Priprava hydrogelu na bazi hyaluronanu a jejich
zpracovani pomoci 3D tisku

Bc. Katerina Korpasova

Diplomova prace i Univerzita Tomase Bati ve Zliné
2024 Fakulta technologicka




Univerzita Tomase Bati ve Zliné
Fakulta technologicka
Ustav fyziky a mater. inzenyrstvi

Akademicky rok: 2023/2024

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(projektu, uméleckého dila, uméleckého vykonu)

Jméno a piijmeni:  Be. Katefina Korpasova

Osobni éislo: T22448

Studijni program: ~ NO711A130023 Materialové inZenyrstvi a nanotechnologie

Forma studia: Prezencni

Téma prace: Priprava hydrogeli na bazi hyaluronanu a jejich zpracovani pomoci 3D tisku

Ldsady pro vypracovani

1. Vypracovat rederi zabyvajici se problematikou pipravy hydrogeli na bazi hyaluronanu a moinostmi jejich charakteri-
zace.

2. Provést zakladni experimenty pripravy hydrogel( hyalurenanu v zavislosti na kencentraci polymeru, molekulové hmot-
nosti, molarnim pomérem latek a rizném zpdsobu sitovani,

3. Pripravené hydrogely zpracovat pomodi 30 tisku do definovaného tvaru a nasledné zhodnotit viiv tiskowych parametn
na tisténou strukturu.

4. Ziskané vysledky prehledné diskutovat a uvést hlavni zavéry prace.



Forma zpracovani diplomoveé prace:  tisténa/elektronicka

Seznam doparucené literatury:

1. Ebnesajjad, Sina. Handbook of Biopolymers and Biodegradable Plastics — Properties, Processing and Applications.
Elsevier, 2013. ISBN 978-1-4557-2834-3.

2. (Chen, Yu. Hydrogels Based on Natural Polymers. Elsevier, 2020. ISBN 978-0-1281-6421-1.

3. TROMBINO, Sonia, Camilla SERVIDIO, Federica CURCIO a Roberta CASSAMND. Strategies for Hyaluronic Acid-Based Hyd-
rogel Design in Drug Delivery. Pharmaceutics 2019, 11(8). 155N 1999-4923.

4. GARG, Hari G. a Charles A. HALES. Chemistry and biology of hyaluronan. Amsterdam: Elsevier, 2004. 15BN 978-0-08-
-044382-9,

5. Murphy, 5.V, Atala, A., 30 Bioprinting of Tissues and Organs, Nature Biotechnology, 2014, 32, 8,773-785.

6. Ligon, 5.C., et.al, Polymers for 30 printing and Customized Additive Manufacturing, ChemicalReviews, 2017, 117, 15,
10212-10290.

Vedoucdi diplomaveé prace: Ing. Lenka Musilova, Ph.D.
Ustav fyziky a mater. infenyrstvi

Datum zadani diplomové prace:  2.ledna 2024
Termin odevzdani diplomaové prace:  10. kvétna 2024

L.5.

prof. Ing. Roman Cermak, Ph.D. Ing. Petr 5Smolka, Ph.D.
dékan reditel Ustavu

Ve Zliné dne 20. dnora 2024



Vrivimd normy Fakuly seclinodogicke Univerzity Tomdse Sati ve Lliné

Piiloha & 4 — Prohlddeni autorky DP

PROHLASENI AUTORKY
DIPLOMOVE PRACE

Beru na véadomi, Fe:

diplomova price bude ulofena v elektronické podobé v univerzitnim informaénim  systému
# dostupna k nahlédnui;

na maji diplomovou prici se plné vetahuje zikon & 1212000 5h. o pravu autorském, o pravech
souvisgjicich s privem autorskym a o zméné nékterych zakonil (autorsky zakon) ve znéni
poadéjiich pravnich predpisd, zepm. § 35 odst. 3;

podle § 60 odst. 1 avtorskeho zakone ma Univerzta Tomade Batt ve Zliné prave na uzavicni
licenéni smlouvy o uzit skolniho dila v rozsahwe 8 12 odst. 4 autorskeho zakona;

podle § 60 odst. 2 a 3 autorského zikona mohue wiit sve dilo — diplomovou prici nebo poskytnout
licenci k jejimu vyuZiti jen s predchozim pisemnym souhlasem Univerzity Tomage Bat ve Zling,
ktera je opravnéna v takovém piipadé ode mne pofadovat piiméfeny pfispévek na dhradu naklada,
které byly Universitou Tomase Batt ve Zliné na vytvofeni dila vynalofeny (aZ do jejich skuteéng
vyAE ]

pokud bylo k vypracovani diplomove price vyu#ito softwarn poskytnutého Univerziton Tomase
Bati ve Zliné nebo jinymi subjekty pouze ke studijnim a vyzkumnym géelim (f. k nekomerénimu
vyuziti), nelze visledky diplomové prace vyuiit ke komerénim géelim;

pokud je vistupem diplomove prace jakvkoliv softwarovy produkt, povaiuji se @ soufast price
rovnéd i adrojove kody, popt. soubory, ze kterych se projekt sklada. Neodevedini této souéast
mie byt ditvodem k neobhijeni prace.

Prohlasuji,

#z jsem na diplomove prici pracovala samostainé a pou#Fton literaturu jsem citovala, V' pfipads
publikace vsledkd bedu uvedena juko spoluantorka.

fz odevedana verze diplomove prace a verze clektronicka nahrana do 15/5TAG jsou obsahowe
totoZné.

Ve £liné dne:

Jméno a piijmeni studentky:



ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zamétuje na piipravu hydrogelii na bazi modifikovanych forem
hyaluronanu (HA), které jsou vzajemné sitovany metodou Schiffovy baze, a nasledné
vytisknuty na 3D tiskarn€ do podoby hydrogelovych mtizek. Pfipravené hydrogelové sité se
li$1 svym chemickym slozenim a koncentraci modifikovanych hyaluronanti (1%, 2%, 3%).
Kazdy vzorek hydrogelu je sloZzen ze dvou derivati modifikované HA. Amidovaného
hyaluronanu, pfipraveného za pouziti aktivaéniho ¢inidla DMTMM nebo EDC,
a oxidovaného hyaluronanu. Hlavnim cilem této prace bylo pfipravit hydrogely na bazi
hyaluronanu (amidaci a oxidaci HA) tak, aby je bylo mozné tisknout na 3D tiskarn¢ do
pozadovaného tvaru. Naslednd charakterizace 3D tiSténych miizek diskutuje vliv
jednotlivych parametrii na tiSt€nou strukturu, jako jsou chemické sloZeni hyaluronanovych
hydrogelt, Cas gelace hydrogeli a tiskové parametry. Vysledky této diplomové prace
potvrdily tisknutelnost pfipravenych hydrogelti na bazi hyaluronanu. Hydrogel na bazi
modifikovanych hyaluronanii l1ze povazovat za perspektivni materidlem pro aplikace

v oblasti 3D biotisku a mediciny.

Klicova slova: Hyaluronan, hydrogel, Schiffova baze, 3D tisk

ABSTRACT

This diploma thesis is focused on the preparation of hydrogels based on modified forms of
hyaluronan (HA), which are cross-linked using the Schiff base method, and subsequently
printed on a 3D printer to form hydrogel grids. The prepared hydrogel networks differ in
their chemical composition and concentration of modified hyaluronan (1%, 2%, 3%). Each
hydrogel sample is composed of two derivatives of modified HA. Amidated hyaluronan,
prepared using the activating agent DMTMM or EDC, and oxidized hyaluronan. The main
objective of this work was to prepare hyaluronan-based hydrogels (by amidation and
oxidation of HA) so that they could be printed on a 3D printer to the desired shape. The
subsequent characterization of the 3D printed grids discusses the influence of different
parameters on the printed structure, such as the chemical composition of the hyaluronan
hydrogels, the gelation time of the hydrogels and the printing parameters. The results of this
thesis confirmed the printability of the prepared hyaluronan-based hydrogels. The modified



hyaluronan-based hydrogel can be considered as a promising material for applications in 3D

bioprinting and medicine.

