M roztoku NaOH zvednuto na pH>8,0, pii
kterém byla zaznamenana nejvyssi ucinnost DTT jako redukéniho ¢inidla. Tato reakéni smés
byla michana (RPM = 250) 2 hod pfi laboratorni teploté. Po uplynulé dob¢ bylo pH smési
snizeno na hodnotu 4,0 pomoci 2M HCI. Nasledn¢ byla smés pievedena do dialyzacni
membrany (SnakeSkin™, MWCO 3500), ve které byla purifikovana proti Qmili vodé (pH
4,0) po dobu 72 hod. Obména dialyza¢niho roztoku byla realizovana 3krat denné. Po 72 hod
bylo pH smési upraveno na hodnotu 6,0-7,0 a zamrazeno na teplotu -18 °C. Takto pfipravené
vzorky byly poté suSeny v lyofilizatoru pfi teploté -80 °C a tlaku 0,06 mbar. Hlavni suSeni
probihalo 30 hod, po kterém nasledovalo finalni suSeni pii tlaku 0,001 mbar do tpIného

vysuseni vzorku. Vysledny produkt (HA-SH) byl zvazen a byl spocitan jeho vytézek.

8.3 Syntéza dopaminem konjugovaného hyaluronanu (HA-DA)

Jak jiz bylo zminéno v teoretické ¢asti, dopamin se na fetézec hyaluronanu vdZe na misto
puvodni karboxylové skupiny, jak je naznaceno na nize uvedeném schématu (Obr. 48).
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Obr. 48 — Syntéza HA-DA [13]

Prvnim krokem syntézy HA-DA bylo rozpustit 0,3 g HA(Na) v 30 ml MES pufru (pH =6,2,
T=25°C). Po 30 min bylo do roztoku HA(Na) ptidano 0,493 g EDC (0,3 mmol) a po 5 min
0,291 g (0,3 mmol) NHS. Mezitim bylo ve 2 ml MES rozpusténo 0,5 g DA (0,3 mmol), které
bylo po 30 min od rozpusténi pfidano k reakéni smési. Nadoba s reakéni smési byla obalena
hlinikovou f6lii (ochrana pied svétlem). Po celou dobu modifikace byla reakéni smeés
probublavana N> a michdna na magnetickém michadle podobu 16 hod za laboratorni teploty.
Po uplynuti reakéni doby bylo pH reakéni smési hyaluronanu snizeno na pH = 5,30,
pievedena do dialyza¢ni membrany (MWCO 3500), ve které byla purifikovana proti DEMI
vodé (pH = 5,30) po dobu 48 hod. Obména dialyzacniho roztoku probihala 3krat denné. Po
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48 hod byla reak¢ni smés prelita na sklenénou petriho misku a ndsledné zmrazena na teplotu
—18 °C. Zmrazené vzorky byly nésledné lyofilizovany pfi teploté -80 °C a tlaku 0,06 mbar

po dobu 72 hod. Lyofilizované vzorky byly poté zvazeny a urCen jejich vytézek.
8.4 Syntéza polydopaminu

8.4.1 Syntéza polydopaminu ve formé nanocastic (PAD-NP)

Syntéza polydopaminu ve form¢ nanocastic (PAD-NP) byla realizovdna na zaklad¢ postupti
navrzenych nize uvedenymi autory. Tyto postupy se li§i pouze v parametrech syntézy
(tab.1), principalné je syntéza PAD-NP stejna. Jednd se o oxidaci monomeru dopaminu
rozpusténého ve smési voda/ethanol (popt. voda/aceton) v riznych pomérech za ptitomnosti
alkalického pH (pH < 8) (obr. 49). Nize budou popsany dva postupy syntézy PAD-NP, a to
podle Ai et al. (2013) [134] a Xue et al. (2016) [136].
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Obr. 49 — Schéma syntézy polydopaminu

Prvnim krokem syntézy dle Ai et al. (2013) bylo smichani vody s ethanolem (EtOH)
v poméru 1:2,25 na celkovy objem 130 ml. Do vodné smési bylo ptidano 30% vodného
roztoku NH3 v zavislosti na pH, které urcuje velikost syntetizovanych castic. Takto
ptipravena smés (H>O/EtOH/NH3) byla michana po dobu 30 min pii pokojové teploté.
Mezitim bylo v 10 ml Qmili vody rozpusténo 0,5 g DA, které bylo po rozpusténi ptidano do
reak¢ni vodné smési. Oxidace dopaminu byla doprovéazena barevnym ptfechodem z Ciré na
tmaveé hnédou az cernou barvu. Reakce probihala 24 hod [134]. Syntetizované PAD-NP
¢astice byly po uplynuti reakéni doby stoCeny na centrifuze (RPM = 12 000, 20 min) a
promyty destilovanou vodou tak, aby doslo k odstranéni nezreagovanych zbytkl reak¢nich
latek. Promyté disperze cCastic byly poté suseny v suSarné pii 40 — 60 °C do Uplného

vysuseni.
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Alternativni zptisob pfipravy polydopaminu byl navrzena na zaklad¢€ prace Xue et al. (2016),
kteti ve své studii nesyntetizovali PAD ve formé¢ ¢astic, ale trubicek. Tento postup pripravy
PAD ve form¢ castic je tedy totozny s piipravou PAD ve formé trubicek, ovSem s tim
rozdilem, Ze v postupu piipravy PAD-NP chybi kurkumin. Postup pfipravy je uveden nize v

kap. 8.3.2.

8.4.2 Syntéza polydopaminu ve formé nanotrubicek (PAD-NT)

Jak jiz bylo zminéno, syntéza PAD-NT byla provedena podle Xue et al. (2016). Jednotlivé
kroky jsou zndzornény pomoci schématu na obr. 50. Nejprve bylo odvazeno 0,5 g dopaminu
a 0,1 g kurkuminu a rozpusténo ve smési EtOH/aceton o objemu 100 ml (v/v 1:1). Po
rozpusténi obou latek, bylo do smési s charakteristickou Zlutou barvou postupné piilito 400
ml Qmili vody, ¢imz doslo k vysrazeni ve vodé nerozpustného kurkuminu ve formé
krystalkii. Po jeho kompletnim vysrazeni byly nésledné do smési ptidany 3 ml TRIS-HCI
pufru (1,5 M, pH 8,8), a pH smési bylo upravenou pomoci 30% roztoku amoniaku na
hodnotu 8,8. Zvyseni hodnoty pH ve smési iniciovalo autooxida¢ni reakci dopaminu, jejiz
vysledem je vznik PAD, ktery byl deponovan na povrch krystalii vysraZeného kurkuminu.
Oxidace dopaminu byla doprovdzena barevnym ptechodem ze Zluté na tmavé hnédou az

¢ernou barvu. Reakce probihala po dobu 24 hod [136].
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ethanol:aceton 3. Purifikace :D PAD trubicky

Obr. 50 — Schéma syntézy PAD trubicek [136]

Po uplynuti reakéni doby byla smés dale purifikovéna v dialyzaéni membran¢ (MWCO
3500) proti dialyzacnimu roztoku (Qmili voda, pH = 7), tak aby doslo, ke kompletnimu
vymyti nezreagovaného kurkuminu. Po ukonéeni dialyzy byl vysledny produkt (promyté
PAD trubicky zbavené kurkuminu) vysuSeny v susarné pii teploté 40 — 60 °C do tplného

vysuSeni. VysuSeny produkt byl poté zvazen a vypocitan jeho vytézek.
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Tab. 1 — Pfehled zvolenych podminek syntézy PAD pro jeji optimalizaci
. . pufr
Kéd Tvar DA [g] EtOH:voda aceton  amoniak (TRIS-HCI) pH
reakce [ml] [um]
[ml]
PAD-1 nepravidelny 0.5 1:2.25 / 100 / 8.65
(40:90 ml)
PAD-2 Kulovity 0.5 1:2.25 / 100 / 8.65
(40:90 ml)
PAD-3 nepravidelny 1.5 1:2.25 / 100 / 8.60
(115.4:359.6 ml)
., 0.5/ 1:8
PAD-4 tubos/kulovity 0.1 kurkumin (50:400 ml) 50 150 3 8.33
PAD-5  nepravidelny 1.5 1:2.25 / 50 / 8.50
(115.4:359.6 ml)
PAD-6 Kuloviiy 0.5 1:8 50 0 3 8.31
(50:400 ml)
PAD-7 tubes 0.5/ 1:8 50 180 3 8.80
0.1 kurkumin (50:400 ml)
PAD-8 neuspésna syntéza
PAD-9  neurcent 0.5 1:8 50 140 3 8.81
(50:400 ml)
PAD-10  kulvity 0.5 1:8 50 0 3 8.36
(50:400 ml)
PAD-1]  nepravidelé 0.5 1:2.25 / 20 1 8.37
(specené) : (40:90 ml) )
PAD-12  kuiovité 0.08 1:9 / 20 0.24 9.04
(40:90 ml)
PAD-13 kulovity 0.08 1:1 / 20 0.24 9.05/8.50
(50:50 ml)
PAD-14  kulvity 0.5 1:2.25 / 750 / 9.60
(40:90 ml)
.. ., 0.5/ 1:8
PAD-15  tytinky/hulovity 0.1 kurkumin (50:400 ml) 50 130 3 8.84
PAD-16 kulovity 0.5 1:8 50 0 3 8.36
(50:400 ml)
PAD-17  kulvity 0.5 1:2.25 / 750 / 9.60

(40:90 ml)
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8.5 Priprava hydrogeli na bazi HA-SH-PAD, HA-DA a HA-SH-HA-DA

8.5.1 Priprava HA-SH-PAD

Hydrogely na bazi thiolovaného hyaluronanu byly sitovany prostiednictvim polydopaminu
jako crosslinkeru, ktery spojuje fetézce HA-SH prostfednictvim kovalentni vazby mezi
thiolovymi skupinami HA-SH a chinonem PAD, jak je zndzornéno na piilozeném schématu

(obr. 51).
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Obr. 51 — Schématické zndzornéni ptipravy hydrogelu na bazi thiolovaného hyaluronanu a

polydopaminu

Lyofilizovany produkt thiolovaného hyaluronanu (HA-SH) byl rozpustén v Qmili vodé (T
= 25°C) ve 2% a 3% koncentraci (w/w) pii teplot¢ T=25°C a po dobu 2h michéni na
magnetickém michadle. Po kompletnim rozpusténi polymeru k nému byly pfidany PAD
¢astice/trubicky, a to v rizném poméru vzhledem k HA-SH matrici: HA-SH:PAD = 1:0,25,
1:0,34, 1:0,5; 1:0,75 a 1:1. Po ptidavku castic k polymeru byl roztok po dobu 15 min
sonifikovan v ultrazvukové lazni, tak aby se ptedeslo vzniku neZaddoucich agregati PAD.
Nésledné sitovani bylo podpotfeno ptidavkem 1M NaOH (zvySeni pH z hodnoty 4,6 na

hodnotu 8), které iniciovalo vznik vazby mezi thioly a chinonem.

8.5.2 Priprava HA-DA a HA-SH-HA-DA

Jak jiz bylo naznaeno v teoretické casti, mechanismus sitovani katechold, a tedy i
dopaminu, zatim nebyla zcela popsdn a objasnén. Na obr. 52 jsou uvedeny mozné
mechanismy sitovani hyaluronanu konjugované¢ho dopaminem, a to bud’ vznikem pticnych
vazeb mezi katecholy (a) nebo navdzanim thiolové skupiny HA-SH na chinon HA-DA (b).
V zéasad¢ se tento princip sitovani shoduje s pfipravou polydopaminu a hydrogelit HA-SH-
PAD, ktery byl popsan vyse. Pii ptipravé HA-DA hydrogelt, je lyofilizovany produkt HA-

DA rozpustén v Qmili vod¢ o riiznych koncentracich (1% a 2%, popt. 3% (w/w)). Po Giplném
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rozpusteéni bylo ptfidavkem 1M NaOH upraveno pH z ptivodni hodnoty 7,0 na hodnotu 8,0.
ZvySenim pH dochazi kiniciaci vzniku pficné vazby mezi chinonovymi skupinami

dopaminu za vzniku nerozpustné hydrogelové matrice (sit¢).

OH S
HO / OH
§ HO
Ox NH  HO OH
_0 0 éo Oy NH Ho OH
o] (0] o o
HO - NH -~ \_o
o)
= HO NH
OH o

Obr. 52 — Sitovani hyaluronanu konjugovaného dopaminem (a) a sitovani thiolovaného

hyaluronanu a hyaluronanu konjugovaného dopaminem

V ptipadé¢ HA-SH-HA-DA kompozitnich hydrogelti, jsou produkty (HA-SH a HA-DA) opét
rozpustény v Qmili vodé¢ o 2% koncentraci (w/w) v ruznych pomérech vychozich
modifikovanych polymert (HA-SH:HA-DA = 1:1; 0,5:1 a 1:0,5). Navic byly pfipraveny
také hydrogely, které vznikly kombinaci HA-SH a HA-DA roztokt o rlizné koncentraci (2%
a 3% (w/w). I vtomto piipad€ bylo sitovani podpofeno pfidavkem 1M NaOH. Vsechny
ptfipravené hydrogely byly nasledné charakterizovany z hlediska reologie, botnacich

schopnosti a morfologie a porozity.

8.6 Metody charakterizace pripravenych produkti (PAD, HA-SH a
HA-DA)

8.6.1 NMR

Struktura nativniho i1 modifikovaného hyaluronanu (HA-SH i HA-DA) byla potvrzena
pomoci protonové nuklearni magnetické rezonance (‘H-NMR), jejiz princip a instrumentace
byly popséany v teoretické ¢asti diplomové prace. K popisu struktury byl konktrétné pouzit
ptistroj JEOL ECZ 400 (JEOL Ltd., Tokio, Japonsko), ktery pracuje pfi frekvenci 399,78

MHz. Analyzované vzorky byly rozpustény v deuterované vodé (D20) s vyslednou
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koncentraci 8,6 mg/ml. Vzorky byly pievedeny do specidlnich NMR kyvet a méfeny pfi
teploté 25 °C. Naméiend data vzorkl byla nasledné vyhodnocena v programu 4CD/NMR
Processor Academic Edition pomoci komplexni Fourierovy transformace na NMR
spektrum, ve kterém byly nasledné odecteny hodnoty charakteristickych piki odpovidajicim
signalim protont jednotlivych funkénich skupin pfitomnych ve struktufe méfenych vzorku.
Referenénim pikem byl v oblasti 4,75 ppm signal protontt D2O, ve které byly vzorky
rozpustény. Pomoci NMR spekter byl stanoven také stupeii substituce (DS) thiolovych
skupin navadzanych na hyaluronovém fetézci. DS byl uréen pomoci integrace
charakteristickych piki odpovidajicim signaliim protonii navazanych thioli a referencniho
piku, kterym byl zvolen signal protont skupiny N-acetyl, jelikoz tato skupina se béhem
modifikace HA(Na) fetézce neméni. Stupeni substituce byl tedy spocitan jako relativni pomér
integrace referencniho piku (Zy4c) v oblasti 0 = 2,0 ppm a pikil volné thiolové skupiny (Zsx)
v oblasti 6 = 2,4 ppm, popft. pikt disulfidové vazby (Iss) v oblasti 6 = 2,8 — 2,9 ppm, jak je

uvedeno na ptikladové rovnici (rov. 9 a 10).