Keywords: Hyaluronan, hydrogel, Schiff base, 3D printing
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UvVOD

Biopolymery jsou pfirodni polymery produkované Zivymi organismy. Stejné jako ostatni
polymery se skladaji z monomernich jednotek, které jsou kovalentné¢ spojeny do fetézct
a tvoti veétsi molekuly. Biopolymery maji vyuziti v mnoha oblastech, v¢etné biomediciny,
primyslu a zivotniho prostfedi. Souhrnné Ize fici, ze biopolymery jsou pozoruhodné
materidly s jedineénymi vlastnostmi a jejich studium nadale pfispiva k lepSimu pochopeni
zivych organismil a jejich vyuZiti v riiznych oblastech. V dnesni dobé se takové materialy
cilen¢ vyhledavaji k dalSimu vyuziti, nebot” svou povahou neohrozuji stav zivotniho
prostiedi. Prave tato vlastnost pridava biopolymeriim na potencialu k zafazeni do stavajicich
a budoucich aplikaci. Z pohledu struktury, Ize biopolymeru vnimat jako fetézce nebo-li fadu
monomernich jednotek, které umoziuji i nékolik dimenzionalnich rozmisténi v prostoru [2]
ajejich konformace je dana podminkami okolniho prostfedi (teplota, rozpoustédlo,
pritomnosti dalSich komponentil), ve kterém se vyskytuji. Rlznorodost zastoupenych
monomeru Vv fetézci zajiStuje heterogenni charakter biopolymeru. Struktura a chemické
sloZzeni polymeru pfirozen¢ ptredavaji vystupnimu biopolymeru vétSinu jeho vlastnosti.
S mirou zastoupeni krystalické faze v biopolymeru se méni jejich pfechodové teploty
a rozpustnost. Mezi dalsi vlastnosti biopolymerti, diky kterym nachézeji své misto v riznych
oblastech jako napt. biomedicinské aplikace (chirurgické stehy, drug delivery, zubni
implantaty, tkaflové inZenyrstvi), obaly na potraviny, zemédélské produkty a farmacie, patii
biokompatibilita, nizka toxicita, biologickd odbouratelnost ¢i transparentnost. OvSem napi-.
nizka pevnost a Spatna stabilita ¢i vétsi spotieba energie pii vyrobé biopolymeri jim brani
jejich uplatnéni v $irSich oblastech vyuziti, kde stale ptevladaji materidly syntetizované
z ropy. Proto se pracuje na jejich upravé vyuzitim vhodnych modifikaci [1-3]. Velmi
popularnim biopolymerem je kyselina hyaluronova. Kyselina hyaluronova je linearni
prirodni polysacharid. Ve form¢ své sodné soli je piirozenou soucasti vSech zivych
organismu, konkrétné je hlavni slozkou extracelularniho matrixu (ECM). Hyaluronan je
v mnoha aplikacich vyuzivan pro svou siln¢ hydrofilni povahu (zvladne na sebe vazat velké
mnozstvi molekul vody), diky které se mu pfezdiva ptirodni zvlh¢ovaé. K dlouhé fadé

aplikaci mu pomahaji i dal$i nativni vlastnosti jako jsou biokompatibilita a viskoelasticita.

Nativni fetézec hyaluronanu ovSem stale nedisponuje takovymi vlastnostmi, jak by nékteré
oblasti aplikaci uvitaly. Je velmi dobfe rozpustny ve vodé, ma omezenou rozpustnost
v organickych rozpoustédlech a je pfili§ citlivy na pusobeni tepla, podléhd tim degradaci.

Razné typy modifikaci polymerniho fetézce a techniky sitovani jsou fizeny variabilnimi
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pozadavky na vystupni charakter. Podstata sitovani jednoduSe spociva ve spojovani riznych
polymernich fetézcli vy$sSim poctem vazeb. Naproti tomu modifikace polymerniho fetézce
predstavuje proces, pii kterém jsou na polymerni fetézec navazany konkrétni funkcni
skupiny (napt. NH», SH, atd.), v disledku ¢ehoz ma pfipraveny derivat jiné vlastnosti.
Vhodnym pouzitim pfipravenych derivati HA s jejich naslednym sitovanim dochazi
k feSeni pfirozenych problému nativniho HA (napf. s jeho nizkou mechanickou stabilitou

a nachylnosti k degradaci), které mu podstatné zuzuji oblast kone¢nych aplikaci.

V dusledku sitovani Ize vytvofit trojrozmérnou sit’, hydrogel, mezi jehoz hlavni prednosti
patii schopnost absorbovat a udrzet v sobé velké mnozstvi vody. Prvni pisemnd zminka
o hydrogelech se datuje do roku 1960, kdy Wichterle a Lim pfedstavuji hydrogel
z polyhydroxyethylmethakrylatu (PHEMA) [18; 44]. Hydrogely se diky svym flexibilnim
vlastnostem a jednoduchym zpiisobiim ptipravy dostaly do rtiznych oblasti biomedicinského
a inzenyrského prostiedi (tkdnové inzenyrstvi, senzory, mékka robotika a ¢iSténi odpadnich
vod) [18]. Jak uz bylo zminéno, nativni vlastnosti hydrogeld rozhoduji o jejich konkrétnim
vyuziti, at’ uz se jedna o primyslové ¢i lékatské aplikace [48]. Napi. hydrogel ptipraveny
metodou Schiff base dokaze obnovovat své pltivodni vlastnosti, coz mu otevird nové
moznosti v zivotnosti a jeho odolnosti v riznych aplikacich, naptiklad byl prokazan jeho
ucinek pii opravé centralniho nervového systému [49]. Pro zvaZeni konkrétnich aplikaci je
nutné hydrogel piisluSné charakterizovat z riznych pohledi. Sté€Zejni pozadavky formuji
mimo jiné velikost a morfologii hydrogelu, jeho chemické sloZeni, rychlost absorpce,
mechanické vlastnosti a biokompatibilitu. Charakterizuji se tedy fyzikalni (degradace,
porozita, tepelna stabilita), chemické (chemické sloZzeni), mechanické (pevnost v tahu/tlaku,
houZevnatost), reologické (viskozita) a biologické vlastnosti [18; 55]. V soucasné dobé se
do poptedi zdjmu dostavaji hydrogely, které jsou zpracovany pomoci metody 3D tisku, jenz

spoc¢iva v postupném skladéani vrstev materidlu v 3D objekt o definovanych rozmérech.

Cilem diplomové prace byla modifikace nativniho hyaluronanu tak, aby ze ziskanych
derivati bylo mozné pfipravit vhodnou sitovaci reakci hydrogely uzite¢né v oblasti
biomedicinskych aplikaci. Dil¢im cilem bylo dale zhodnotit vliv jednotlivych parametrt
(molekulova hmotnost, aktivacni ¢inidlo, ekvimolarni pomér, koncentrace polymeru, atd.)
provedenych modifikaci (amidace, oxidace). Nasledné¢ byly ze ziskanych derivata
pfipraveny hydrogely pomoci 3D tisku do definovaného tvaru. V neposledni fad¢ byl
zhodnocen vliv jednotlivych parametri na jejich pfipravu zminénymi derivaty a byla

provedena jejich charakterizace.
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I. TEORETICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 5

1 BIOPOLYMERY

Jelikoz je definice biopolymeru fizena dv€ma kritérii, povahou zdroje a biologickou
rozlozitelnosti (biodegradabilitou), nelze ji jednozna¢né urcit. Lze je, ale podle téchto
faktord rozd¢lit, a to na (1) biopolymery, jejichz zdroj pochazi z biologickych zdroji a jsou
biologicky odbouratelné¢ (pi. kyselina polymléénd, PLA); (2) biopolymery vyrobené
z obnovitelnych surovin, které nejsou biologicky odbouratelné (pf. bio-polyethylen,
bio-LDPE) a (3) biopolymery vyrobené z fosilnich paliv, které 1ze biologicky rozlozit (pf.
polykaprolakton, PCL) [1; 2]. Biodegradabilita je proces, kdy se dany polymer zcela rozlozi
vlivem mikroorganismii (bakterie, plisn€¢) nebo plsobenim fotodegradace, tzn., Ze se
material rozlozi vlivem piisobeni slunecniho zafenim na pfirodni slozky (biomasu, oxid
uhlicity). Idedlnim zastupcem biopolymeru je material pfirodniho plivodu, ktery je pfirozené
biodegradabilni, napt. celuldza [2; 3]. V dnesni dobé se takové materialy cilené vyhledavaji
k dal§imu vyuziti, nebot’ svou povahou neohrozuji stav zivotniho prostfedi. Pravé tato
vlastnost piidava biopolymeriim na potencidlu k zatfazeni do stavajicich a budoucich

aplikaci.

1.1 Struktura biopolymeri

Z pohledu struktury, lze biopolymeru vnimat jako fetézce nebo-li fadu monomernich
jednotek, které umoznuji inékolik dimenziondlnich rozmisténi v prostoru [2] a jejich
konformace je dana podminkami okolniho prostfedi (teplota, rozpoustédlo, pfitomnosti
dalSich komponentil) ve kterém se vyskytuji. Rlznorodost zastoupenych monomerti
v fetézci zajistuje heterogenni charakter biopolymeru. Monomernimi jednotkami
biomakromolekul mohou byt nukleové kyseliny (pi. RNA) [1; 4; 5], proteiny (albumin,
zelatina) ¢i polysacharidy (celuldza, chitosan, kyselina hyaluronova) [1]. Primarni struktura
respektive uspofaddni monomernich jednotek v fetézcich, predstavuje zékladni stavebni
kamen, ktery urCuje vlastnosti a chovani polymert. Jinymi slovy polymer je dlouhy fetézec,
ve kterém kazdy Clanek tvoii monomerni jednotku. VSechny monomery jsou vzajemné
spojeny vazbami, jez tvofi polymerni fetézec. Specifickou primarni strukturu maji syntetické
polymery, coz jim umoziluje rizné vlastnosti, jako je pevnost, pruznost, teplotni stabilita
a dalsi. Jak uz bylo naznaceno, kazda skupina monomert ma jinou primarni skupinu. Tak
naptiklad v u nukleovych kyselin je zakladem sekvence bazi pfipojenych na cukerny kruh,
uproteinti jsou to charakteristické aminokyseliny, zatimco polysacharidy tvori

monosacharidové jednotky propojené glykosidickou vazbou [6].
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1.2 Vlastnosti a aplikace biopolymeru

Struktura a chemické sloZeni polymeru pfirozené piedavaji vystupnimu biopolymeru
vetsinu jeho vlastnosti. S mirou zastoupeni krystalické faze v biopolymeru se méni jejich
piechodové teploty a rozpustnost. Praveé vyssi zastoupeni krystalické faze v fetézci zajist'uje
materidlu  vét§i odolnost proti rozpousténi. Toho se vyuziva napfiklad pii
ptipravé polymernich filmi, které diky fizené krystalinit¢ mohou vykazovat rozdilnou
propustnost vii¢i vodni pafe a kysliku. Mzeme je rozdélit poté na ty (1) mén¢ propustné pro
vodni paru 1 kyslik, (2) malo propustné pro vodni paru, ale vysoce propustné pro kyslik, (3)
a mén¢ propustné pro kyslik a zaroven dobie propustné pro vodni paru. Dalsi specifickou
vlastnosti polymert vychézejici z jejich struktury je molekulova hmotnost polymeru, ktera
pfimo umérné¢ ovliviluje modul pruZnosti apevnosti vtahu. Mezi dalSi vlastnosti
biopolymera, diky kterym nachéazeji své misto v riznych oblastech jako napi. biomedicinské
aplikace (chirurgické stehy, drug delivery, zubni implantaty, tkdfiové inzenyrstvi), obaly na
potraviny, zemé&délské produkty a farmacii, patii biokompatibilita, nizka toxicita, biologicka
odbouratelnost ¢i transparentnost. OvSem napf. nizkd pevnost a Spatnd stabilita ¢i vétsi
spotfeba energie pii vyrobé biopolymerti jim brani jejich uplatnéni v SirSich oblastech
vyuziti, kde stale ptevladaji materidly syntetizované z ropy. Proto se pracuje na jejich Gprave
[1-3]. Prikladem jejich modifikaci miize byt napiiklad ptidavek vhodného plnivo, diky
kterému muize vyrazné dojit k celkovému zlepSeni horSich mechanickych vlastnosti.
Konkrétni plniva je vzdy vybirdno na zaklad¢ konkrétni aplikace biopolymerniho
kompozitu, kde biopolymerni slozka ptispiva v nano/mikro zastoupeni. Tyto kompozity lze
pfipravit rGznymi procesy, napi. vytlaCovanim, elektrostatickym zvlakiiovanim nebo
riznymi typy lisovani. Produkty jsou poté tepelné stabilngjsi, tuzsi a zaroven ekologictejsi
[1; 3]. Prikladem takové upravy miize byt pouziti vlaken termoplastického biopolymeru tzv.
sugar palm starch (SPS) jako formy vyztuze [1; 7] ptipadné vyztuzenim ligninové matrice

pomoci vldken z celulozy [1; 8].

1.3 Rozdéleni biopolymeri

Biopolymery lze rozdé¢lit na zakladé rlznych kritérii jako napf. podle puvodu (zdroje)
biodegradability, piipravy, sloZzeni apod. Pfiklad rozdéleni syntetickych biopolymert podle
jejich biodegradability je zobrazen na Obrazku 1.
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Synteticke
biopolymery
|
I |
Biodegradabilni Nebiodegradabilni
|
[ [ |
szi"ftliir(l}li}'fzgh Syntetizovany z bio- Ziskany extrakci z Syntetizovany z bio-
Y . based monomeru mikroorganismu based monomeril
monomert
— Polyuretany — Polylaktidy Polyhydroxyalkanoaty | —{ Estery polyetheru
— Amidy polyesteri |~ Polyglykolidy — Polykarbonaty
——{ Polyanhydridy — Polyamidy
Alifatické a
L aromatické —  Polyethyleny
kopolyestery

Obrazek 1: Rozd¢€leni skupiny syntetickych biopolymert na zaklade biodegradability [3]

Ovsem existuji itypy biopolymerii, které jsou sice vyrobeny z biomasy, tedy z latek
tvoticich téla vSech organisml, vcetné rostlin, bakterii, sinic, hub a zivocichl c¢i
obnovitelnych zdrojti, ale v kone¢né fazi biodegradabilni pfesto nejsou (napf. ptirodni
kaucuk). Dulezité¢ je také rozdéleni podle plGvodu vstupnich surovin, tedy na tzv.

wpetroleum-based a ,,bio-based “ biopolymery.
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2 BIO-BASED POLYMERY

Jedna se o polymery, které byly pfipraveny biotechnologickym postupem (napft. nebo jejiz
surovina pochézi zbiomasy [3]. Mohou tak vznikat jako produkty cinnosti
fasa mikroorganismi. Diky zdroji ptivodu se jedna o tzv. biodegradabilni polymery coz
znamena, ze jsou schopné se biologicky rozkladat, coz je jeden z divodu pro¢ se o nich
uvazuje jako o mozné nahradé¢ dalsi skupiny tzv. petroleum-based polymert, které maji pro
zivotni prostfedi piili§ zatézujici Zivotni cyklus. Na zdkladé kombinace Sirokého vyuziti
polyestert a jejich nulové schopnosti biodegradability [2; 9; 10], jsou pro svou podobnost
ve struktufe nejvice studovany tzv. bio-based polyestery. Pouzivaji se napt. pfi vymeéné napf.
poly(ethylentereftalatu) a poly(butylensukcinatu). V nékterych aplikacich by to totiz mohlo
mit znatelny vliv na stav Zivotniho prostfedi. Jednim z nésledki miZe byt sniZeni znecisténi
vody apudy. Prvotni vysledky pouziti téchto polymert pomohli s vyvojem zcela nové
skupiny materiall, tzv. bio-based kopolymertim. Muze se jednat napt. o fadu polyestert,
jejichz stavebnimi jednotkami jsou bio-based monomery [9; 10]. Do skupiny bio-based
polymert 1ze zatadit napt. kyselinu polymlé¢nou (PLA). Jedna se o termoplast, ktery se
ziskava bakteridlni fermentaci (nejcastéji z kmenu Lactobacilli). Na jeho vlastnosti maji
primarni vliv molekulova hmotnost a stupen krystalinity. Prdvé pro svou pfirozenou
biodegradabilitu je hojné zastoupen jako obalovy produkt pro baleni potravin. Vedle
biodegradace to jsou také pfizplsobivé mechanické vlastnosti (pevnost a pruznost) co
tomuto materidlu zajistily misto v medicinskych aplikacich, konkrétné jako soucast
implantatt a stentd [2; 3; 9]. DalSimi zastupci jsou alginat, hedvabny protein, kolagen,

hyaluronan a dalsi [2].
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3 KYSELINA HYALURONOVA