IsH
DS(%) = 7100 (¢.9)
3

~
19}

Iss
DS(%) = 72—+ 100 (&.10)
3

Uvedena cisla v rov. 9 a 10 odpovidaji poctu protond, které tvoii NMR signal funkénich
skupin (N-acetylu odpovidaji 3 protony, volné thiolové skupin€ 4 a disulfidové vazbé 8).
Skutecny stupen substituce je tedy dan pomérem relativni integrace signalu protonti funk¢ni
skupiny a ¢isla, které urcuje pocet protonti. Obdobné byla potvrzena také piitomnost
dopaminu na retézci HA(Na). Charakteristicky pik se nachdzi v oblasti 6 = 7 ppm a odpovida
aromatickym protontim katecholové skupiny. Usp&snou konjugaci Ize potvrdit také pomoci
pikd methylenovych protoni katecholu v oblasti 6 = 2,8 — 3,1 ppm. Stupenl substituce
katecholovych skupin byl poté spocitan z nasledujici rovnice (rov. 11), ve které Ip4 odpovida
integraci piku charakterizujici signal methylenovych protont katecholu a ¢islo 4 zase poctu
protont tvoficich signal [11]:

Ipa

DS(%) = 72—+ 100 (&.11)

3
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8.6.2 DLS

Velikost polymernich fetézci (HA-DA, HA-SH) a pfipravenych ¢asti (st PAD trubicky a
kulicky) byla charakterizovana dynamickym rozptylem svétla na pfistroji Zetasizer Nano
7590 (Malvern, Velka Britanie), jenz poskytuje intenzitné vazenou distribuci velikosti vSech
populaci ¢astic pfitomnych v analyzovaném vzorku. Vysledny velikost byla vyjadiena jako
hydrodynamického primér (Rp), tzv. z-average (nm). Analyzy byly provedeny na ziedénych
v roztocich piislusnych vzorkl pii thlu rozptylu 173°. Piistroj je vybaven 4mW helium-
neonovym laserem, ktery pracuje pii vinové délce 633 nm. Roztoky vzorkti HA-DA a HA-
SH byly ptipraveny jejich rozpusténim v 0,1M NaCl o koncentraci 1,0 mg/ml a 2,5 mg/ml a
nasledné prefiltrovany ptes 0,45 um filtry z PTFE (Millipore, UK). PAD castice a tyCinky
byly dispergovany v Qmili vodé, ktera byla pfedtim ptefiltrovana ptes 0,45 pum filtry z PTFE
(Millipore, UK). Po prefiltrovani byl roztok ponechén v klidu po dobu asi 5-10 minut, aby
se uvolnila polymerni klubka. Méfeni kazdého ze vzorkd bylo provedeno 3krat. Disperze
Castic a tyCinek byly pfipraveny o stejné koncentraci jako polymerni roztoky, tj. 1 mg/ml a
2,5 mg/ml. Méfeni vzorkii bylo provedeno ve tfech opakovanich a z nich byl stanoven

hydrodynamicky primér a index polydisperzity (PDI).

8.6.3 Rotacni reometr

Doba gelace a tuhost pripravenych hydrogelti byla studovana na zakladé reologickych
veli€in, které byly zjiStény méfenim na rotaénim reometru Anton-Paar MCR 502 (Anton
Paar, Rakousko) pfti teploté 25 °C za normalniho tlaku ve vzdusné atmosféfe. K méteni doby
gelace pripravenych vzorki byla pouzita geometrie ,,valec-valec* tzv. double gap (DG 26.7),
ktery byl zvolen kvili nizké viskozité¢ a malému objemu pfipravenych polymernich roztokt
(HA-SH, popt. HA-SH-PAD). Geometrie se sklada ze dvou soustfednych valct, do kterych
je umistén vzorek o objemu 3,2 ml. Vlastni méfeni probihalo 14 hod pii 10% konstantni
deformaci a konstantni uhlové frekvenci 10 rad/s. Vystupem méfeni byla zavislost
reologickych veliCin elastického (storage) modulu G', ztratového (loss) modulu G*“ a
komplexni viskozity v zavislosti na ¢ase ¢. Doba gelace byla nasledné z uvedené zavislosti
odectena jako prisecik storage a loss modulu. Kromé doby gelace byly na rota¢nim
reometru mefeny také oscilacni testy. Ty byly provedeny na geometrii ,,deska-deska* pfi o
priméru 25 mm pii 10% konstantni deformaci s tthlovou frekvenci v rozmezi od 0,1 do 100
rad/s. Pii oscilacnich testech byly sledovany stejné reologické veli¢iny jako pti méfeni doby
gelace, ale v zavislosti na uhlové frekvenci. Z naméfenych vysledki 1ze zjistit vyslednou

tuhost hydrogelt na bazi HA-SH-PAD, HA-DA a HA-SH-HA-DA. Na rota¢nim reometru
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byla z pohledu 3D tisku studovéna také reverzibilita reologického chovéni ptipravenych 3%
(w/w) hydrogelli po uvolnéni napéti (deformace). Méfeni reverzibility bylo realizovano za
pouziti geometrie ,,deska-deska“ pti cyklické zméné deformace za nasledujiciho nastaveni: z
1% na 100 %, ze 100 % na 1%, z 1% na 500 %, 500 % na 1% pfi konstantnim nastaveni
uhlové frekvence 10 rad/s. V jednom cyklu bylo méfeno 11 boda po 30 s. Béhem méteni
byla sledovana zavislost elastického (G°) (komplexni viskozity (r7*)) a ztratového (G )

modulu na Case (7).

8.6.4 SEM

Velikost ptipravenych PAD ¢astic/trubicek a celkovd morfologie hydrogeli byla
charakterizovana s vyuziti skenovaciho elektronového mikroskopu (7TermoFisher
Scientific). K méteni byly vyuzity lyofilizované vzorky, které byly sefiznuty v pficném fezu
a nalepeny na uhlikovou péasku na kovovém terciku a pokoveny v naprasSovacce, po dobu 60
s a pii proudu 18 mA, ¢imz byla na povrchu vzorku vytvofena tenka vrstva zlata. Pokovené
vzorky byly v SEM pozorovany pii urychlovacim napéti 15 kV v rezimu zobrazeni
sekundarnich elektronii (SE). Vzorky PAD c¢astic a trubi¢ek se v tenké vrstvé nanesly na

kovovy terc¢ik a pokovily v napraSovacce stejné€ jako lyofilizované hydrogely.

8.6.5 Botnaci testy (swellingy)

Ke stanoveni botnaci schopnosti piipravenych hydrogela byl pouzit gravimetricky protokol
méfeni. Lyofilizované vzorky hydrogelti o zndmé hmotnost () byly vlozeny do specidlni
cely (dérovany kosik o priméru 3 cm a vySce 3 cm), kterd byla nasledné ponoiena do
kadinky s roztokem fosfatového pufru (PBS) (0,1 M, pH 7,4). Kéadinka s roztokem byla po
celou dobu métfeni umisténa v temperacni 1azni pii 37 °C. Ve stanoveném ¢asovém intervalu
(1,2, 6, 15, 30, 45, 60, 120, 240, 360 a 1440 min) byla cela se vzorkem vytazena z roztoku,
osusena a zvazena (my). Zjisténa hmotnost byla zapsana do tabulky. Kazdy vzorek byl
zméfen 3krat a vyslednd hodnota byla vyjadiena jako primérna hodnota s piisluSnou

chybou. Rovnovazny pomér botnani (ES %) byl vypocitan pomoci rovnice (rov. 12):

ES (%) = ™22 100 (&.12)
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9 VYSLEDKY A DISKUZE

9.1 Syntéza HA-SH

Thiolovany hyalaronan, jak jiz bylo zminéno v kapitole materialy a metody, byl ptipraven
aktivaci karboxylové skupiny prostiednictvim karbodiimidu EDC. Na aktivovanou
karboxylovou skupinu byl navazan NHS za vzniku HA-NHS esteru. Za danych podminek
(pH=4,75) byl NHS nahrazen CSA, ktery se na aktivované misto navazal pfes amidovou
skupinu, za vzniku thiolovaného hyaluronanu HA-SH. Syntéza HA-SH byla vySetiena jiz
v bakalatské praci a v této praci se na ni navazuje. Optimalni ekvimolarni pomér vychozich
latek (HA:EDC:NHS:CSA) byl zvolen 1:2:4:4, jelikoZ u néj byl zaznamenan nejvyssi stupen
substituce thiolovych skupin. V praci byl ksyntéze HA-SH vyyuzit hyaluronan o
molekulové hmotnosti s My = 243 kDa, jelikoz v piedchozi praci byl u této molekulové
hmotnosti dosaZen nejvyssi DS(%). Syntéza HA-SH byla provedena dle studie Bian et al.
(2016) [8], ovSem oproti jejich praci nebyla syntéza a nasledna redukce pomoci redukéniho
¢inidla DTT provedena ve dvou krocich (dvoukrokova syntéza) s mezifazi lyofilizace
produktu po syntéze, ale syntéza a redukce probihaly soucasné v jednom reakénim kroku
(tzv. jednokrokova syntéza). Dlvodem ptipravy HA-SH jednokrokovou syntézou bylo
urychleni procesu modifikace HA-SH. Vysledkem byl sice produkt s vy$Sim stupném
substituce disulfidovych vazeb, coz ovlivnilo nédslednou tuhost ptipravenych hydrogelt, ale
dle NMR spekter byl takto produkt €ist$i bez pritomnych nezreagovanych zbytka (viz dale).
Bylo také zjisténo, Ze k redukei disulfidovych vazeb postaci ptidat redukéni ¢inidlo (DTT)
v ekvimolarnim poméru 1:3 vi¢i hyaluronanu, coz jednak snizilo spotiebu redukéniho
¢inidla, ale 1 snizilo naroky na naslednou purifikaci produktu. Navic byl timto zpisobem
pfipraven derivat hyaluronanu, jehoz rozpustnost v Qmili vod€ byla pro dalsi aplikace

vyrazné rychlejsi (do 10 min) (oproti produktu piipraveného dvoukrokovou reakci).

9.2 Syntéza HA-DA

Obdobn¢ byl také ptipraven dopaminem konjugovany hyaluronan. Karboxylova skupina na
fetézci HA(Na) byla opét aktivovana EDC/NHS za vzniku meziproduktu HA-NHS esteru.
Nasledné byl NHS nahrazen dopaminem, ktery se stejné jako v ptipadé CSA vaZe na
aktivovanou karboxylovou skupinu pies amidovou vazbu. Vysledkem je dopaminem
konjugovany hyaluroanan HA-DA. Pfti k syntéze HA-DA byl rovnéz vyyuzit hyaluronan o
molekulové hmotnosti s My = 243 kDa. Prvni pokus o syntézu HA-DA byl realizovan dle
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popisu syntézy v praci Melnik et al. (2022) [12]. OvSem po piidani dopaminu do reakéni
smési HA/EDC/NHS doslo ke zméné barvy smési z transparetni na tmaveé hnédou az ¢ernou.
Pfi¢inou byla pravdépodobné¢ autooxidace dopaminu za vzniku PAD, kterd byla
nezadouci,vzhledem ke snaze navazat dopamin na strukturu hyaluronanu. Dalsi uskali
syntézy predstavovala fluktuace pH pii samotné reakci. Z toho diivodu bylo k syntéze
pfistoupeno jinak, a to na zaklad¢ prace Pandey et al. (2022) [13]. Novy zplsob piipravy
HA-DA zahrnoval rozpusténi vychozich latek v MES pufru (0,5 M, pH = 6), diky Cemuz se
podafilo dostatecné zastabilizovat hodnotu pH, pfi které probihala samotna reakce. Reakcni
smés byla po celou dobu modifikace uchovana v tmavé nadob¢ obalené hlinikovou folii, za
souCasného probublavani dusikem, tak aby se pfedeslo jiz zminéné nezadouci autoxidaci
dopaminu. Vysledkem syntézy byl svétle hnédy produkt HA-DA. Reprodukovatelnost
syntézy HA-DA byla néasledn€ potvrzena syntézou druhého konjugatu, ktery byl pfipraven
za stejnych podminek jako prvni konjugat. Usp&snost obou syntéz byla potvrzena pomoci

NMR spektroskopie (viz dale).
9.3 Syntéza PAD

9.3.1 Syntéza PAD-NP

Jak jiz bylo zminéno, parametry (tj. hodnota pH, pomér rozpoustédel voda/EtOH, popf.
aceton) byly pfi syntéze PAD ve formé Céastic obménovany za ucelem nalezeni co
nejefektivnéjSiho zplisobu syntézy PAD-NP a zdroveil ziskdni monodisperzniho systému.
Celkové bylo ptipraveno 14 odliSnych reakei, pfi nichZ byla feSena optimalizace podminek
syntézy PAD-NP obménou uvedenych parametri. Na zéklade vysledki provedenych analyz
vSech ptipravenych vzorkl se za nejvhodnéjsi ukazala syntéza Castic autorti Ai et al. (2013)
a Xue et al. (2016), jelikoz ptiprava Castic jejich postupem vedla k témét Gzké distribuci
velikosti Castic (viz vysledky DLS), a to v obou ptipadech. Obecné bylo zjiSténo, Ze se
velikost Castic odviji na zaklad€ pH disperzniho prostedi, a to tak, ze ¢im vyssi hodnota pH
reakéni smési byla, tim mensi velikosti ¢astic byla pfipravena. Pfi prvnich pokusech syntézy
vznikaly ¢éstice rizného tvaru (kulovité, ale i rizné deformované) o Siroké distribuci jejich
velikosti, kterd se pohybovala vrozmezi 200 — 800 nm, jak je patrné ze snimku

z elektronového mikroskopu (obr. 53).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 99

Obr. 53 - Snimek SEM PAD ¢éstic (a) ¢astice s Sirokou distribuci velikosti ¢astic, (b)
¢astice s nepravidelnym tvarem.