Kyselina hyaluronova je linedrni pfirodni polysacharid. Ve formé své sodné soli je
prirozenou soucasti vSech zivych organismt, konkrétné je hlavni slozkou extracelularniho
matrixu (ECM) [11]. Velké zastoupeni ma také v ocnim sklivei, pojivovych tkénich
a pokozce, zatimco nizké koncentrace Ize najit napt. ve svalech a mozku. Proto je v literatute
zminéna spiSe pod nazvy hyaluronan (HA), hyaluronat sodny nebo sodna sul kyseliny
hyaluronové. Hyaluronan je v mnoha aplikacich vyuzivan pro svou siln¢ hydrofilni povahu
(zvladne na sebe véazat velké mnozstvi molekul vody), diky které se mu pfezdiva ptirodni
zvlhéovaé. K dlouhé tadé aplikaci mu pomadhaji idal$i nativni vlastnosti jako jsou
biokompatibilita a viskoelasticita. V t€le mad mimo jiné funkci pfirozeného hydratovani
tkang, lubrikovani pohyblivych €asti (napt. kloubtl) a zajiStovat transport vody. Praveé tim,
ze dokéze zadrzovat vlhkost a naplnit tak sviij hydratac¢ni potencial, je soucasti kosmetickych
produktli péce o plet. V chirurgii usnadiiuje hojeni ran a regeneraci. Prvni 1€katska aplikace
HA byla uskutecnéna v oblasti o¢ni chirurgie v 50. letech 20. stoleti. Tehdy byl izolovan
z pupecni $ntiry €i z kohoutich hiebink [12]. Od té doby se ditkladné studuje jeho struktura,

vlastnosti a funkce v Zivych organismech [13].

3.1 Struktura a molekulova hmotnost HA

HA patii do skupiny glykosaminoglykanti (GAG). Strukturni jednotka hyaluronanu se tedy
sklada z B-1,3-N-acetyl-D-glukosaminu a a-1,4-D-glukoronové kyseliny [11; 12], jak je
uvedeno na Obrazku 2 [14]. Spojeni téchto disacharidovych jednotek zajiSt'uji stiidajici se
typy B-1,3 a §-1,4 glykosidické vazby. Zminéna konfigurace § udrzuje tuto makromolekulu
v energeticky stabilni poloze, ve které je hyaluronovy fetézec ve svém primarnim vétveni
(disacharidové jednotky spojeny (-1,4 glykosidickymi vazbami). Vodikové vazby tvofi
sekundarni (intramolekularni) strukturu a terciarni struktura HA zahrnuje rizné konformace
makromolekuly v zavislosti na podminkach prosttedi polymeru (pfitomnost soli, pH).
V prostorovém rozlozeni je ovSem molekula HA na pohled spirdlovita. To je dano
rozmisténim nepolarnich (hydrofobnich) atomt vodiku a polarnich (hydrofilnich)
postrannich fetézcu, konkrétné hydroxylové a karboxylové funkéni skupiny. Ty spojuji
intramolekularni i mezimolekularni vodikové vazby [15]. Jelikoz jsou karboxylové skupiny
ptitomné na D-glukoronové kyselin€¢ zaporné nabité (za fyziologického pH a iontové sily),

je hyaluronan aniontem [16] a pfirodnim polyelektrolytem [17; 18].
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0-1,4-D-glukoronova kyselina

B-1,3-N-acetyl-D-glukosamin

Obrazek 2: Strukturni jednotka kyseliny hyaluronové

I presto, ze je primarni rozvétveni HA oproti jinym zastupcim GAG povazovano za
primitivnéjsi (relativné linedrni fetézec s minimalnim vétvenim), jeho molekulovad hmotnost
muze dosahovat hodnoty od nékolika jednotek Da azk 10 MDa. Molekulova hmotnost jedné
disacharidové jednotky odpovida ptiblizn€ 400 Da, zatimco jeji primérna délka se pohybuje
kolem 1 nm [15; 16]. Za normdlnich fyziologickych podminek muze fetézec hyaluronanu
tvofit az 17 500 jednotek a celkova délka takového polymerniho fetézec dosahuje az
17,5 um [19]. Ve vodném roztoku se fetézce hyaluronanu vzdjemné staci a zaujimaji
uspotadani tzv. dvousroubovice [17], jejiz stabilitu primarné zajist'uji vodikové vazby mezi
acetamidem N-acetyl-D-glukosaminu a karboxylovou skupinou D-glukoronové kyseliny
[13]. Takové rozlozeni se méni vlivem podminek prostfedi a umoziuje makromolekule ve
vodném prostiedi zachytit az 1000 nésobek své ptivodni hmotnosti [20; 21], napt. 1 g HA
muze pojmout az 6 1 vody [19]. Vodny roztok i extracelularni matrix (ECM) piedstavu;ji
prostiedi, kde se hyaluronanovy fetézec projevuje jako ndhodné expandované klubko
s velkym hydrodynamickym objemem [12; 16]. Tato molekula se vyskytuje v riznych
polydisperznich formach s riznymi molekulovymi hmotnostmi (M) [15]. Tzv. oligomerni
HA (oligo-HA) ptedstavuje HA, jejiz molekulova hmotnost je mensi nez 10 kDa. Naopak
v piipadé¢ nizkomolekuldrni HA (LMW-HA) se hodnota M pohybuje v rozmezi 10
a 250 kDa, sttedn¢ molekularni HA (MMW-HA) dosahuje na 1 MDa. HA, jehoz hodnoty
molekulové hmotnosti pfevysuji hodnotu nad 1 MDa patii mezi tzv. vysokomolekuldrni HA
(HMW-HA) a hodnoty vyss§i nez 6 MDa patii unikatnim HA s velmi vysokou molekulovou
hmotnosti (HMW-HA) [19].

3.2 Vyskyt a vyroba

Hyaluronan se nachazi se jak uvnitf bun€k, tak v ECM, kde ho nekovalentné véazou

proteoglykany (versikan a neurokan) za Gc¢elem zvySeni hydratace. Télo dosp€lého Cloveka
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muze obsahovat az 15 g HA, z nichz se vice neZ polovina tohoto mnoZstvi vyskytuje v kiizi
[14; 19; 22]. Mimo ni se da izolovat také ze svali atkani [21], ovSem konkrétné
v epidermalnich tké&nich se jeho polocas rozpadu pohybuje kolem 24 h [16]. Pfirozen¢ se
nachézi iv chrupavkach, pupecni Silfe asynovialni tekutiné obratlovct. V kazi
a chrupavkéch tvofi HA trojrozmérnou strukturu, ktera slouzi jako sit’ pro builky, Casto
nazyvana scaffolds. VétSinou je tam zastoupena ve své vysokomolekularni formé [13].
U hlodavce rypose lysého bylo zjisténo, ze ve srovnani s jinymi zastupci této skupiny, ma
vyjimecné vysoké zastoupeni HMW hyaluronanu. Diky relativné vysokému obsahu HA
u n¢j byla prokdzdna mimotadnéd odolnost vii¢i rakoving a zajiStuje mu také delsi sttedni
délku Zivota. Zminéna vlastnost d€la tento druh hlodavce dilezitym objektem ve vyzkumech
zamétenych na pochopeni mechanismil vzniku nemoci, jako je naptiklad rakovina [19; 23].
Hyaluronan je jednim z pfirozenych produkti zivocisnych bunék a nékterych bakterii
(Streptococcus zooepidemicus, Escherichia coli, Lactococcus lactis) [16; 24]. Prvni
bezbunécné studie biosyntézy HA byly provedeny v ptilce 20. stoleti Markovitzem a jeho
spolupracovniky, ktefi timto odhalili roli HA syntazy v bunééné membrané [25]. HA syntaza
(HAS) je protein, ktery spolu s hofecnatymi ionty a dvéma substraty cukrii (uridine
diphosphate  glucuronic acid, uridine diphosphate ~ N-acetylglucosamine)
umoziuje polymeraci hyaluronovych fetézcii [26], ma zde funkci katalyzatoru [16]. Po
klonovani prvniho genu kodujicitho HA syntazu v roce 1993 z koku Streptococcus pyogenes
byly geny podobné HAS identifikovany 1u savct (mysi, ¢lovéka). Exprese téchto gent
v bakterii E. coli vedla k prvnim purifika¢nim procestim [26]. S nartistajicimi poZzadavky na
upravy pouzivanych materialii v ohledu na Zivotni prostiedi, roste také zajem o industrialni
vyrobu bio-based materidlu, jakym hyaluronan je. Jeho chemické syntézy ale neni lehké
dodrzet a tradicni extrakce z kohoutich hiebinki nemusi byt pro velkokapacitni vyrobu
dostatecnd, zejména diky nizkému vytéZku. Na vzestupu je proto piiprava na bazi
bakterialnich expresnich systémt, napt. z kmene Streptococcus €i z Bacillus subtilis. Je
potieba zde zamezit jakékoli hrozici kontaminaci toxiny pfiddnim dikladnych purifika¢nich
procesti. Nulové znecisténi vysledného produktu Ize dosdhnout metodou bakteridlni
fermentace za pouziti geneticky modifikovanych kment bakterii (pt. Lactococcus) [27; 28].
Razné druhy extrakce HA jsou jinak pfinosné, napt. izolace HA z kohoutich hiebinki
prinese pouhych 7 mg/ml hyaluronanu [29] zatimco S. zooepidemicus produkuje az 7 g/l HA
[28].
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3.3 Vlastnosti hyaluronanu a jejich vyuziti v praxi

Vyzkumny tym Vincenta C. Hascalla studoval zmény v konformaci intracelularnich fetézcti
matrice na bazi HA za plisobeni vnéjsiho patogenu (odezva formou tzv. bunécného stresu)
[15]. Byly zkoumany i interakce HA s receptory bunécnych povrchi (napt. CD44 —
transmembranovy receptor glykoproteinu) a tim jeho role v dynamice chovani zahrnutych
bunc¢k (proliferace, migrace), které se podileji na terapii hojeni ran [23] a vyvoji kostry [13;
30]. S ohledem na pfirozenou produkci HA v Zivém organismu se oblast genetického
inZenyrstvi zabyva umélym fizenim bunécného chovani prostfednictvim jejich metabolismu
[13]. Stézejni proménnou se ukazala velikost molekul HA, které se nasledn€ ucastni bunééné
signalizace za normalnich a patologickych stavii, kam se fadi i zanétlivé procesy a rakovina
[23]. Kvantita konformaci hyaluronanové makromolekuly je zfejmé spjata s biologickymi
vlastnostmi [21] jako jsou pfirozené vysokd hydrofilita (pfednostni vliv miry hydrofilnich
funk¢nich skupin na polymernim fetézci HA), biokompatibilita a viskoelasticita. HA se pak
muze uplatiiovat v Siroké Skale medicinskych aplikaci [12; 24]. At uz se jedné o hojeni ran,
regulaci bunééného metabolismu [13], ochranu nitroo¢nich tkani v oftalmologii (napt. ve
form¢ ocnich kapek, umélé slzy atd.) [16], 3D tisténé¢ scaffoldy [24]. Riaznorodost
reologickych vlastnosti je dana vétvenim polymerniho fetézce a hodnotou molekulové
hmotnosti [12]. HA se fadi mezi pseudoplastické materialy, u kterych v proudéni dochazi
k umérnému zvySovani smykové rychlosti v zavislosti na smykovém napéti. Spolu
s dilatantnimi materialy jsou soucasti tzv. Nenewtonskych kapalin (jsou charakteristické
nelinedrnim vztahem mezi smykovou rychlosti a smykovym napétim). Dilatantni materialy
vykazuji pfi vys$sim smykové rychlosti pokles smykového napéti [31]. Diky povaze
synovialni tekutiny mize HA plnohodnotné tlumit vibrace a pfipadné otfesy a branit tak
moznému poskozeni kloubnich jamek, které hrozi v dasledku starnuti ¢i nemoci. V ptipadé
jeho nedostatku nebo postupného ubytku (v okoli kloubil), coz zavisi na faktorech jako je
metabolismus, obnova tkani a degradace, se ve form¢ injekci (s HMW-HA) vpravuje na
potfebna mista, ¢imz pacientovi kratkodob¢ ulevi od bolesti [16]. Molekuly jeho vysoce
koncentrovanych roztokl se dokazi formovat do elastické sitovité struktury, kterd miize byt
zékladem trojrozmérné site [13]. Prvni iispéSné pokusy o sitovani HA byly provedeny v roce
1964 Torvard C. Laurentem a jeho tymem ve Svédsku. Experiment byl zaloZen na propojeni
fetézcl hyaluronanu za zvySeni vystupni molekulové hmotnosti do formy trojrozmérné

gelové site [11; 32].
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3.4 Modifikace hyaluronanu

Nativni fetézec hyaluronanu ovSem stéle nedisponuje takovymi vlastnostmi, jak by n¢které
oblasti aplikaci uvitaly. Je velmi dobie rozpustny ve vod¢, ma omezenou rozpustnost
v organickych rozpoustédlech a je pfilis§ citlivy na plisobeni tepla, podléha tim degradaci.
Razné typy modifikaci polymerniho fetézce a techniky sitovani jsou fizeny variabilnimi
pozadavky na vystupni charakter. Podstata sitovani jednoduse spociva ve spojovani riiznych
polymernich fetézcii vy$Sim poctem vazeb. Naproti tomu modifikace polymerniho fetézce
predstavuje proces, pii kterém jsou na polymerni fetézec navazany konkrétni funkcni
skupiny (napt. NH», SH, atd.), v disledku ¢ehoz ma pfipraveny derivat jiné vlastnosti.
Vzajemnym pouzitim pfipravenych derivati mize nasledné dojit k jejich zesitovani, tedy
ke wvzniku nerozpustné 3D sité. Cilem vétSiny modifikaci je snaha o vylepSeni
mechanickych, botnavych areologickych vlastnosti HA. Vyhodou je, Ze dochazi
k prodlouzeni doby degradace a k delSimu setrvani na aplikovaném misté. Modifikace jak
uz bylo naznaceno, ptevaznézalozena na chemické reakci konjugaci, kdy se prostfednictvim
kovalentni vazby na fetézec HA navaze specifickd funkéni skupina. Timto zpisobem se
mohou na fetézec HA implementovat specialni funk¢ni skupiny (esterové, amidové
skupiny), bioaktivni latky, ale ibarviva (tzv. markery) [33]. Pfi modifikaci patifi mezi
nejcastéji vyuzivané funkéni skupiny ta karboxylova (pfitomna na D-glukoronové kyseling)
nebo hydroxylova (soucasti N-acetyl-D-glukosaminu) [34]. Volbu mezi zminénymi

technikami fidi pozadavky na vystupni produkt [33].

3.4.1 Modifikace funk¢ni skupiny —-COOH

Nedilnou soucasti jakékoli metody modifikace karboxylové skupiny na polymernim fetézci
hyaluronanu je zahrnuti tzv. aktiva¢niho ¢inidla do konjuga¢niho procesu za ucelem aktivace
zminéné funkéni skupiny. Béhem procesu se prostiednictvim jednoduché kovalentni vazby

navaze na polymerni fetézec monofunkéni molekula [33].