Siroka distribuce velikosti i nepravidelny tvar ¢astic byl pfisuzovan pravé kolisavé hodnots
pH v pritbéhu reakce, kterd byla nasledné vyfeSena syntézou ¢éstic na zaklad¢ prace Xue et
al. (2016) (PAD-10) [136]. V jejich praci byla sice popséana ptiprava PAD trubicek, ale
jejich princip syntézy byl pfevzat k ptipravé PAD ¢astic, s tim rozdilem, ze byl vynechany
kurkumin (slouzil jako prekurzor k ptipravé trubicek), diky ¢emuZz byly namisto tyCinek
ptipraveny kulicky. Problém s kolisajicim pH byl vyfeSen provedenim syntézy v TRIS
pufru (1,5 M, pH 8,8), diky kterému bylo pH po celou dobu reakce stabilni (pH 8,3). Mimo
to byl dopamin rozpustén ve smési EtOH/aceton/ H>O (1:1:8) oproti ostatnim reakcim, které
byly realizovany pouze ve smési EtOH/H>O v riznych pomérech (1:1; 1:2,25 a 1:9). Vlivem
konkrétni pouZzité smési rozpoustédla na syntézu PAD ¢astic, se ve své praci zabyvali autofi
Jiang, Wang a Li (2014). Na zaklad¢ jejich vysledki je ziejmé, ze PAD ¢éstice neni mozné
syntetizovat v Cistém ethanolu, ale pfi syntéze musi byt vzdy pouzita smés rozpoustédel
EtOH/ H>O, popft. v Cistd voda, ovSsem monodisperzni systém lze piipravit vyhradné ve
smési EtOH/ H2O. Rovnéz bylo zjisténo, Ze ptiprava PAD ¢astic je siln€ zavisla na poméru
smési, pficemz nejlepSich vysledkil bylo dosazeno pti poméru EtOH/ H>O 1:3 az 1:1,5.
Autofi rovnéZz zminili moZnost nahradit ethanol jinym alkoholem jako je napt. methanol
nebo 2-propanol. U smési ve které byl pouzit MetOH, by totiz mohlo byt dosazeno vice nez
50 % konverze dopaminu, a znamena to, Ze alkoholova slozka smési je hlavnim faktorem
urCujicim stupeit konverze dopaminu na polydopamin [208]. Piikladem muze byt smési
EtOH/ H>O , ve které byla realizovana syntéza PAD castic (PAD-14) dle A1 et al. (2013)
[134]. U tohoto zptsobu reakce nebyla upravena hodnota pH pomoci roztoku NH3z na

konkrétni hodnotu pH, jak tomu bylo u syntézy PAD c¢astic podle Xuet et al. (2016), ale
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naopak bylo do smési pfidano konkrétni mnozstvi roztoku NH3s, které odpovidalo urcité
velikosti ¢astic bez ohledu na hodnotu pH. V préci téchto autori bylo do reakéni smési
pridano ptesné 0,75 ml roztoku NHj3, které by dle autort Ai et al (2013) mélo odpovidat
¢asticim o praméru 380 nm. Dle tohoto zptisobu byla ptipravena celd fada vzorkt o rizné
velikosti ¢astic odvijici se od pfidavku 28-30% roztoku NHj3 a to nésledujicim zptisobem
(0,4 ml (780 nm); 0,6 ml (520 nm); 0,75 ml (380 nm); 1,0 ml (290 nm); 1,5 ml (180 nm);
2,0 ml (120 nm) NH3). Po celou dobu reakce byla hodnota pH stabilni (pH 9,6), i pfestoze
syntéza neprobihala v pufru. Dle literatury, ktera tikd, Ze s rostoucim pH reakéni smési klesa
velikost syntetizovanych ¢astic, by mély byt ¢astic (PAD-10) piipravené podle Xue et al.
veétsi, nez Castice (PAD-14) piipravené dle prace Ai et al. (viz vysledky DLS a SEM).
Velkou vyzvu pii piipravé PAD-NP ptedstavoval samotny proces ¢iSténi, konkrétné staceni
Castic pomoci centrifugy za tuUcelem promyti produktu. V disledku duasledného a
opakovaného promyvani ¢astic, totiz doslo k velkym ztratdm syntetizovanych castic.
Vytézek reakce se tak pohyboval v rozmezi 30 — 50 %. Na druhou stranu se v disledku

dikladného staceni podaftilo zastabilizovat vyslendou polydisperzita pfipravenych ¢éstic.

9.3.2 Syntéza PAD-NT

Jak uZ bylo zminéno vyse, kromé kulovitych ¢astic, byla provedena i pfiprava polydopaminu
ve formé trubicek, a to na zaklad¢ prace jiz zminénych autort Xue et al. (2016) [136]. Pti
reakci byl jako prekurzor pouzit ve vodé nerozpustny kurkumin, ktery byl rozpustén ve
smési EtOH/aceton spolecn€ s dopaminem (v poméru 1:5). Po ptidani vody byl bézné ve
vodeé nerozpustny kurkumin vysraZen do formy krystalki, na které byly po zvySeni pH (nad
8,8) deponovany ¢astice polydopaminu. Po nasledném vymyti kurkuminu ethanolem byl
ziskén produkt ve formé¢ dutych PAD trubi¢ek (PAD-NT). Dle prace uvedenych autort je
vysrazeni kurkuminu kritickym parametrem ptipravy dutych trubicek PAD-NT. Navic
pouziti smési rozpoustédel EtOH/aceton zvysuje kvalitu ptipravenych PAD-NT, ve srovnani
s pouzitim samotného ethanolu. PAD trubicky ptipravené pouze v ethanolu vykazovaly vice
defektti jako napftiklad rizné praskliny, diry ve struktufe atd.. Kvalita syntézy PAD-NT je
také zavisld na reakéni dob€. Zminéni autofi pfipravili fadu vzorkli PAD-NT v rliznych
casech (2,5; 5; 12 a 24 hod), pticemz PAD-NT po 24 hod vykazovala dokonalou strukturu
[136]. Proto byly v této praci zvoleny nasledujici parametry na zéklad¢ kterych autofi
pozorovali nejlepsi vysledky ptipravy dutych PAD trubicek (PAD-7): smés rozpoustédel
(ethanol/aceton v poméru 1:1 s pfidavkem vody v poméru 1:1:8), doba reakce (24 hod).

Ptipravené PAD-NT byly nasledn¢ charakterizovany z hlediska velikosti a morfologie
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pomoci metod SEM a DLS. Stejné jako v ptfipad¢ polydopaminovych nanocéstic, tak i
v pripad¢ ty¢inek (PAD-NT), dochéazelo v disledku dasledného a opakovaného promyvani
castic k velkym ztratdm syntetizovanych tyCinek. Cilem purifikace bylo vymyti
piebyte¢ného kurkuminu z disperze PAD-NT. Vzhledem ke skutecnosti, ze pfii purifikaci
tyCinek byl ziskdn maly vytézek PAD-NT, byla purifikace realizovana s vyuzitimi dialyzy

proti Qmili vodé.

9.4 Potvrzeni struktury HA-SH a HA-DA

Jak uz bylo zminnéno vyse, Uspésné navazani thiolové a katecholové skupiny na fetézec
HA(Na), a zaroven také stupent substituce thiold a katecholf, bylo potvrzeno pomoci 'H
NMR spektroskopie. Jako referencni vzorek byl zvolen nativni HA(Na), jehoz spektrum je
uvedeno na obr. 54a. Ve spektru je pozorovatelny charakteristicky pik v oblasti 2,0 ppm (ve
spektru €. 1), ktery reflektuje signal protonii N-acetylové skupiny a ktery byl bran jako
referecni pik pro vypocet DS(%). Dale 1ze ve spektru pozorovat oblast pikd od 3,5 do 4,5
ppm, kterd odpovidad signdlim protont sacharidového kruhu HA(Na). V piipadé spektra
thioly modifikovaného hyaluronau (HA-SH) (obr. 54b) byly pozorovany nové piky, a to
konkrétné v oblasti 2,36 — 2,53 ppm (ve spektru €. 2), které odpovidaji signdlu methylovych
protonil tvoficich alkylovy fetézec, ktery pfipojuje thiolovou skupinu k HA(NA) (-
CH>CH>SH). V oblasti 2,92 — 298 ppm (ve spektru ¢. 5) jsou detekovany piky
charakterizujici signal methylovych protont tvofici disulfidovou vazbu (-CH>CH>S-
SCH>CH>-). Signal protont volnych thiolovych skupin v podobné oblasti ve své praci
detekovali také Bian et al. (2016) (2,45 a 2,63 ppm) [8], Xu et al. (2021) (2,6 ppm) [209] 1
Xia et al. (2021) (2,52 ppm) [210]. V NMR spektrech HA-SH vzorkd uvedenych
v bakalarské praci [51] byly pozorovany také signaly protond v oblasti 2,62 — 2,71 ppm,
které byly chybné interpretovany jako signaly protonti disulfidové vazby. Po zméfeni spektra
samotného redukcniho €inidla DTT, pomoci kter¢ho byly disulfidové vazby Stépeny, bylo
zjisté€no, Ze zminéné signaly v oblasti chemického posunu 2,62 — 2,71 ppm ve spektru HA-
SH nalezi reziduélnimu DTT, ktery nebyl v procesu purifikace z roztoku dostate¢né vymyt.
Nicméné pii jednokrokové syntéze HA-SH, pfi které byla modifikace a redukce S—S vazby
provedena v jednom reak¢énim kroku, jiz piky nalezici protonim DTT nejsou pozorovany.
Z toho vyplyva, Ze jednokrokovéa syntéza HA-SH je z hlediska Cistoty produktu G¢inéjsi.

Toto zjisténi také ovlivnilo hodnotu stupné substituce thiolovych skupin.
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Obr. 54 — NMR spektra s charakteristickymi piky: a) nativni hyaluronanu, b) thiolovany
hyaluronanu, ¢) dopaminem konjugovany hyaluronan
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Jak jiz bylo zminéno, DS (%) volnych thiolovych skupin a disulfidické vazby byl spocitan
dle rov. 9 a 10. Stupeni substituce byl realizovan pomoci integrace pikti zkoumanych skupin.
Jako referen¢ni pik byl zvolen signél protonii N-acetylové skupiny, jelikoz ta se béhem

modifikace neménila. Vysledné hodnoty DS(%) jsou uvedeny v tab. 2.

Tab. 2 - Dosazené stupné substituce thiolovych a katecholovych skupin

Molekubva Nizev reakce Tvo protoni Stupeil substituce
hmotnost M, PP DS (%)
HA-SH?7 l'_'_-_*'.'.'_:-"_-l:-:.'.- i.pm[.u:'.)' thiolu + 23
disulfidova vazha
HA-SH-
aromatické protony 0
243 KDa HA-DA-1
methylov é protony 20
HA-DA-

K porovnéni charakteristikcych pika ve spektru HA(Na) konjugovaného dopaminem bylo
zméteno spektrum Cistého dopaminu, ve kterém jsou pozorovany piky v oblasti 7,0 — 7,3
ppm (ve spektru €. 4) odpovidajici signaliim aromatickych protont katecholu (konktrétné se
jedné o dva duplety a jeden singlet) a signaly v alkalické oblasti 3,2 — 3,6 (ve spektru €. 3)
ppm pak naléZi methylovym protonim (dva triplety) dopaminu. Vzorek Na(HA)
konjugované¢ho dopaminem musel byt zméfen pii vyssi teploté (T=50°C), oproti HA-SH,
ktery byl méten pii teploté 25 °C. Dlivodem byla pravdépodobné vysoka viskozita roztoku,
ktera vedla k tomu, Ze ve spektru vzorku byl pozorovan Sum a oblasti charakteristickych
pikd nebyly dobie rozlisitelné. Resenim bylo jednak zvyseni teploty méfeni z 25°C na 50
°C, ¢imz vyrazné€ poklesla viskozita vzorku HA-DA, a také zvySenim poctu skenit méfeni (z
64 na 128 skentl). Vysledné spektrum konjugatu je znazornéno na obr. 54c. Ve spektru jsou
detekovany piky v oblasti 6,7 — 7,3 ppm, které by mohly odpovidat aromatickym protontim,
a piky v oblasti 3,1 — 3,2 ppm zase signalu methylovych protonli katecholové skupiny,
jelikoz se shoduji s piky pozorovanymi ve spektru Cistého dopaminu. Dosazené vysledky
byly potvrzeny také na zakladé prace Melnik et al. (2022), ktefi pfipravili dopaminem
konjugovany hyaluronan prostfednictvim EDC/NHS chemie. Signél aromatickych protonil
detekovali v oblasti 6,7 — 7,0 ppm, tedy ve velmi podobné oblasti chemického posunu jako
je uveden v této praci [12]. Navic 1ze v NMR spektrech v jejich studii pozorovat piky, které
by mohly reflektovat signaly protoni methylovych skupin (2,7 — 3,0 ppm), ale ty nejsou
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pfedmétem zajmu jejich prace na rozdil od prace autort Nejati et al. (2023). Ti ve své studii
sledovali pravé piky odpovidajici methylovym protoniim, a to ve stejnych oblastech
chemického posunu, jak jsouuvedeny v této praci, a nasledné je pouzili k vypoctu stupné
substituce katecholovych skupin [11]. Vypocet DS(%) byl dle rov. 11 realizovan integraci
pikti odpovidajicim methylovym i aromatickym protoniim. Jako referen¢ni pik byl zvolen
signal protonti N-acetylu, protoze u néj nedochdzi behém syntézy HA-DA k zaddnym
zménam. Dosazené stupné substituce jsou uvedeny v tab. 2. Melnik et al. (2022) pocitali
DS(%) pomoci integrace pikd aromaticky protond katecholu a pfi poméru reaktantl
EDC:NHS:DA = 5:1,5:1,5 dosahli nejvyssiho DS(%), a to 19 %. Dosazeny DS(%) v
predlozené praci odpovida spiSe vysledkiim ziskanym autory Melnik et al. (2022) pro
ekvimolarni pomér 3:1,3:1,3 (EDC:NHS:DA). Jinym zptsobem k vypoctu DS(%)
pfistupovali autofi Nejati et al. (2023). Jak jiz bylo uvedeno, tito autofi k vypoctu DS(%)
integrovali piky methylenovych protont katecholu a dosahli vyssiho DS(%) nez Melnik et
al., konkrétn¢ 36 %. Jimi dosazeny stupenn stubstituce muize souviset také se zptisobem
syntézy HA-DA. Konjugdt piipravili oxidaci disacharidového fetézce za vzniku
dialdehydovych skupin, na které byl nasledné navazan dopamin. Dle autori Zhou et al.
(2020) Ize timto zptisobem dosdhnout vyssi ucinnosti reakce (az 45 %) ve srovnani

s modifikaci monofunk¢ni karboxylové skupiny na HA(Na) fetézci.