Amidace

Prikladem modifikace karboxylové skupiny HA ptedstavuje amidace. Ta je zaloZena na
chemické reakci zminéné funkéni karboxylové skupiny a aminoskupiny, ktera je soucasti
pridaného aktiva¢niho cinidla, respektive karbodiimidu rozpustného ve vod¢ (reakéni
schéma na Obrazku 3). V této roli se pouziva I[-ethyl-3-(3-(dimethylamino)-propyl)-
carbodiimide (EDC) v Cast¢ kombinaci s /-hydroxybenzotriazole monohydrate (HOBt)
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nebo N-hydroxysulfosuccinimide (sulfo-NHS) [35]. Aktivatorem karboxylové skupiny na
HA miuze byt taky /,1"-carbonyldiimidazole [33; 36]. Vyzkumny tym Chena a Ni (2017)
pripravil amidovany hyaluronan reakci nativniho HA s dihydrazidem kyseliny adipové
(Adipic acid dihydrazide, ADH) za ptitomnosti N-ethyl-N'-[3-(dimethylamino)-propyl]-
carbodiimide (EDC-HCI) a HOBt v pufru (0,1M 4-morpholino ethanesulfonic acid (MES),
pH = 6,5, pti25 °C). Vystupni roztok byl nejprve dialyzovan a poté lyofilizovan (zbaven své
vodné slozky). Uspésnou modifikaci OH skupiny a vytvofeni nové amidové skupiny
potvrdila nasledné analyza pomoci nuklearni magnetické rezonance (NMR). Pomoci NMR

byl rovnéz stanoven i stupent amidace HA, ktery odpovidal hodnoté€ 41,5 % [37].
I

—N'H

s H;N-R
HA/KOH ' /\N=c=NN\m{

1-ethyl-3 [3-(dimethylamino)-propyl]-karbodiimid /?\ /NIK O-acylizomoéovina
(EDC) HA o HN
A N-hydroxysukcinimidu
o (NHS)

0
0 0
)\ Q H-N-R o
HA O0—N L hatd = )\
HA NH-R
0

Obrazek 3: Reakéni schéma aktivace karboxylové skupiny na polymernim fetézci HA
v ptitomnosti EDC [33]

Jiny z autort, ktery se touto problematikou zabyval D Este (2014), ve svych experimentech
vyménil EDC za 4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorpholinium chloride
(DMTMM), diky ¢emuz nemuseli kontrolovat pH béhem reakce. Amidovany produkt byl
potvrzen pomoci Infracervené spektroskopie s Fourierovou transformaci (FT-IR) a NMR
[36].

0-CHy (0] 0-CH,

CH
,)0\ Ohlj'-’<~:<ﬂ /K0—<N:< H,N-R /C'JK\
+ - HA N ————
HA™ TOH — o \N_{ CHy N\ ¢ HA NH-R
1
O0—=CH, N 0—CH,
4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-y1)}-4-methylmorpholinium chlorid - [ J
(DMTMM) o

Obrazek 4: Reak¢ni schéma aktivace karboxylové skupiny na polymernim fetézci HA
v pritomnosti DMTMM [33]

Thiolace

Dalsi z modifikaci HA miize byt thiolace, jenz ptedstavuje chemickou reakce, ktera

modifikuje pfitomnou karboxylovou skupinu [33]. Bian aspol. (2016) provedli tuto
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modifikaci za  podminek, kdy polymerni fet€ézec hyaluronanu reagoval
s pritomnym cysteamine hydrochloridem v pfitomnosti 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)
karbodiimid hydrochlorid (EDCI)/ N-Hydroxysukcinimid (NHS) (pH prostiedi bylo 4,75)
(viz Obrazku 5). Pripraveny produkt byl nasledné docistén dialyzou (po dobu alespoii 48 h)
proti kyselin€ chlorovodikové a chloridu sodném (pH = 3,5). Thiolace hyaluronanu byla
potvrzena pomoci NMR, kdy stupeii substituce novych funkénich skupin pievySoval i 60 %
[38].

SH

ONa HO NH HO H
__EDCUNHS, RT,2h u,u’\/s RT, 240~ Q 5 °
T o, pHaTs é ik’
,0,p H,0, pH=4.75 L \
o=
CH,

HA(Na) HA- MH HA-SH

Obrazek 5: Reakéni schéma thiolace hyaluronanu kde: HA(Na) je hyaluronan HA-NHS
reprezentuje aktivni ester (meziprodukt) a HA-SH je zastupce thiolovaného produktu
modifikace hyaluronanu

3.4.2 Modifikace funkéni skupiny —OH

Jak uz bylo naznaceno vyse, dalsi funk¢ni skupinu piitomnou ve strukture HA, kterou lze
pfi modifikaci pouzit, pfedstavuje skupina hydroxylova. Piikladem konkrétni modifikace

muze byt etherifikace.

Etherifikace

Jedna se o pfipravu etheri pouzitim epoxidi (napi. epichlorhydrin). Reakce spociva
v otevirani epoxidového kruhu pro vytvofeni etherovych vazeb s hydroxylovymi skupinami
HA. Aby se hydroxylové skupiny HA deprotonovaly (potieba se dostat nad jejich hodnotu
pKa, coz je kolem 10), probiha chemicka reakce v siln¢ zasaditém prostfedi (pH > 13).
V opacném piipadé, tedy nastavenim pH podminek nizSich nez je pKa hydroxylovych
funk¢nich skupin HA, se snizi pocet deprotonovanych —OH skupin a pievahou aniontové
karboxylové skupiny se vytvoii spiSe vazby esterové. Zhao et al. (2000) pouzil pii
modifikaci HA dvojitou metodu kiizeni, jejiz zaklad byl v postupnych reakcich prvné
epoxidi za alkalickych podminek (pH = 10) a nasledné za kyselych podminek (pH =4) [34].
Reakéni mechanismus této modifikace je zndzornén na Obrazku 6 [33], kde BDDE (zkratka
pro 1,4-butanediol diglycidyl ether piedstavuje €inidlo, které je pro svou biodegradabilitu

hojné vyuzivano v kosmetickém priimyslu jako soucést hyaluronovych vyplni [39].
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Obrazek 6: Reakéni mechanismus etherifikace s —OH skupinou hyaluronanu
3.4.3 Priprava oxo skupiny na polymernim retézci HA

Piisobenim jodistanu sodného se hydroxylové funkéni skupiny dochéazi k oxidaci na
dialdehydové skupiny na polymernim fetézci HA, konkrétné na c¢asti D-glukoronové
kyseliny. Timto zdsahem se tzv. otevird cukerny kruh, jak je zndzornéno na schématu
Obrazku 7. Tento zplsob reakce ma ovSem za ndsledek vyznamny pokles molekulové

hmotnosti [34].

By e By

o™~ b
Obrazek 7: Reakéni mechanismus piipravy oxo skupiny na polymernim fetézci HA [40]
3.4.4 Sitovani HA

Sitovaci reakce polymernich fetézct predstavuje vytvoreni sitovité respektive trojrozmérné
struktury prostfednictvim chemickych vazeb mezi zastoupenymi molekulami. Vysledkem
sitovani je tzv. hydrogel, tedy pfi¢né zesitované polymerni fetézce nerozpustné ve vodé.
Jednotlivé molekuly mohou byt vazany chemicky (napt. kovalentnimi nebo iontovymi
vazbami), nebo fyzikaln¢, napi. zapletenim polymernich fetézch. Existuje né€kolik typt
hydrogelt, které se 1isi v jejich vlastnostech a pouziti. Dllezité ovSem je, Ze sitovaci reakce
obecné zlepSuji mechanické, reologické a botnaci vlastnosti pfipravené¢ho produktu [33].
Vhodnym pouzitim pfipravenych derivatt HA s jejich naslednym sitovanim dochazi
k feSeni pfirozenych problémi nativniho HA (napf. s jeho nizkou mechanickou stabilitou
a nachylnosti k degradaci), které mu podstatné zuzuji oblast kone¢nych aplikaci. Obecné se
typy sitovani HA mohou délit na dvé skupiny, ato na fyzikalni sitovani a sitovani
chemické. Podstatou fyzikalniho sitovani je sitovani napt. hyaluronanu prostfednictvim
slabych fyzikalnich interakci, napf. mezimolekuldrni vodikové vazby a elektrostatické
interakce. Je to proces snadno kontrolovatelny, reverzibilni, ale také mén¢ pevny. V ptipadé
fyzikalniho zplisobl sitovani neni potfeba piitomnost sitovacich ¢inidel, coz je velka
vyhoda, nebot’ pravé chemicka ¢inidla byvaji ¢asto toxicka pro zdravi cloveéka. Pfi ptipravé

hyaluronovych hydrogeli pomoci chemického zptlisobu sitovani, je zadouci pfitomnost
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inicidtoru sitovaciho procesu. Takovym inicidtorem mohou byt napfi. sitovaci latky
(glutaraldehyd), svétlo (viditelné svétlo s fotoiniciatorem riboflavinem) nebo rtizné enzymy
(ktenova peroxidaza). Takto pripravené hydrogely maji obecné lepsi stabilitu a mechanické
vlastnosti [41]. V ptipad¢ planovaného pouziti ptipravenych hydrogeli v biomedicinskych
aplikacich, musi byt u hydrogelu hliddna jeho biokompatibilita a toxicita [35; 42]. Schéma
rozdilného pfistupu sitovani hydrogelli na bazi kyseliny hyaluronové s pfipadnymi

aplikacemi v oblasti zdravotnictvi a jejich pozadujicimi vlastnostmi shrnuje Obrazek 8.

/" sitovani .
/nizkomolekulovymi ..
sitovadly
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sit'ovani sitovani
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“
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@ fyziologickéaktivity
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%

Koordinatni sitovani Elektrostatické sitovani .

. Fyzikalni sitovani

Obrazek 8: Schéma metod sitovani a biomedicinskych aplikaci hydrogelll na bazi kyseliny
hyaluronové

Jak uz bylo uvedeno, inicidtorem sitovani miize byt podle Bencherif a spol. (2008) i UV
svétlo (365 nm) spolu s potfebnym fotoinicidtorem 2-oxo-ketoglutarova kyselina [43]. Pfi
piipravé hydrogelu na bazi thiolované¢ho hyaluronanu dochézi ke vznikudisulfidické vazby
pravé nasledkem oxidace pritomnych thiolovych skupin. Ve studii vyzkumného tymu Biana
et al (2016) byl prokazan vliv pouzit¢ molekulové hmotnosti hyaluronanu na vysledny
stupeii substituce thiolované funkéni skupiny. Cim vy$§i molekulova hmotnost HA byla
pouzita, tim niz8i byl stupenn substituce, ktery vyznamné ovliviiuje vyslednou gelaci

thiolovaného hydrogelu a to tak, ze ¢im vyss$i molekulova hmotnost HA byla pouzita, tim

niz8i byl stupent modifikace, ktery se nasledné projevil nizkym ¢asem gelace hydrogelu [38].
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4 HYDROGELY

Hydrogely mizeme definovat jako polymerni struktury propojené v trojrozmérnou sit’. Mezi
jejich hlavni ptfednosti patii schopnost absorbovat a udrzet v sobé velké mnozstvi vody.
Struktura hydrogelu drzi pohromadé diky pusobeni kovalentnich ¢i vodikovych vazeb,
afinitnim nebo hydrofobnim interakcim a zapletenindm, ¢ ¢i v neposledni fadé jejich
vzajemnych kombinaci [44]. Prvni pisemné zminka o hydrogelech se datuje do roku 1960,
kdy Wichterle a Lim pfedstavuji hydrogel z polyhydroxyethylmethakrylatu (PHEMA) [18;
44]. Idedlni sit¢ s tetra-funkénimi uzly jsou ovSem pozorovany jen ziidka, realné
hydrogelové sité¢ maji spiSe multifunkéni mista kfizeni. Uzly pfedstavuji mista kovalentnich
nebo sekundarnich spojovacich bodl nékolika fetézcl, které nabyvaji mnohem mensich
molekulovych hmotnosti nez kiiZzené polymerni fetézce. Svou pfitomnosti se podileji na
fyzikélnich vlastnostech vysledné¢ho hydrogelu [44]. Hydrogely na bazi PHEMA naSly své
vyuZziti pfi vyrobé kontaktnich ¢ocek zejména diky své biokompatibilité. Hydrogely diky
svym flexibilnim vlastnostem a jednoduchym zplsobim piipravy se dostaly do riznych
oblasti biomedicinského a inzenyrského prostfedi (tkanové inZenyrstvi, senzory, mekka

robotika a Cisténi odpadnich vod) [18].

4.1 Metody pripravy hydrogeli

Jak uz bylo naznaceno vyse, hydrogely lze pfipravit sitovanim polymernich fetézca.
Sitovaci reakce muze probihat bud fyzikdln¢ (fyzikalni sitovani), tedy
s vyuzitim mezimolekulérnich interakci (vodikové vazby, elektrostatické interakce), nebo
prostiednictvim chemického sitovani. V tom pfipadé se polymerni fetézce vzijemné
propojuji kovalentnimi vazbami mezi pfitomnymi funkénimi skupinami [18]. Vysledkem
konkrétniho zplisobu sitovani, se mize vyrazné projevit na hodnoté gelacniho Casu, tedy
¢asu, behem které¢ho dochdzi k fdzovému piechodu, pfi kterém se polymerni fetézce zacinaji
vzajemn¢ propojovat a tvorit sitovou strukturu. Obecné lze fici, ze gelacni Cas je velmi
zavisly na teploté, koncentraci polymeru, pH reakce atd.. Pti sitovani polymeru tedy jeho
gelaci, dochézi k nartstu viskozity, v disledku ¢ehoz se méni jeho mechanické vlastnosti.
Gelace hraje klicovou roli pfi vyrob¢é hydrogelti pro 1ékatrské nebo potravinaiské aplikace

[37].
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4.1.1 Fyzikalni sitovani

Polymerni fetézce umoznuji ptipravu hydrogeli fyzikdlnim sitovanim na zékladé
slabych/silnych mezimolekularnich interakci. Mezi n¢ patii vodikové vazby, které vznikaji
spojenim atomu vodiku s vysoce elektronegativnim atomem (napfi. dusik, kyslik ¢i fluor),
ktery na sobé nese par elektront. Vodikova vazba je slabym ptikladem mezimolekuldrnich
vazeb, ovSem zesiluje se s vy$§im poctem zapojenych funkénich ¢asti polymerniho fetézce
[18], coz jde vidét praveé u polymerniho fetézce HA. Jeho soucasti je totiz plno funk¢nich
skupin  hydroxylové, karboxylové aamidové povahy, které prostiednictvim
mezimolekuldrnich vodikovych vazeb lehce situji s jinymi funkénimi skupinami. Proto se
tento typ sitovani stal nejcastéji vyuZivanym zplsobem piipravy hydrogelli na bazi
hyaluronanu. V piipadé nizké stability hydrogelové sit¢ se da material stabilizovat
1 nevazebnou interakci. Napt. koordinacnim sitovanim, kde se sdili elektronovy par mezi
ligandem a kovovym iontem [41]. Diky tomu, Ze vytvofené koordina¢ni vazby kovi maji
stabilitu blizkou kovalentnim vazbam, jsou tyto vysledné hydrogely obvykle stabiln¢jsi nez
ty, které vznikaji pomoci vodikovych vazeb, elektrostatickych interakei apod. Jelikoz je
hyaluronovy fetézec bohaty na kyslik a dusik, mize vytvaret koordina¢ni vazby s riznymi
kovovymi ionty (pf. Fe**, Ca®") a rozsifovat tak zvy$enim své stability oblast potencidlnich

aplikaci [41; 45].