9.5 Stanoveni velikosti polymernich Fetézci a PAD ¢astic a trubicek

Velikost polymerniho klubka HA-DA a HA-SH byla ur€ena pomoci metody dynamického
rozptylu svétla. Studované vzorky byly rozpustény v 0,1M NaCl (koncentrace 1 mg/ml (0,1
%), 2,5 mg/ml (0,25 %)) a byly experimentalné stanoveny a vyhodnoceny jako optimalni
pro méteni velikosti polymernich fetézcl. Pfi samotném méfeni bylo zjisténo, Ze velikost
polymerniho klubka se pfi koncentraci 1,0 mg/ml a 2,5 mg/ml vyrazné nelisi, a proto je ve
vysledcich uvedena hodnota velikosti pouze pifi koncentraci 1,0 mg/ml. Vzorky byly
rozpustény v 0,1 M NacCl, z toho diivodu, ze polymerni fetézec je ve vodé nejvice rozbaleny
a natazeny a je tudiZ velmi obtizné zméfit jeho hydrodynamicky primér (Ry). V roztoku
0,1M NaCl vykazuje HA(Na) konformaci spise sbalené¢ho klubka, z ¢ehoZz 1ze usoudit, ze
pritomnost iontil zastini elektrostatické odpuzovani mezi naboji na fetézci HA(Na) [66].
Chovani fetézce HA(Na) v roztoku NaCl je tedy stabiln¢j$i a z pohledu méfeni
hydrodynamického priméru se jevi jako vhodné&jsi. Stredni velikost klubka

(hydrodynamicky primér) byla stanovena z intenzitné vazeni distribu¢ni kiivky. Vysledky
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dosazenych stfednich velikosti polymernich fetézci (z-average) a jejich index

polydisperzity (PDI) jsou uvedeny v tab. 3.

Tab. 3 - Dosazené vysledky z-average a PDI studovanych polymernich fetézcu

Viorew | Mh - Koneenmaee | Zaversge ppy
HA(Na) 38.1+0.9 0.45
HA-SH 243 1.0 55.3+1.5 0.72
HA-DA za hranici detekce

Jak vyplyva z tab. 3, nejprve byla zmétena velikost referenéniho vzorku, kterym byl zvolen
praveé nativni hyaluronan HA(Na). Velikost hyaluronového klubka v 0,1M NaCl odpovida
hodnoté 38,1 £ 0,9 nm (My, =243 kDa) s PDI 0,45. Jakmile byl stejny vzorek ptiprave v Cisté
vod¢, pohybovala se hodnota velikosti klubka za hranici detekce pfistroje Zetasizer (vice jak
1 pum). Tyto vysledky tudiz potvrzuji, Ze HA(Na) se v roztoku soli chova jako sbalené
klubko. Podobné velikosti polymerniho klubka HA(Na) dosdhli ve své praci také autofi
Grund¢€lova et al. (2013), ktefi ovSem pracovali s hyaluronanem o jiné molekulové
hmotnosti (Mw = 350 kDa a 1,8 MDa), proto jsou jejich hodnoty stfedni velikosti vyssi
umérné pouzité molekulové hmotnosti (pro 350 kDa (Ry = 46 nm), 1,8 MDa (Ry= 70 nm)
[211]Hyaluronovy fetézec byl modifikovan za vzniku thiolované¢ho hyaluronanu (HA-SH)
a hyaluronanu konjugované¢ho dopaminem (HA-DA). Jak bylo ocekdvano, z-average u obou
vzorkl, oproti nativnimu HA(Na) narostl, v pfipadé¢ HA-DA dokonce tak, Ze metodou DLS
nebylo mozné tuto hodnotu stanovit, jelikoz byla za hranici detekce pfistroje Zetasizeru
(> 1 um). Nartst velikosti polymerniho klubka bude pravdépodobné souviset s navazanim
objemné funk¢ni skupiny na fetézec hyaluronanu, kterd tak ptispiva k celkovému zvyseni
velikosti hydrodynamického priméru Rp. Velikost polymerniho klubka thiolovaného
hyaluronu HA-SH odpovidd hodnoté 55,3 = 1,5 nm. Metodou DLS byla kromé stfedni
velikosti ¢astic polymerniho klubka, stanovena mimo jiné i velikost PAD ¢astic. Na zdkladé
vysledku analyzy velikosti ¢astic byly vybrany dva reprezentativni vzorky (PAD-10 a PAD-
14) vykazujici tizkou distribuci velikosti ¢astic (monodisperzni systém) oproti ostatnim
syntetizovanym PAD casticim, které byly pouZzity k samotnému sitovany piipravenych
hydrogelii. Disperze ¢astic byla ptipravena pii koncentraci 1 mg/ml, ktera byla stejné jako u
polymernich fetézcili, experimentalné ovéiena jako nejvhodnéjsi, a to z hlediska kvality

méfeni. Méfeni bylo opakovano pouze ttikrat, jelikoz pii delSim casu méfeni dochazelo k
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nasledné sedimentaci ¢astic disperze na dno meéfici kyvety. Vysledné velikosti zminénych
PAD c¢astic jsou uvedeny v tab. 4. V piehledu neni uvedena velikost PAD ve formé tycinek,
protoze podobné jako v piipadé HA-DA byla jejich hodnota za hranici detekce pfistroje
(> 1um).

Tab. 4 - Dosazené vysledky z-average a PDI studovanych PAD ¢&astic

Koncentra Z-avera
Vzorek O[nc]; P €€ [:lfn] 5 ppI
PAD-10 627+10 0.19
PAD-14 1.0 693+13 0.10
PAD -7 za hranici detekce

Stiedni velikost PAD-10 Castic ptipravené podle prace Xue et al. (2016) odpovida hodnoté
627 + 10 nm. Dle vysledkt vSak tento vzorek ¢astic vykazuje vyssi polydisperzitu nez
PAD-14, a proto byl ve vSech nasledujicich experimentech oznacen za vzorek castic
s Sirokou distribuci velikosti. Velikost ¢astic PAD-14 piipravenych podle postupu Ai et al.
(2013) odpovida hodnoté 693 + 13 nm a je povazovan za vzorek s uzkou distribuci velikosti
&astic. Uzkou distribuci PAD-14 &astic lze potvrdit zavislosti piilozenou na grafu (obr. 55),

ve kterém je distribu¢ni kiivka srovnédna s distribu¢ni kiivkou PAD-10, tedy se Sirokou

distribuci.
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Obr. 55 — Distribuce velikosti ¢astic PAD 10 a PAD-14
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Podle vysledkli Ai et al. (2013) by se méla velikost velikost ¢astic PAD-14 odpovidat
hodnoté€ ~ 380 nm, a to na zakladé pfidaného mnozstvi NHs, pomoci kterého bylo pH reakéni
smési upraveno na hodnotu 9,6 [134]. Stfedni velikost Castic vSak dosahovala témér
dvojnasobné velikosti. Velikost PAD castic ve své praci charakterizovali také Pandey et al.
(2022), kteti pripravili PAD ¢astice o razné velikosti (150 az 1030 nm). Pied samotnym
meéfenim, autofi stanovili pomoci vypoc¢tu ocekavanou velikost Castic, a to na zakladé
rovnice obsahujici parametry, které ovliviiuji velikost PAD castic (napf. koncentrace
dopaminu, pH roztoku, pomér rozpoustédel, atd). Velikost ziskand vypocltem a
experimentalné pomoci DLS se v ramci chyby shodovala [13]. Déle se charakterizaci
velikosti ¢astic zabyvali Yegappan et al. (2019), ktefi ptipravili 124 = 8 nm ¢astice o PDI
0,067 [47].

9.6 Priprava hydrogeli

V této kapitole budou rozebrany pripravené¢ 2% a 3% hydrogely na bazi thiolovaného
hyaluronanu (HA-SH), thiolovaného hyaluronanu a polydopaminu (HA-SH-PAD),
dopaminem konjugované¢ho hyaluronanu (HA-DA) a vzijemné kombinace tzv.

hydrogelového komplexu HA-SH- HA-DA.

9.6.1 HA-SH hydrogely

V bakalaiské praci bylo zjisténo, Zze u 1% (w/w) roztoku HA-SH nedoSlo k zesitovani
struktury a to u zadné z pouzitych My. Tyto vysledky byly vzaty vpotaz i v pfedlozené praci,
a proto byly pfipraveny hydrogely pouze z HA-SH roztokl o koncentraci 2 % (w/w) a 3 %
(w/w). Jak jiz bylo zminéno, roztok HA-SH ptipraveny jednokrokovou syntézou byl
rozpusteén rychleji (do 10 min) oproti HA-SH, ktery byl ptipraven dvoukrokovou syntézou
(roztok byl rozpoustén ptes noc). Po rozpusténi bylo pH roztoku zvyseno na hodnotu 7,0 —
8,0 pomoci 1M NaOH, ¢imz bylo iniciovano sitovani HA-SH v pfitomnosti vzdusného
kysliku za vzniku disulfidovych vazeb mezi thiolovymi skupinami (sitovani oxidaci) (obr.

56).
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Obr. 56 - HA-SH hydrogely — a) lyofilizovana forma, b) hydratovana forma zesitovaného
hydrogelu

Postupem jednokrokové syntézy (HA-SH-27) ovSem nebylo mozné pfipravit ani 2%

hydrogel, pravdépodobné z diivodu nizkého stupné substituce volnych thiolovych skupin.

z roztoku HA-SH-29 nebylo mozné ptipravit stabilni 2% hydrogel. Nicméné, pokud byl
polymerni fetézec HA-SH sitovan pomoci PAD, bylo mozné ptipravit dokonce 1 2%

hydrogely (na bazi HA-SH-PAD).

9.6.2 HA-SH-PAD hydrogely

Jak uz bylo zminéno vyse, piiprava hydrogelti na bazi HA-SH oxidaci byla rozsifena o
ptipravu hydrogelli na bazi HA-SH, sitované s vyuZitim polydopaminu (at’ uz ve formé
¢astic nebo trubicek), tzv. crosslinker tvofici ,,most* mezi thiolovymi skupinami, které se
prostfednictvim Michaelovy adice vaZou na chinonovou skupinu polydopaminu za vzniku
zesitované 3D struktury (obr. 57). Na zikladé tohoto pozorovani, lze polydopamin

povazovat za tzv. chemicky uzel v 3D siti tvofené matrici HA-SH.

Obr. 57 — HA-SH-PAD hydrogely — a) lyofilizovana forma, b),c) hydratovana forma
hydrogelu

Zminéné hydrogely s polydopaminem byly pfipraveny tak, ze po rozpusténi HA-SH ve vodé
bylo do roztoku ptidano urcité mnozstvi polydopaminu a sonifikovéano v ultrazvukové 1azni,
¢imz bylo Castecné zabranéno vzniku agregatu Castic, popt. trubicek, které by tak snizily

mnozstvi dostupnych katecholovych skupin na povrchu PAD c¢astic, popt. trubicek.
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Hydrogely HA-SH-PAD, které byly pfipraveny za pouziti prvnich syntetizovanych ¢éstic
(PAD-1 az PAD-6), jejichz piiprava nebyla zdaleka tak optimalizovana, vykazovaly
nehomogenitu v rozlozeni ¢astic v matrici hydrogelu, coz vedlo k vytvateni lokalnich shlukt
(agregatu) Castic v matrici (obr. 58). Z tohoto diivodu je mozné se domnivat, ze v prvnich
ptipadech nebyl polydopamin soucésti sit€¢ hydrogelu (nevznikla vazba mezi thioly a
chinonem), ale spiSe sehral roli jakéhosi plniva/aditiva obsazeného v HA-SH matrici, ktery

ménil vlastnosti pfipravenych hydrogela (pfedevsim tedy jejich tuhost).

Obr. 58 - HA-SH-PAD hydrogel s nehomogennim rozloZenim PAD ¢astic v matrici

Optimalizace podminek syntézy PAD castic vedla k piipraveé hydrogeli, ve kterych jiz bylo
pozorovano homogenni rozlozeni ¢astic a zaroven minimdlni pfitomnost tzv. shluki
narusujici homogenitu (viz SEM). Jak jiz bylo naznaceno v pfedchozi kapitole, na rozdil od
hydrogelll na bazi HA-SH bylo mozné pfipravit HA-SH-PAD i o 2% koncentraci (w/w).
Tento fakt podpofil tvrzeni, Ze dochazi k vazbé mezi chinonem na PAD a thiolovou skupinou

HA-SH, a to i s vys$i pravdépodobnosti, nez je vznik vazby mezi thiolovymi skupinami.

9.6.3 HA-DA a HA-SH-HA-DA hydrogely

Ptiprava hydrogeli na bazi HA-DA byla obdobnad s piipravou thiolovych (HA-SH)
hydrogeli. Konjugét byl rozpustén v Qmili vodé o dané koncetraci (1% a 2% (w/w)) a
sitovan zvySenym pH pifidavkem 1M NaOH (z hodnoty 6,0 — 7,0 na hodnotu 7,0 — 8,0) za
vzniku vazby mezi chinonovymi skupinami dopaminu vdzaného piimo na hyaluronovy
fetézec. V pifipadé konjugatu, jiz samotné rozpusténi nebylo zdaleka tak rychlé jako
rozpousténi HA-SH, pravdépodobné z diivodu vysoké viskozity konjugatu. Tedy oproti HA-
SH bylo rozpousténi HA-DA realizovano ptiblizné¢ 1 den. Pfidavkem 1M NaOH po
rozpusteéni konjugatu bylo pH zvyseno na hodnotu 7,0 — 8,0, ¢imz byl iniciovan vznik vazby
mezi chinony katecholii. Vysledkem sitovanim byl pak hnédy hydrogel (obr. 59), ktery od
pohledu vykazoval nizsi tuhost nez hydrogely na bazi HA-SH a HA-SH-PAD. Zajimavé je,
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ze na rozdil od vyse uvedenych typt hydrogelt bylo HA-DA hydrogely mozné pfipravit i o
koncetraci 1 % (w/w), 1 kdyz nebyly tak tuhé.

Obr. 59 - HA-DA hydrogely — a) lyofilizovana forma, b), ¢) hydratovana forma hydrogelu

Vzhledem ktomu, ze je mozné docilit vazby mezi thiolovymi skupinami HA-SH a
chinonovymi skupinami PAD za vzniku hydrogelu, byl tento princip pfenesen 1 k pfiprave
hydrogelovych komplexi na bazi HA-SH a HA-DA polymerd, jejichZ struktura obsahuje
stejné skupiny jako pti sitovani HA-SH polydopaminem. Takto byla pfipravena cela fada
vzorkli o riznych pomérech a koncentracich HA-SH:HA:DA (viz tab. 5), které byly
nasledné podrobeny dalSim testim. Také bylo zjiSténo, ze rozpousténi HA-DA je
v ptitomnosti HA-SH mnohem rychlejsi oproti rozpousténi v €isté Qmili vodé. Hydrogelovy
komplex HA-DA a HA-SH nebyl nalezen nikde v literatufe, proto lze tento materidlovy

koncenpt povazovat za originalni.

Tab. 5 — Pfehled ptipravenych kombinaci HA-SH-HA-DA hydrogelt

HA-SH Koncentrace HA-DA Koncentrace Pomér HA-SH/HA-DA
[%] [%]
2 2 1:1
2 3 1:1
HA-SH-29 3 HA-DA-2 2 1:1
2 2 0.5:1
2 2 1:0.5

Obecné¢ vSechny pfipravené 3 % hydrogely vykazovaly jiz na prvni pohled pevnéjsi
respektive tuzsi, coz pravdépodobné souvisi s pouzitim vyssi koncentrace modifikovaného
hyaluronanu v roztoku. Tvrzeni bylo podpofeno zmétenim tuhosti ptipravenych hydrogelii
pomoci rotacniho reometru, jak bude zminéno nize. Tuhost nebyla jedinym experimentem,
pomoci kter¢ho byly hydrogely charakterizovany. Hydrogely byly podrobeny také dalSim
experimentim z hlediska doby gelace, botnaci kapacity a morfologie (reologickd méieni,

botnaci testy, topografie).
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9.7 Reologie

Doby, kdy dochézi ke vzniku zesitované struktury, jeji tuhost a reverzibilita reologického
chovani po uvolnéni napéti jsou diilezité parametry pro pfipravu hydrogell, a bezpochyby
souvisi s jejich néslednou aplikace napt. jako scaffoldy nebo nosi¢e 1é¢iv. Uvedené
parametry byly studovany prostfednictvim reologickych méfeni, konkrétné se jednalo o
stanoveni gela¢niho ¢asu, hodnoty tuhosti a reverzibility reologického chovani pfipravenych

hydrogela.

9.7.1 Doba gelace

Nejprve byla u pfipravenych hydrogelti stanovena doba, za kterou dojde k zesitovani
struktury a vzniku hydrogelu, tzv. gelacni €as. Pfi méteni byl sledovan elasticky (G°) a
ztratovy (G ) modul a komplexni viskozita (") v zavislosti na ¢ase (f) (piiloha P1). Gela¢ni
¢as byl urcen z bodu, pfi kterém dochazi k priniku ktivek elastického a ztratového modulu
(fj. bod gelace). Bod gelace definuje Cas, pii kterém ve vzorku zacne prevladat elasticka
sloZka nad viskdzni, coz vede ke vzniku nerozpustného hydrogelu. Vysledky gela¢nich Casti

jsou uvedeny v grafu na obr. 60.

250 Y275 2 %% (wiw)
I NN 3 % (w/w)

Obr. 60 - Zavislost doby gelace na typu piipravenych vzorkti HA-SH, popt. HA-SH-PAD
(koncentrace polymeru 2 a 3 % (w/w), pomér HA-SH:PAD = 1:0.,5)

V bakalaiské praci bylo zjisténo, ze doba gelace 3% vzorki HA-SH o My = 243 kDa
piipravené dvoukrokovou syntézou byla 25 min. Oproti tomu doba gelace vzorku

pripraveného jednokrokovou syntézou byla mnohem delsi, téméf 60 min. Divodem je



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 112

pravdépodobné nizsi dosazeny stupeii volnych thiolovych skupin a naopak dosazeny vysoky
stupen disulfidovych vazeb ve struktuie HA-SH ptipraveného jednokrokovou syntézou. Pro
thiolové skupiny tak neni snadné k sobé najit jinou thiolovou skupinou, se kterou by
vytvorili disulfidovou vazbu. V bakalatské praci bylo také zjisténo, ze gelacni Cas nezavisi
na koncentraci thiolovaného hyaluronanu, avSak v diplomové préci byly predchozi vysledky
roz§ifeny o sitovani thiolovaného hyaluronanu (HA-SH) s polydopaminem (PAD), u nichz
byla naopak pozorovana silna zavislost na koncentraci polymeru, a tim i mnozstvi PAD
¢astic, popt. trubicek, ve vzorku v poméru HA-SH:PAD (1:0,5). Z vysledkti uvedenych na
obr. 60 je patrné, ze doba gelace 2% (w/w) hydrogeld, které obsahovaly PAD ¢astice (PAD-
NP) je kratsi, nez doba gelace 3% (w/w) vzorkl bez ¢astic. Tento jev miize pravdépodobné
souviset s men$im mnoZstvim pfitomnych ¢astic ve 2 % (w/w) vzorku, diky kterému je
omezeny pocet dostupnych chinonovych skupin PAD a ty poté mohou mnohem snadnéji
interagovat s thiolovymi skupiny HA-SH za vzniku pfi¢nych vazeb. VSechny vzorky navic
zesitovaly do 270 min (tj. 4,5h). Doba gelace 2% (w/w) vzorku hydrogelu obsahujici ¢astice
s uz§i distribuci velikosti (HA-SH-PAD-14) byla vyrazné kratsi (3 min), ve srovnani s dobou
gelace vzorku obsahujiciho castice s Sirsi distribuci (HA-SH-PAD-10), ktera byla 21 min.
Pravdépodobnou pfi¢inou pozorovaného chovani je velikost ¢astic a jeji distribuce, ktera je
v ptipadé HA-SH-PAD-14 vice homogenni, coz muze vést k rychlejsimu vzniku vazby mezi
thiolovymi skupinami HA-SH a chinonem PAD. Pozorovany trend naruSuji 3% vzorky,
jejichz doba gelace je kratsi u vzorku HA-SH-PAD-10 (80 min) oproti 3% HA-SH-PAD-14
(270 min). Vyjimku tvoii vzorek HA-SH s PAD trubickami (PAD-NT), u kterého je
uvedena zavislost pfesné obracena, tedy ze 3% vzorky HA-SH s PAD-NT sit'uji mnohem
rychleji (do 2 min), nez 2% vzorky (do 190 min). Z vysledkt tedy vyplyva, ze 2% vzorky
s PAD césticemi (s Sirokou 1 Uzkou distribuci) sit'uji rychleji, nez 3% vzorky, zatimco
v piipade vzorkd s PAD-NT je tomu ptesné naopak. Dobu gelace thiolovaného hyaluronanu
(HA-SH) sitovan¢ho pomoci PAD &asticemi ve své praci zkoumali také Yu et al. (2020). V
jejich ptipadé byl ptipraven vzorek HA-SH o koncentraci 1, 10 a 20 mg/ml, a ukdzalo se, Ze
u HA-SH (My, = 4-10 kDa) s nizkou koncentraci (1 a 10 mg/ml) nepozorovali Zadny vznik
zesitované struktury. Naopak zvySenim koncentrace HA-SH (20 mg/ml), ktera odpovida 2%
vzorkiim HA-SH pfipravenych v této préci, pozorovali vznik sité¢ pfiblizné po 24 hod. Po
piidani PAD o koncentraci 1 mg/ml vSak byly schopni pfipravit zesitovanou strukturu i
z HA-SH o koncentraci 10 mg/ml (1% vzorek) za vice nez 24 hod. A nakonec HA-SH (20
mg/ml) byla PAD ¢asticemi zesitovana pfiblizné€ za 12 min. Stejny experiment zopakovali

také pro HA-SH o molekulové hmotnosti My = 20 — 40 kDa, u které¢ byly zaznamenany



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 113

4

mnohem piiznivéjsi vysledky doby gelace (v piipad¢ 10 mg/ml struktura samotného HA-SH
zesitovala za 48 hod (po pfidani PAD do 5 min), v ptipad¢ 20 mg/ml byla doba gelace HA-
SH 1 hod (s PAD 5 min)) [172]. Z jejich vysledkl tedy vyplyva, Ze gelacni schopnost HA-
SH ovliviiuje jednak koncentrace PAD ve vzorku, ale také molekulovd hmotnost
hyaluronanu pouzitd k ptipravé HA-SH, jelikoz s vyssi koncentraci a vys$si My dochazi
k nartistu viskozity vzorku. Rostouci viskozita vzorku snizuje mobilitu volnych thiolovych
skupin vazanych na HA-SH fetézci, coz se projevi nizsi reaktivitou, a tedy 1 niz§im gelacnim
casem. V piipad¢ vzorkt hydrogelit HA-DA nebyla doba gelace zmétena z diivodu rychlého
sitovani, které se d¢je thned po rozpusténi vzorkil, coz potvrzuje také prace autori Melnik
et al. (2022), jejichz ptipravené HA-DA vzorky sitovaly v fadech sekund (v zavislosti na
pouzitém inicidtoru (NalO4 a NaOH)). Vzorek s NalO4 zacal sit'ovat jiz po 30 s, zatimco
vzorek s NaOH az po 150 s [12]. I autofi Guo et al. (2018) potvrdili rychly vznik sité u
dopaminem konjugovaného hyaluronanu (HA-DA). Tito autofi ve své praci charakterizovali
gelacni ¢as HA-DA v zavislosti na pH a zjistili, Zze s rostoucim pH, iniciujicim vznik
sekund). Na zéklad¢ jejich prace bude v budoucnu navrzen experiment ke stanoveni doby

gelace i vzorkti HA-DA, pfipadné i HA-SH-HA-DA [212].

9.7.2 Oscilacni testy — stanoveni tuhosti hydrogeli

Tuhost pfipravenych hydrogelli na bazi HA-SH, HA-SH-PAD, HA-DA a hydrogelového
komplexu HA-SH-HA-DA je dalSi neméné dileZitou vlastnosti, ktera byla v této praci
analyzovéana. Tuhost hydrogell s potencidlnim vyuZitim v tkdfiovém inZenyrstvi ma vliv
napf. na migraci a proliferaci bunék [106]. Tuhost ptipravenych hydrogela byla urcena jako
pramér hodnot elastického modulu (G°), ktery byl méfen v zavislosti na thlové frekvenci
v rozmezi 0,1 — 100 rad/s pfi 10% konstantni deformaci. Tato oblast uhlové frekvence byla
zvolena na zaklad¢ zkuSenosti s méfenim hydrogelli na bazi HA-SH realizovanych

v bakalafské praci, a kterou 1ze z pohledu stability hydrogelu oznacit za ,,bezpecnou®.

Nejprve byla charakterizovéana tuhost hydrogeli na bazi HA-SH-PAD z pohledu molekulové
hmotnosti HA-SH, ktera byla pfipravenad s vyuzitim dvoukrokové syntézy (obr. 61).
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Obr. 61 — Graf zavislosti elastické modulu (G ‘) na molekulové hmotnosti HA-SH
hydrogeli (o 2% (w/w) koncentrace) bez castic (zelené sloupce) a s PAD Casticemi

(¢ernobilé sloupce)

Z ptiloZzeného grafu jasné vyplyva, Ze nejvyssi hodnotu elastického modulu, a tedy 1 nejvyssi
tuhost, vykazuji 2% (w/w) HA-SH-PAD hydrogely pfipravené z dvoukrokové syntézy o My
=243 kDa (G =1,6 kDa). Tak mimotadné vysoky elasticky modul HA-SH je pfisuzovan
velmi UspéSné syntéze HA-SH s dosazenym vysokym stupném substituce volnych
thiolovych skupin (DS =50 %). Z tohoto divodu, tedy na zéklad¢ vysledkl oscilacnich testt
(ale 1 dosazenych DS(%)) byla HA-SH o My, = 243 kDa zvolena jako optimdlni pro pfipravu
HA-SH jednokrokovou syntézou. V ptipad¢ jednokrokové syntézy byla nejprve stanovena
tuhost u vzorkli HA-SH-PAD hydrogelt s pomérem HA-SH:PAD = 1:0,5 (obr. 62). Jako
referencni vzorek je uveden 3% (w/w) hydrogel na bazi HA-SH, jehoz tuhost odpovidala
hodnoté 82 Pa. Z vysledkil tuhosti dosazenych v bakalafské praci je patrné, Ze tuhost
hydrogelu ptipraveného jednokrokovou syntézou HA-SH (82 Pa) nedosahuje ani zdaleka tak
vysokych hodnot jako 3% HA-SH hydrogely z dvoukrokové syntézy (1,6 kPa) [51]. Jak jiz
bylo zminéno, pfic¢inou takového chovani bude pravdépodobné souviset s nizkym stupen
substituce volnych thiolovych skupin na fetézci jednokrokové HA-SH, coz ve své praci
potvrdili i1 autofi Bian et al. (2016) [8]. Proto se jednokrokova syntéza HA-SH nejevi jako
vhodna z pohledu tuhosti hydrogelii a nasledné aplikace napf. jako scaffoldy.
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Obr. 62 — Zavislost elastického modulu (G ‘) na typu pfipravenych vzorki HA-SH, popf.
HA-SH-PAD (koncentrace polymeru 2 a 3 % (w/w), pomér HA-SH:PAD = 1:0,5)

Tuhost téchto hydrogelt l1ze ovSem zvysit dositovanim HA-SH pomoci polydopaminu ve
formé Castic i trubi¢ek. Tuhost HA-SH-PAD hydrogelti byla srovnéna se vzorky s PAD
¢asticemi s Uzkou i Sirokou distribuci a s PAD trubickami. Jak vyplyva z ptiloZené zavislosti,
nejvyssi tuhost vykazuji 3% hydrogely, jelikoZz obsahuji vy$$i mnozstvi polymeru, coz
prispiva ke zvySeni hustoty sit¢ HA-SH, projevujici se vyssi tuhosti. U tohoto vzorku je
v matrici pfitomno vétsi mnozZstvi polydopaminu PAD-NP nebo PAD-NT, které zvySuje
pfitomnost dostupnost funkénich skupin, s kterymi mohou volné thioly interagovat za
vzniku hustsi sité, a tedy pevnéjSiho hydrogelu. Z téchto vysledk je tedy patrné, Ze nejvyssi
tuhost (1020 Pa) vykazuje hydrogel na bazi HA-SH-PAD-7, ktery ve své struktufe obsahuje
PAD ve formé trubicek. V ptipade hydrogeli s PAD ve formé ¢astic mé nejvyssi tuhost (616
Pa) 3% (w/w) vzorek HA-SH-PAD-10, ktery obsahuje ¢astice s $irsi distribuci velikosti
¢astic. Témet polovicni tuhost (361 Pa) ma 3% (w/w) vzorek HA-SH-PAD-14 s Casticemi
s uzkou distribuci. Zajimavé take je, ze u hydrogell s ¢asticemi 1 s trubickami vzroste jejich
tuhost s rostouci koncentraci HA-SH asi 4krat, tj. ze 147 Pa (2%) na 616 Pa (3%) u
hydrogelu s PAD-10; z 90 Pa (2%) na 361 Pa (3%) u hydrogelu s PAD-14; z 245 Pa (2%) a
1020 Pa (3%) u hydrogelu s PAD-NT. Kazdopadn¢ na zdkladé uvedenych vysledkd 1ze
konstatovat, ze pfitomnost PAD jednoznacné zvysuje tuhost pfipravenych hydrogeli a to
vyrazng€. Naptiklad 3% (w/w) hydrogel HA-SH-PAD-10 ma 7,5krat vyssi tuhost nez HA-
SH hydrogel bez pridavku PAD Eastic. Problematikou charakterizace hydrogel na bazi HA-
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SH-PAD v poméru 1:0,5 (HA-SH:PAD) se zabyvali také autofi Yegappan et al. (2019), ktefi
potvrdili, ze tuhost HA-SH hydrogelu se zvySuje s pfitomnosti PAD ¢astic. Dle jejich
vysledkit odpovidala hodnota elastického modulu HA-SH hydrogelu 99 Pa, zatimco tuhost
hydrogelu s PAD casticemi byla 163 Pa. Jejich dosazené vysledky ovSem nelze zcela
porovnat s vysledky dosazenymi v této praci, jelikoz zminéni autofi vyuzili k syntéze
thiolovaného hyaluronanu, nativni HA(Na) s niz§i molekulovou hmotnosti (150) kDa). I
piesto lze konstatovat, ze pozorovali stejny trend naristu tuhosti hydrogeli po zaclenéni
PAD castic do matrice hydrogelu, 1 kdyZz hydrogely pfipravené v ptredlozené praci
dosahovaly vyssich hodnot G, coz mtlize byt zptisobeno prave vyssi molekulovou hmotnosti
HA(Na), ktery byl v této praci pouzit k syntéze HA-SH (tj. 243 kDa). Zminéni autofi navic
podrobili hydrogely testlim teplotni stability, pfi kterych byly hydrogely vystaveny riznym
teplotdm v rozmezi 25 — 40 °C a pfi kterych byl jejich G 1 G* stabilni. Z jejich vysledkt
rovnéz vyplyva, ze béhem teplotniho naméhani nedoslo ke zméné mikrostruktury hydrogelu,
z ¢ehoz lze usoudit, Ze takto pfipravené hydrogely jsou za fyziologickych podminek stabilni
[47]. Hydrogel na bazi thiolovaného hyaluronanu sitovaného PAD casticemi piipravili také
Yu et al. (2020), ale v jejich studii se nezabyvali charakterizaci hydrogelt z pohledu jejich
tuhosti [172]. V rdmci experimentu byl mimo jiné studovan vliv koncentrace PAD ¢astic
(PAD-10 a PAD-14) i PAD trubicek (PAD-7) na tuhosti hydrogeld (obr. 63). Proto byla
ptipravena fada 3% hydrogeld HA-SH-PAD s rostoucim pomérem PAD vici HA-SH, a to
konkrétné: HA-SH:PAD (1:0,25; 1:0,34; 1:0,5; 1:0,75; 1:1).
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Obr. 63 - Graf zavislosti elastického modulu hydrogelu na poméru HA-SH ku PAD-10,
PAD-14 a PAD-7

Vysledky této zavislosti, tedy zavislosti G (Pa) hydrogelu na koncentraci ¢astic PAD-10
shrnuje obr. 63 zavislosti. Z téchto vysledkl je patrné, Ze s rostouci koncentraci ¢astic PAD
ve vzorku roste také jeho tuhost. Nejvyssi tuhost (1284 Pa) dosahoval hydrogel s pomérem
PAD vic¢i HA-SH (1:1), nejnizsi poté hydrogel s pomérem HA-SH:PAD (1:0,25) (193 Pa).
Coz znamen4, Ze nebyla nalezena hodnota stupné nasyceni HA-SH matrice PAD ¢asticemi,
pii kterém se jiz neméni tuhost ptipravenych hydrogelti. Pozorovany trend vSak nemusi byt
vypovidajici, jelikoz se predpokladd, ze vysoké zastoupeni PAD ¢astic nema k sob¢ tolik
thiolovych skupin, se kterymi by chinonové skupiny PAD mohly interagovat za vzniku
pri¢nych vazeb. VétSina ¢astic ve vzorku tak miize plnit pouze funkci jakéhosi plniva, ¢imz

by se vysvétlila stale nartstajici tuhost hydrogelt.
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Tab. 6 — Pfehled stanovenych hodnot tuhosti hydrogelech s riznym zastoupeni PAD ¢astic

HA K"“c[i;:;race PAD  Pomir HA/PAD T[“IE:’]“
1:0.25 193

1:0.34 380

3 10 1:0.5 616

1:0.75 942

1:1 1284

1:0.25 229

HASH 1:0.34 226
3 14 1:0.5 361

1:0.75 1041

1:1 1922

1:0.25 469

; ; 1:0.34 1141

1:0.5 1020

1:0.75 3647

Obdobny trend byl pozorovan i v pfipad¢ hydrogelt s PAD-14 (tab. 6). Maximalni tuhost
byla dosazena u hydrogeli s pomérem HA-SH:PAD (1:1), a to konkrétné¢ 1922 Pa. Nicméné
u téchto vzorki bylo zjiSténo, Ze hydrogely s pomérem HA-SH:PAD (1:0,25) a (1:0,34)
vykazovali téméf shodnou tuhost. Z toho lze usoudit, ze byla nalezena spodni hranice
koncentrace castic sUzkou distribuci, pod kterou uZz nedochizi ke zméné tuhosti
ptipravenych hydrogeld. Experiment byl realizovan také pro hydrogely s PAD ve formeé
trubicek (PAD-7) (tab. 6), u nichz byl pozorovan vyznamny nértst tuhosti pti poméru 1:0,75
(HA-SH:PAD) (z 1020 Pa na 3647 Pa). Z toho divodu jiz nebyla méfena tuhost vzorku
s pomé&rem 1:1, jelikoZ by trubicky, stejné€ jako v ptipad¢ Castice, predstavovaly spise plnivo
nez sitovaci ¢inidlo. Ziskané vysledky odpovidaji zavérim autort Yu et al. (2020), ktefi

potvrdili, Ze gelacni schopnost HA-SH je ovlivnéna koncentraci PAD ve vzorku [172].

V rdmci experimentalni ¢asti predlozené prace, byla tuhost charakterizovana i u hydrogelt
na bazi konjugatu HA-DA a hydrogelovych komplexit HA-SH-HA-DA. V grafu na obr. 64
jsou uvedeny dosazené hodnoty tuhosti HA-DA hydrogeld. Tuhost téchto hydrogela byla
obecné niz8i nez tuhost hydrogelli thiolovaného hyaluronanu bez i s pfidavkem PAD

diskutovanych vyse.
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Obr. 64 - Zavislost elastického modulu hydrogelt na koncentraci polymeru a vzajemném

pomeéru jednotlivych slozek HA-DA a HA-SH-HA-DA

Jak jiz bylo zminéno vyse, z konjugatu se podafilo piipravit i 1% hydrogely, na rozdil od
thiolovaného hyaluronanu, coz bude pravdépodobné souviset s vysokou viskozitou, kterou
dopaminem konjugované hydrogely vykazuji. Pozorovany viskozitni nartst zapficinil, Ze
3% roztok HA-DA nebylo mozné rozpustit, a tim padem ani pfipravit 3% hydrogely.
Z vysledki vyplyva, ze tuhost hydrogell roste s rostouci koncentraci polymeru (z 16 Pa na
22 Pa), i kdyz nartst tuhosti nebyl pfilis vyrazny. Divodem nizsi tuhosti téchto hydrogelt
hyaluronanu. Toto tvrzeni bylo mimo jiné zaloZeno na vyzkumu Melnik et al. (2022), podle
kterych je tuhost HA-DA zévisla na DS(%) dopaminu, na ¢ase, kdy byla tuhost po zesitovani
zmgétena a v neposledni fade€ 1 na typu iniciatoru sitovani (NalOs nebo NaOH). S rostoucim
DS(%) rostla i tuhost HA-DA. Nejvyssich hodnot doséahli pii DS 21 % (~ 70 Pa), zaroveii
pfi pouziti NaOH doslo ke zvyseni hodnoty tuhosti po 48 hod (pro DS 21 % ~ 120 Pa). V
pfipadé, Ze byl jako iniciator pouZzit NalO4, tuhost HA-DA hydrogeli dosahovala ptiblizné
Okrat vyssich hodnot (z 70 na 630 Pa). Na druhou stranu u hydrogeli sitovanych ptidavkem
NalOg4 se objevil problém s toxicitou ptipravenych hydrogelii. Z toho vyplyva, Ze NalO4 neni
vhodnym inicidtorem sitovani hydrogeli na bazi HA-DA [12]. Guo et al. (2019) ve své praci
zkoumali velikost elastického modulu HA-DA hydrogelti v zavislosti na pH, pii kterém byl
konjugat sitovan. Zjistili, ze nejvyssi tuhosti HA-DA hydrogelii 1ze dosahnout sitovanim

vzorku pti pH = 8,0, kdy se hodnota elastického modulu pohybovala kolem hodnoty 200 Pa.
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Nejati et al. (2023) ve své praci také charakterizovali tuhost hydrogeld na bazi dopaminem
konjugovaného hyaluronanu, ktery byl navazan na aldehydové skupiny HA(Na) ptipravené
oxidaci sacharidové kruhu D-glukuronové kyseliny. Vysledna tuhost takto pfipravenych
hydrogelii dosahovala mnohonasobné vyssich hodnot, ve srovnani s vysledky uvedenych
v této praci (1,66 kPa). Divodem je odlisny zpiisob syntézy HA-DA, ktery se z pohledu
autort jevi jako efektivnéjsi a to jak z pohledu dosazeného stupné substituce (36 %), taki

z pohledu tuhosti hydrogelt [11].

Vzijemnou kombinaci HA-DA a HA-SH pfipravenych polymert byly pfipraveny hydrogely
za ucelem zvysSeni elastického modulu samotnych HA-DA hydrogelt. Dle dosaznych
vysledkl (tab. 7) lze konstatovat, Ze vzajemnou kombinaci pfipravenych polymert se
podafilo dosdhnout zvySeni tuhosti, které jak se ukazalo je zadvislé na koncentraci
polymernich fetézcti, z kterych byly hydrogely pfipraveny. NejlepSich vysledka tuhosti bylo
dosazeno kombinaci 3% (w/w) thiolovaného hyaluronanu s 2% (w/w) hyaluronanem
konjugovanym dopaminem (105 Pa). Naopak pii kombinaci polymert o stejné koncentraci,
ale jiném mnozstvi vychozich polymert, nebyla pozorovana témét zddnad zména v hodnoté
elastického modulu (33 Pa, resp. 31 Pa). Vysledky tuhosti dosazené v této praci nelze
potvrdit ani vyvratit, jelikoZ nebyla nalezena Zadnd odborna literatura, ve které by byly
hydrogely na bazi HA-SH-HA-DA diskutovany.

Tab. 7 — Ptehled vyslednych hodnot tuhosti hydrogelovych komplexti v zavislosti na
koncentraci a vzajemném pomeéru pouZitych polymert

Polymer Konc[i;:;race Polymer Konc[i;:;race Pomér HA-SH/HA-DA T[u:;]St
2 2 1:1 36
2 3 1:1 95
HA-SH 3 HA-DA-2 2 1:1 105
2 2 0.5:1 33
2 2 1:0.5 31

Tuhost hydrogeld je velmi dilezitym parametrem z hlediska migrace a proliferace bunék,
jelikoz buiiky jsou velmi citlivé na mechanické vlastnosti substratu a ke svému spravnému
fungovani vyzaduji specifickou tuhost tohoto substratu. Tak naptiklad optimalni tuhost pro
migraci embryondlnich bun€k pfedniho mozku je ~1kPa, zatimco optimalni tuhost pro
adhezi bunék fibroblasti je >2 kPa. Z toho vyplyva, ze tuhost hydrogelu ovliviiuje
morfologii a chovani bunék, a tudiz je velmi dilezitym faktorem urcujici ndsledné aplikace

pripravenych materiala [213].
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9.7.3 Reverzibilita reologického chovani hydrogeli

Vsechny materidly ¢i hydrogely u kterych je zamyslené zpracovani metodou 3D tisku musi
vykazovat nejen pseudoplastické chovani, pti kterém dochazi vlivem plsobeni smykové
deformace k poklesu viskozity, ale také rychlé zotaveni materidlu po uvolnéni piisobiciho
napéti. Od pripravenych hydrogelt se tak ocekava, ze po ukonceni namahdni se hodnota
elastického modulu, tedy jejich tuhost, vrati na ptivodni hodnotu, nebo alesponi se k tét
hodnot¢ ptiblizi [214]. Na obr. 65 je uveden graf zavislosti elastického (komplexni viskozity
(7)) (G*) a ztratového (G *) modulu na &ase (¢), pfi kterém byly cyklicky ménény hodnoty

deformace (z 1% na 100 % a 500 %), jak je uvedeno v popisu experimentu.
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Obr. 65 — Zavislost elastického modulu (G ) na €ase, pii kterém byly ménény hodnoty
deformace (z 1% na 100 % a 500 %)

Z uvedeného grafu je patrné, ze ptipravené hydrogely po uvolnéni 100 % deformace
prokazaly schopnost rychlé¢ zmény (za 30 s) reologického chovani. Vysledky z grafu jsou
navic podpotfeny hodnotami reverzibility elastického modulu vyjadienych v procentech viici
ptvodni hodnoté elastického modulu, které jsou uvedeny v tab. 8. Nejnizsi reverzibilitu
vykazovaly hydrogely sitované PAD (ve formé castic i trubicek), i kdyz u nich doslo
k nejvyraznéjs§imu poklesu elastické modulu (komplexni viskozity (#*)). Nizsi reverzibilita
relaxaci, coz se projevilo na vysledné hodnoté¢ G(#*). Nicméné makroskopicky
pozorovatelné¢ defekty hydrogelu nebyly po vyjmuti vzorku z geometrie detekovany.

Dobrou reverzibilitu vykazovaly hydrogely pfipravené z thiolovaného hyaluronanu HA-SH
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(z 64 Pa (1%) na 58 Pa (100%) a zpét na 68 Pa (1%)) a rovnéz hydrogely pfipravené
z hyaluronanu konjugovaného dopaminem HA-DA (ze 45 Pa (1%) na 40 Pa (100%) a zpét
na 44 Pa (1%)).

Tab. 8 — Vysledky reverzibility elastického modulu pfi cyklické deformaci ptipravenych

hydrogelt

Vzorek/ Reverzibilita [%]
Deformace 1% 100% 1% 500% 1%
HA-SH 100 91 106 89 132
HA-SH-PDA-NP 100 74 91 14 20
HA-SH-PDA-NT 100 70 84 10 20
HA-DA 100 89 99 72 79
HA-SH-HA-DA 100 100 100 72 98

Po uvolnéni deformace o hodnoté 100 % dochdzi tedy k témét iplnému navratu hydrogelu
na jeho plvodni hodnotu G‘(#*) (vyjma hydrogeli s PAD), zatimco Uplna reverzibilita
reologického chovani po uvolnéni deformace o hodnoté 500 % neni pozorovana u Zadnych
vzorkd. Vyjimku tvofi hydrogel na bazi HA-SH, u které¢ho byl dokonce pozorovan nartst
G ‘(n*) nad pivodni hodnotu (z pivodnich 64 Pa na 85 Pa). Nejvyssi hodnota deformace
(500 %) byla zvolena na zéklad€ experimentu, ktery ve své praci popsali autoii Nejati et al.
(2023), 1 kdyZ je pravdépodobné, ze pti tak vysoké deformaci dochazi k rozruSeni struktury
hydrogelu a poruSeni adheze. Neocekavany vysledek byl pozorovan u hydrogelového
komplexu HA-SH-HA-DA, ktery nevykazoval zadny pokles G ‘(#*) pfi 100 % deformace.
Na druhou stranu pii 500 % deformaci u stejného vzorku k poklesu jiz doslo G ‘(7*) a po
uvolnéni napéti/deformace se tuhost G(#*) vratila na pavodni hodnotu. Reverzibilitu
reologického chovani HA-DA hydrogeli ve své praci zkoumali také Nejati et al. (2023) a
zjistili, Ze tyto hydrogely vykazovaly okamZité zotaveni a po uvolnéni deformace doslo
k obnoveni jejich ptivodni tuhosti (G ‘(#*)). Tuto regeneraci tuhosti hydrogelti ptisuzuji
koordina¢ni vazb& mezi ionty Fe** a dopaminem, kterd je reverzibilni, ¢imZ dochézi
ke snadné reorganizace sitové struktury za opctovného vzniku hydrogelu [11]. V préci
Yegappan et al. (2019) zase testovali reverzibilitu hydrogelu na bazi HA-SH a HA-SH-PAD.
Z jejich vysledki vyplyva, Ze pozorovali piesné opacny trend nez je uveden v této praci. Po
uvolnéni 100 % zatizeni HA-SH hydrogelu pozorovali pouze 75% navrat ptivodni viskozity

(elastického modulu), zatimco u HA-SH-PAD hydrogelu byl zaznamenan uplny navrat na
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puvodni hodnotu viskozity [47]. Pfiinou rozdilnych vysledki mize pravdépodobné
souviset s nizsi tuhosti hydrogelt na bazi HA-SH-PAD, které¢ ve své praci autofi dosahli
(~163 Pa), coz muze vést k flexibiln€jsi hydrogelové struktufe. I pfestoze reverzibilita po
uvolnéni 100 % deformace neni u vSech vzorkl uplnd, dosazené vysledky poukazuji na to,
ze minimalné¢ na HA-SH a HA-DA hydrogely by mohly byt zpracovany metodou 3D tisku.
Uvedeny experiment je prvnim pokusem o ziskdni informaci o reverzibilité reologického
chovani hydrogelt. Nasledujici mohou byt doplnény napt. o studovani hydrogelii na bazi
HA-SH-PAD v jiném pom¢éru latek nez je 1:0,5. To by mohlo vést k vyssi reverzibilit¢ G*

(7*) po uvolnéni 100 % deformace.

9.8 Porozita hydrogeli a morfologie PAD-NP a PAD-NT

Popis morfologie a povrchové struktury hydrogeld, ale také PAD ¢éstic (popf. trubicek) byl
realizovan prostfednictvim analyzy SEM snimki jednotlivych vzorkl potfizenych skenovaci
elektronovou mikroskopii pii urychlovacim napéti 15 kV v rezimu zobrazeni sekundarnich
elektronil. V ptipadé¢ PAD castic, analyza SEM snimkil potvrdila pfitomnost kulovitych
¢astic s riznou distribuci velikosti ¢astic. Jak jiZ bylo zminéno, prvni pokusy o syntézu PAD
¢astic vedly k ptiprave ¢astic s Sirokou distribuci jejich velikosti, ale také k ¢asticim rizného
tvaru (kulovité ¢i deformované) (viz v kapitole 9.3). Po optimalizaci podminek syntézy, se
podafilo ptipravit kulovité ¢astice s uzkou distribuci velikosti (PAD-10 a PAD-14), které

jsou uvedeny na obr. 66.

Obr. 66 — SEM snimek PAD &astic — a) PAD-14, b) a ¢) PAD-10
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Kromé PAD ¢astic byla v této praci predstavena také syntéza PAD ve formé dutych trubicek
(PAD-NT), jejichz morfologie je uvedena na obr. 67. Na SEM snimcich si 1ze v§Simnout, ze

PAD-NT jsou opravdu duté trubicky o délce n€kolik jednotek mikrometra (5 — 10 um).

Obr. 67 — SEM snimky pfipravenych PAD trubi¢ek (PAD-7)

Pomoci metod uvedenych vtéto praci nebylo mozné piesné urcit tloustku stény
ptipravenych trubicek, jelikoz pomoci SEM analyzy nebylo moZné dosédhnout takového
rozliSeni, aby bylo mozné tloustku presné stanovit. Nicméné Fang et al. (2020) ve své praci
(mimo jin¢) analyzovali tloustku stény PAD-NT, které syntetizovali trubicky
prostfednictvim prekurzoru molybdenanu amonného. K této analyze vyuzili transmisni
elektronovy mikroskop a zjistili, ze tloustka stény PAD-NT je zavisla na délce polymera¢ni
reakce: 1 hod (43 nm); 2 hod (65 nm) a 3 hod (82 nm). Coz znamen4, ze ¢im delsi byl Cas
polymerace, tim vétsi byla tlouStka stény ptipravenych PAD trubicek. [215]. Pomoci SEM
byla studovéana také morfologie a porozita pfipravenych hydrogelii. Porozita pfipravenych
hydrogell na bazi HA-SH byla analyzovana jiz v bakalatské praci. V piedloZené préci byla
analyza rozSitena o hydrogely na bazi HA-SH-PAD, dale také o HA-DA a HA-SH-HA-DA.
Jak jiz bylo zminéno v kapitole 9.3, prvni syntetizované PAD c¢éstice, prostfednictvim
kterych byla sitovana matrice thiolovaného hyaluronanu (HA-SH) za vzniku hydrogelu HA-
SH-PAD, byly v matrici vysledného hydrogelu distribuovany nerovnomeérné, jak je vidét na
obr. 58. Na zaklad¢ tohoto zjisténi se 1ze tedy domnivat, ze predstavovaly spiSe jakési plnivo,
nikoliv sitovaci ¢inidlo. Nicméné €astice pfipravené jiz po optimalizaci podminek syntézy,
byly v matrici HA-SH hydrogelu rozdéleny rovhomérné s minimalni pfitomnosti agregat
(obr. 68). Obdobn¢ byly ptipraveny hydrogely na bazi HA-SH-PAD s PAD s ptidavkem
trubicek (obr. 68). V obou ptipadech (PAD-NP i PAD-NT) byla struktura vysoce porézni a
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velikost detekovanych poért odpovidala Siroké distribuci. Primérmé velikosti pora

dosazenych u HA-SH hydrogelt se pohybovala kolem hodnoty (tj. ~ 50 um).

I. Castice
1

I, Trubifky

Obr. 68 — SEM snimky ptipravenych hydrogelit HA-SH-PAD; (I) matrice s ptidavkem
PAD ¢astic, (II) matrice s pridavkem PAD trubicky

Nejvyssi porozita v§ak byla pozorovana u hydrogeli na bazi HA-DA (obr. 69). Ve struktuie
hydrogelu byly pozorovany pory s velikosti > 100 pum. Porozita hydrogell, konkrétné
velikost jejich pord, je dilezitym parametrem, ktery ovlivituje difuzi latek ptes vnitini 1
vngjsi strukturu hydrogelli, a navic jak uz bylo zminéno, také uzce souvisi s bun¢énou
proliferaci a diferenciaci [9]. Pozadovana velikost pora se také 1isi podle typu bun¢k a tkani.

Tak naptiklad 100 - 200 pm poéry jsou vhodné pro diferenciaci chondrocytii (bunky

chrupavky) [213]. Velké pory jsou také pravdépodobnou pii¢inou nejvyssi absorpce vody
HA-DA hydrogelt (viz kap. 9.9).

Obr. 69 — SEM snimky hydrogeld na bazi HA-DA
Sirdi distribuce velikosti péri byla dosazena piidavkem HA-SH fetézce k HA-DA, ¢imz byl
pfipraven HA-SH-HA-DA hydrogelovy komplex. U samotného HA-SH hydrogelu byla se
prumérna velikost port pohybovala kolem hodnoty ~50 um. Ve struktufe hydrogelového
komplexu byla spiSe pozorovana kombinace vétSich port i poért mensich nez 100 pm (obr.

70), ktera byla prenesena z matrice HA-SH 1 HA-DA hydrogeld.
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Obr. 70 — SEM snimky hydrogelového komplexu HA-SH-HA-DA

9.9 Botnaci testy (swelling)

Bobtnaci schopnost hydrogeld predstavuje dilezity parametr hydrogeld z hlediska difuze
biaktivnich molekul napti¢ hydrogelovou strukturou. Pro zamyslené aplikace je nutné
vyhodnotit botnaci schopnost hydrogeld, jelikoz hydrogely s ohledem na hustotu zesit'ovani
vykazuji riznou schopnost zadrzovat vodu ve své struktuie [47]. Podle Nejati et al. (2023)
se botnaci schopnost hydrogelti na bazi HA(Na) muze lisit v zavislosti na faktorech, jako je
stupenl zesitovani hydrogelu, pfitomnost dalSich sloZzek nebo funkénich skupin v matrici
hydrogelu [11]. Botnaci schopnost hydrogelti byla experimentdln¢ stanovena na zdkladé
meéfeni hmotnostnich zmén hydrogelt ve fosfatovém pufru (PBS) (0,1 M, pH 7,4) v danych
casovych intervalech. Pfi samotném vyhodnoceni bobtnacich test, respektive urceni
rovnovazného pomeéru botnani (ES(%) botnaci kapacita) panuji v literatufe zmatky, jelikoz
autofi ¢lanki ne vzdy urcuji botnaci kapacitu stejné. V této praci byl proto zvolen standardni
zpisob vypoctu, ktery popisuje kolik vody bylo béhem uplynulé doby vzorkem hydrogelu
naabsorbovano. Vypocty ES(%) byly realizovany podle rov. 12 a vyneseny do grafu

v zé&vilosti na ¢ase, pfi kterém byla zméfena zména hmotnosti (obr. 71).
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Obr. 71 — Zavislost bobtnaci kapacity (swelling %) na ¢ase pro vSechny pfipravené

kombinace hydrogelt

Jak je uvedeno v grafu na obr. 71, nejvysSi bobtnaci schopnost vykazovaly HA-DA
hydrogely. Tyto hydrogely béhem prvnich minut v prostfedi pufru naabsorbovaly témét
maximalni mnoZstvi kapaliny, které jsou schopny pojmout a dosahly tak téméf maximalni
hodnoty ES (%), pficemz v poslednim Case (24 hod), se hodnota ES (%) jiz prakticky
nezménila. Na druhou stranu z vysledk ziskanych méfenim ES (%) hydrogelt doplnénych
o polydopaminové ¢astice (HA-SH-PAD) vyplyva, Ze narist absorpce vody byl postupny a

s nartstajicim ¢asem dosahl své botnaci rovnovahy.
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Obr. 72 — Graf znézornujici botnaci kapacitu pfipravenych hydrogel

Hodnoty rovnovaznych pomért botnani na konci méfent, tj. po 24 hod, jsou uvedeny v grafu
na obr. 72. Z grafu je patrné, ze nejvyssi botnaci kapacitu vykazaly hydrogely hyaluronanu
pordt HA-DA hydrogelta [11], kterd dle SEM analyze odpovidaji hodnoté ( > 100um).
V porovnani s ostatnimi pfipravenymi hydrogely byly pory HA-DA hydrogelt nejvétsi.
Botnaci kapacita hydrogelu na bazi thiolovaného hyaluronan dosahla hodnoty 98.30 + 0.08
%. Hodnota botnaci kapacity vzajemného komplexu hydrogelt (HA-SH-HA-DA) se dle
ocekavani pohybovala mezi hodnotou botnaci kapacity hydrogelu HA-DA a HA-SH, tj.
98.70 + 0.03 %, jelikoZ kombinuje velikosti porit obou hydrogelll. Vyrazné nizsi botnaci
kapacitu vykazovaly hydrogely na bazi thiolavaného hyaluronanu a polydopaminu, at’ uz ve
formé ¢astic nebo trubicek (97.85 £ 0.07 % (Castice s Sirsi distribuci); 97.306 + 0.085 (Castice
s tzkou distribuci a 97.732 + 0.094 % (ty¢inky)). Hydrogely na bazi HA-SH-PAD vykazuji
mnohem kompaktnéjsi strukturu s vysokym stupném zesiténi (podpotené vysokou tuhosti —
viz oscilacni testy), kterd je moznou pficinou nizké botnaci schopnosti, jelikoz zamezuje
hydrogelové struktufe absorbovat vodu. Autofi Yegappan et al. (2019) ve své praci
srovnavali bobtnaci schopnost hydrogelll na bazi thiolovaného hyaluronanu a thiolovaného
hyaluronanu sitovaného polydopaminem ve formé ¢astic. Jejich vysledky botnaci kapacity
HA-SH-PAD hydrogelti 1ze srovnat s vysledky dosazenymi v této praci. Nicméné, dle jejich
zjisténi, se thiolovany hyaluronan (bez PAD) po 1 hod v PBS pufru zcela rozpadl. Na tomto
vysledku potvrzuji fakt, ze castice PAD pulisobi jako sitovaci ¢inidlo HA-SH polymert [47].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 129

V predlozené praci vSak rozpad hydrogelu HA-SH pozorovan nebyl, z ¢ehoz lze usoudit, ze
Yegappan et al. (2019). Tym autortt Nejati et al. (2023) [11] ve své praci zkoumali botnaci
kapacitu hydrogeli na bazi HA-DA na zaklad¢ procentualniho nartistu hmotnosti vzorku.
Z jejich vysledkl vyplyva, ze botnaci schopnost HA-DA hydrogelt dosazena v piedlozené
praci je jiz po 24 hod vyssi, nez jaké byla dosazena uvedenymi autory po 48 hod (a to témér
3krat). Nizsi botnaci schopnost je pfisuzovana predevsim nizsi hustoté zesiténi piipravenych
hydrogeld. Zaroven také nizsi botnaci schopnost mize pravdépodobné souviset s odliSnou

syntézou HA-DA, kterou autofi Nejati et al. (2023) ve své praci pouzili.
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ZAVER

Jak uz bylo zminéno, hlavnim zdmérem této diplomové praci byla syntéza crosslinkeru
(polydopaminu) pro piipravu hydrogelti na bazi thiolovaného hyaluronanu (HA-SH), ale
také syntéza hyaluronanu konjugované¢ho dopaminem (HA-DA), jako dalSiho zptsobu
vyuziti dopaminu pfi vyvoji inovativnich materiald pro biomedicinské aplikace.
V experimentalni Casti bylo pfipraveno celkem 17 vzorkt polydopaminu (PAD) ve formé
Castic v zavislosti na parametrech syntézy (napf. smés rozpoustédel, jejich pomér a pH
reakéni smési), z kterych byly nasledné vybrany dva reprezentativni vzorky predstavujici
PAD Ccastice s nejlepsi stabilitou a morfologii o uzsi (PAD-14) a Sirsi distribuci (PAD-10).
Tyto vybrané ¢astice byly nasledné vyuzity k sitovani HA-SH za vzniku hydrogelu. Obecné
byl PAD pfipraven autooxidacni reakci jeho monomeru dopaminu v alkalickém (pH > 8) ve
smési rozpoustédel EtOH/voda, popft. aceton (rizné poméry), v piipadé vzorku PAD-10:
EtOH/voda (1:2,25) av ptipadé PAD-14: EtOH/aceton/voda (1:1:8). PAD byl ptipraven také
ve formé trubicek za pouziti ve vod€ nerozpustného prekurzoru kurkuminu, ktery byl ve
vodeé vysrazen do formy krystalki, na které se deponoval vznikajici polydopamin. Kurkumin
byl nasledné vymyt ethanolem, diky ¢emuz vznikly duté PAD trubi¢ky. Kromé samotného
polydopaminubyly také syntetizovany dva rizné derivaty hyaluronanu (HA(Na)), a to
konkrétn¢ thiolovany hyaluronan (HA-SH) a dopaminem konjugovany hyaluronan (HA-
DA). Oba derivaty byly pfipraveny aktivaci karboxylové skupiny prostiednictvim
karbodiimidu EDC. Na aktivovanou karboxylovou skupinu se néasledné navazal NHS za
vzniku HA-NHS esteru. Pfipraveny ester byl ndsledné nahrazen CSA (pii pH 4,75 v ptipade
HA-SH) ¢i dopaminem (pfi pH 6,2 v pfipadé HA-DA) za vzniku thiolovaného hyaluronanu
a dopaminem konjugovaného hyaluronanu. Thiolovany hyaluronan byl ptfipraven pomoci
tzv. jednokrokové syntézy, kterd navazovala na experiment provedeny v bakalarské praci,
beéhem které byla syntéza a redukce provedena v jednom reakénim kroku. Optimalni
ekvimolarni pomér vychozich latek pii pfipravé HA-SH odpovidal takovému nastaveni
HA:EDC:NHS:CSA (1:2:4:4), u kterého byl v bakalaiské praci zaznamenan nejvyssi stupeii
substituce thiolovych skupin (49 %). Ekvimolarni pomér vychozich latek pro pfipravu
dopaminem konjugovaného hyaluronanu byl zvolen podle prace autori Pandey et al. (2022),
a to HA:EDC:NHS:DA (1:0,3:0,3:0,3). Reak¢ni smés byla po celou dobu syntézy
problublavana dusikem, aby se piedeslo nezidouci autooxidaci dopaminu. Uspésné
navazani thiolovym a katecholovych skupin bylo potvrzeno pomoci NMR spektroskopie.

Charakteristické piky odpovidajici protonim volné thiolové skupiny byly detekovany
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v oblasti chemického posunu 2,36 — 2,53 ppm a signdl protonii disulfidové vazby byl
pozorovanv oblasti 2,92 — 2,98 ppm. Piitomnost katecholové skupiny byla ve spektru
derivatu HA-DA stanovena na zadklad¢ detekce pikii v aromatické oblasti o chemickém
posunu 6,7 — 7,3 ppm, ktera reflektuje aromatické protony dopaminu. Ve spektru byly déle
pozorovany piky v alkalické oblasti odpovidajici methylenovym protonim, kterymi je
dopamin pfipojen k fetézci HA(Na). Pomoci NMR spekter byl spocitan také stupen
substituce DS(%), a to integraci pikii odpovidajicich studovanym skupindm vztazenych
k referencnimu piky signalli protonu N-acetylové skupiny na fetézci HA(Na). Nejvyssi
dosazeny stupen thiolovych skupin odpovidal hodnoté 23 %. V piipadé katecholovych
skupin bylo mozné k vypoctu DS(%) pouzit integraci pikli aromatickych proton
(DS =9 %) nebo methylenovych protont (DS =29 %). Krom¢ NMR byla u ptipravenych
derivatl stanovena velikost polymernich klubek, 1 velikost PAD c¢astic/tyCinek, a to pomoci
metody dynamického rozptylu svétla (DLS). Na zaklad¢ dosazenych vysledki bylo zjisténo,
ze po modifikaci hyaluronanu thiolovymi skupinami doSlo k nartistu hydrodynamické
priméru (Ry) hyaluronanu z hodnoty Ry = 38,1 £ 0,9 nm (nativni HA(Na)) na hodnotu Ry =
5,3 £ 1,5 nm (thiolovany hyaluronan). Velikost HA-DA nebylo mozné touto metodou
stanovit, jelikoZ jeho hodnota se pohybovala za hranici detekce ptistroje (> 1 pm). Z méfeni
velikosti ¢astic bylo mimo jiné zjisténo, ze ptipravené¢ PAD-10 cCastice vykazuji SirSi
distribuci velikosti ¢astic oproti PAD-14. Sttedni velikost polydopaminovych castic PAD-
10 odpovidaly hodnoté 627 + 10 nm, zatimco v pfipad¢ Castic vzorku PAD-14 hodnoté
693 £ 13 nm.

Z uvedenych polymert byly nasledné ptipraveny hydrogely o rizné koncentraci polymeru
(1 % (w/w), 2 % (w/w) a 3 % (w/w)). U hydrogelt na bazi jednokrokové HA-SH nebylo
mozné pripravit 2% (w/w) hydrogely z diivodu nizkého DS(%) volnych thiolovych skupin.
Nicmén¢, pokud byl polymerni fetézec HA-SH sitovan pomoci PAD, bylo moZné pfipravit
dokonce 1 2% (w/w) hydrogely (na bazi HA-SH-PAD). Hydrogely o koncentraci 1 % (w/w)
bylo mozné piipravit pouze sitovani konjugovaného derivatu HA-DA, pravdépodobné kvl
vysoké viskozitg, kterou roztoky HA-DA po rozpusténi vykazovaly. Navic bylo zjisténo, Ze
vzdjemnym smichdnim obou pfipravenych derivati HA-SH a HA-DA dochazelo mezi
thiolovymi a katecholovymi skupinami ke vzniku pti¢né vazby, jejimz vysledkem byl
zesitovany  hydrogelovy komplex HA-SH-PAD. Pfipravené hydrogely byly
charakterizovany z hlediska reologickych vlastnosti. Konkrétné byla studovéna doba gelace

u HA-SH vzorki a vzorkt sitovanych PDA, pfi které bylo zjisténo, ze 2% (w/w) hydrogely
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sitované PAD castice situji rychleji nez 3% (w/w) hydrogely, zaroven vSak hydrogely
sitované PAD ve form¢ Castic vykazovaly opacny trend. Dale vysledky naznadily, ze 2%
(w/w) hydrogely sitované ¢asticemi s uzsi distribuci vykazuji kratsi dobu gelace (3 min)
v porovnani s 2% (w/w) hydrogely s Casticemi s $ir§i distribuci velikosti (21 min).
Hydrogely na bazi jednokrokové HA-SH situji pomaleji (60 min), nez hydrogely pfipravené
dvoukrokovou syntézou HA-SH, ktera byla feSena v bakalatské praci. VSechny vzorky navic
zesitovaly do 270 min (tj. 4,5h). Z pohledu tuhosti pfipravenych hydrogelii se obecné
nejvice tuhé jevi hydrogely sitované s vyuzitim PAD, které byly pfipraveny v poméru HA-
SH:PAD (1:0,5). Konktrétné nejvyssi tuhost byla dosazena u vzorkid HA-SH sitované PAD
trubickami (1020 Pa). Oproti hydrogelim na bazi HA-SH (82 Pa) byla jejich tuhost cca
12krat vyssi. U v8ech sitovanych hydrogelti pomoci PAD doslo k nariistu tuhosti v zavislosti
na rostouci koncentraci HA-SH asi 4krat, tj. ze 147 Pa (2%) na 616 Pa (3%) u hydrogelu
s PAD-10; z 90 Pa (2%) na 361 Pa (3%) u hydrogelu s PAD-14; z 245 Pa (2%) a 1020 Pa
(3%) u hydrogelu s PAD-NT. V ramci experimentu byl studovan také vliv koncentrace PAD
na tuhost pfipravenych hydrogelii. Tyto vysledky prokazaly, Ze s rostouci koncentraci PAD
ve vzorcich roste tuhost hydrogeld, z ¢ehozZ 1ze usoudit, Ze nebyl nalezen stupen nasyceni
HA-SH matrice PAD ¢asticemi, pfi kterém se jiz neméni tuhost pfipravenych hydrogelt.
Ovsem pii tak velkém zastoupeni ¢astic v matrici miize PDA plnit funkci pouze jakéhosi
plniva, ¢imz lze vysvétlit stale nartstaji tuhost hydrogelu. Mnohonéasobné nizsi tuhost pak
vykazovaly hydrogely na bazi HA-DA (36 Pa), coZ mize byt zpsobeno nizkym stupném
substituce katecholovych skupin na fetézci HA(Na). Vzajemnym smichanim derivatu HA-
SH a HA-DA, doslo k mirnému nartstu tuhosti hydrogelti na bazi HA-SH-HA-DA (az na
105 Pa), ovSem pii obméné¢ pomeérd vychozich polymeri se tuhost hydrogelt pftilis
nezménila (max. na 95 Pa pti kombinaci 3% (w/w) HA-SH s 2% (w/w) HA-DA. Z pohledu
aplikace hydrogelti metodou 3D tisku byla ovéfena také reverzibilita reologického chovani.
Dobrou reverzibilitu vykazovaly hydrogely piipravené z thiolovaného hyaluronanu HA-SH
(z 64 Pa (1%) na 58 Pa (100%) a zpét na 68 Pa (1%)) a hydrogely pfipravené z hyaluronanu
konjugovaného dopaminem HA-DA (ze 45 Pa (1%) na 40 Pa (100%) a zpét na 44 Pa (1%)).
Nejnizsi reverzibilitu vykazovaly hydrogely sitované PAD (ve formé& ¢astic i trubicek, a to
pouze 84, resp. 91 %). Morfologie PAD c¢astic a trubi¢ek a také morfologie a porozita
hydrogeli byla studovana pomoci SEM. Na zakladé¢ SEM snimkii Ize konstatovat, ze byly
ptipraveny kulovité PAD castice tzké distribuci velikosti a skute¢né duté PAD trubicky o
délce né€kolik jednotek mikrometrit (5 — 10 um). Z pohledu morfologie bylo pozorovano

homogenni rozdéleni PAD ¢astic a tyCinek v HA-SH matrice, coz potvrdilo tvrzeni o PAD
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jako tzv. crosslinkeru HA-SH. VSechny pfipravené hydrogely vykazovaly slusnou porozitu,
ovsem ta nejvyssi porozita byla pozorovana u hydrogeld na bazi HA-DA, v jejichZ struktuie
byly detekovany péry o veliskoti (> 100 um), coz se z hlediska mozné aplikace jako
scaffoldy jevi jako nespornd vyhoda. V neposledni fad¢ byla provedena charakterizace
botnaci schopnosti, tedy mira absopce vody pfipravenych hydrogeld. Nejvyssi byla
zaznamenana u hydrogeld na bazi HA-DA (99.163 + 0.035 %), coz je pravdépodobné
kapacitu vykazovaly hydrogely na bézi thiolavaného hyaluronanu a polydopaminu, at’ uz ve
formé ¢astic nebo trubicek (97.85 = 0.07 % (Castice s Sirsi distribuci); 97.306 £ 0.085 (Castice
s uzkou distribuci a 97.732 + 0.094 % (ty¢inky)).
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