Metoda Schiffovy baze

Princip zplisobu sitovani s vyuzitim Schiffovy baze spofivd ve spojeni aminové
a aldehydové funkéni skupiny pfitomnych na polymernim fetézci, jehoZ vysledkem je
iminova vazba (Obrazek 9, kde R,C=NR', R' # H). Konkrétnim ptikladem mtize byt takto
fizena sitovaci reakce mezi glutaraldehydem (zéstupce aldehydl) a chitosanem (zastupce
aminl). Pouzity ekvimolarni pomér, stupen sitovani, pH reakce, teplota, koncentrace
polymeru, stupeni substituce atd. nasledné ovlivituje mechanické vlastnosti hydrogelové sité.
Zvolenou koncentraci glutaraldehydu v pfipraveném hydrogelu Ize také ménit mechanické
vlastnosti a pomér absorpce vody. To méa vyznamny vliv na chovani bunék. Iminova vazba
vytvoiena mezi aminovou a aldehydovou skupinou je mimo jiné citliva na pH, (v kyselém
prostiedi nebo v pfitomnosti aminokyselin se mize rozpadat). Proces sitovani s vyuzitim
tzv. Schiffovy baze umoziiuje vyuzit dynamiku rovnovahy mezi iminovymi vazbami
a reaktanty aldehydové a aminové povahy tak, Zze bude mit vysledny hydrogel schopnost tzv.
self-healingu, tzn. procesu, pii kterém dochédzi ke znovu obnoveni vazeb, které¢ byly

v diisledku ptisobent sily ¢i zatizeni v materialu pferuseny. Tvorbu téchto tzv. novych vazeb
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je fizenou strukturou hydrogelu spolu s elektrostatickymi silami. Tyto tzv. samoregeneraéni
hydrogely vykazuji vlastnosti podobné télu, diky ¢emuz jsou vhodné pro rizné aplikace.
Reverzibilni charakter hydrogelti pfipravenych touto metodou miize byt vyvolan rliznymi

podnéty (pH, ptitomnosti enzymu) [18].

) i . R’
R R /O H R° OH H N
v /
c=0., RNH, == C—N-R = CEN = C=NR + 1,0
P f /

Obrazek 9: Schéma ptipravy Schiffovy baze
4.1.2 Chemické sitovani

Jak uZ bylo naznaceno vySe chemické sitovani hraje klicovou roli pfi Gpravé vlastnosti
polymerti, od zvySeni tuhosti az po zlepSeni jejich aplikovatelnosti, predstavuje zakladni
koncept ve vyvoji novych polymert. [18]. Jednim z velmi atraktivnich zptisobti chemického

sitovani patii tzv. click-chemistry.

Click-chemistry

Click-chemistry 1ze ptedstavit jako metodu sitovani dvou komponent, ktera je zaloZena na
1,3-dipolérni cykloadici mezi azidem and alkynem (princip je zobrazen na Obrazku 10) [46].
Vyhodami tohoto zptisobu sit'ovani jsou vysoka reakéni rychlost, minimalni zatizeni hlavni
reakce vedlejsimi produkty, vysokym stupném substituce ¢i vysoké vytézky reakce. Tato
metoda byla poprvé piedstavena Barrym Sharplessem v roce 2001. Byla vyzkouSena
1 Pilusem a jeho tymem pii sitovani hyaluronanu modifikovaného alkynem s diazidem v roli
sitovaciho ¢inidla a Cu?* jako katalyzatorem. PouZiti takto ptipraveného hydrogelu je ale
v biomedicinskych aplikacich omezené, nebot’ je médnaty katalyzator cytotoxicky
(Skodlivy pro buriky). Z téchto diivodi sili tlak na obménu pouzitych reaktanti, tak aby doslo
k eliminaci pfidavku toxického katalyzatoru. Tym Truonga et al. se zabyvali pfipravou
hydrogelové sité z chitosanu (zastupce azidu) a polyethylenglykolu (PEG, zastupce alkynu)
bez zahrnuti méd’natého kationtu, ktera se nasledné uchytila v tkdnovém inzenyrstvi [18].

Touto metodou se jim podafilo pfipravit jak hydrogely, tak mikrogely a nanogely [47].
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Obrazek 10: Princip click chemistry
4.2 Vlastnosti a aplikace hydrogeli

Nativni vlastnosti hydrogelti rozhoduji o jejich konkrétnim vyuziti, at’ uz se jedna
o prumyslové Ci l1ékatské aplikace [48]. Napt. hydrogel piipraveny metodou Schiff base
dokaze obnovovat své ptivodni vlastnosti, coZ mu otevira nové moznosti v zZivotnosti a jeho
odolnosti v riznych aplikacich, naptiklad byl prokazéan jeho uc€inek pii opravé centralniho
nervového systému [49]. Vlastnost biologické rozlozitelnosti (pfirozené, plisobenim enzymu
¢1 mikroorganismil) €ini piirodni gely vhodnymi pro pouziti v roli implantatli, nebot’ se
nemusi chirurgicky odstranovat. Kyselina polymlécna (PLA) ¢i polyvinylalkohol (PVA) se
Casto pouzivaji jako nosiCe 1éCiv, protoze jsou schopné se prirozené rozlozit. I diky své
hydrofilni povaze jsou hydrogely hlavnimi zdroji pro vyrobu biomaterialii, kde je
rozhodujici kompatibilita s imunitnim systémem téla. Hydrofilni povrch hydrogelu totiz
zajiStuje minimalizaci mezifdzového napéti, které hrozi v prostiedi télnich tekutin. Sitova
struktura fidi miru bobtnani a to ji déla zodpovédnou za viskoelastické a elastické vlastnosti.
Vysledna pruznost zajisti podobnost se strukturou tkani, zatimco tuhost (pevnost) hydrogelt
se stava dilezitou v piipadé aplikace v tkdfiovém inZenyrstvi, proto, Ze pevnost materidlu ve
scaffoldech urcuje bunééné prostiedi a ovliviiuje jejich morfologii a adhezi. Na druhou
stranu hydrogel s nizkou hodnotou pevnosti nachazi vyuziti ve formé nosi¢ti v injekénich
terapii [48]. Slaba mechanickd odolnost, mize podstatn¢ piekazet pti pouziti ve formé
riznych senzort [18]. OvSem tfeba vyzkumny tym H. Y. Cheunga (2007) vyfesil nizkou
mechanickou pevnost tak, Ze pfipravil leSeni na bazi hydrogelu a kompozitu pro riist kostni
chrupavky [50]. V biomedicinskych aplikacich kvili nutnému byt v kontaktu s lidskym
télem, je dilezité tepelna stabilita hydrogelu pfi teploté 37 °C. Takovym piikladem mohou

byt termoresponzivni hydrogely, tedy materidly, které méni své fyzikalni nebo chemické
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vlastnosti v zavislosti na teploté. Tyto materidly reaguji na zmény teploty napiiklad tak, Ze
se mohou rtizn¢ stahovat, rozpoustét nebo meénit svoji strukturu. Pfi¢inou takového chovani
souvisi s pritomnosti specifické struktury, které jim umoznuji reagovat na konkrétni teplotni
zmény. Pfi zvySeni nebo snizeni teploty dochédzi k fazovym prechodim, zméndm
konformace nebo rozpousténi polymeru. Jednim znejzndméjSich termoresponzivnich
polymert je Poly(N-isopropylakrylamid) (PNIPAm), ktery se pfi teploté kolem 32 °C stava
hydrofilnim (rozpustnym ve vodég), zatimco pii teploté se naopak stdva hydrofobnim
(nerozpustnym). Termoresponzivni hydrogely lze vyuzit napiiklad pro fizené uvoliovani
1é¢iv, jako nosiCe pro cilenou 1é¢bu at’ uz ve formé riznych hydrogeld, mikrokapsli
a inteligentnich povlakl. [36]. Rizné sméry medicinskych aplikaci, ve kterych se miize
realizovat termosenzitivni hydrogel na bazi chitosan-f-glycerophosphate zobrazuje Obrazek

11 nize [51].
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Obrazek 11: Konkrétni aplikace thermoresponzivnivh hydrogelii na bazi chitosan-f-
glycerophosphate

PHEMA (Poly (2-hydroxyethyl methacrylate)) je polymer, ktery ve vod¢ vytvari
nerozpustny hydrogel. Tento materidl byl pivodné syntetizovan pro pouziti v kontaktnich
c¢oc¢kach Drahoslavem Limem a Ottou Wichterlem a stile predstavuje jeden znejvice
pouzivanych hydrogelii v oblastech hojeni ran, kontaktnich ¢ocek a regenerace kostni tkang.
Svoji povahou neovliviiuje prubéh biologickych procesi, je odolny vaci degradaci,
biokompatibilni a tvarny do riznych forem. Kvalita jeho vlastnosti zavisi stupni botnani

ametod¢ na zaklad¢ které byl hydrogel pfipraven [44; 52]. Dalsi skupinu hdrogeli



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 23

predstavuji tzv. elektricky citlivé hydrogely, které se uplatituji v oblastech ptfenost 1é¢iv
aumeélého svalstva [53]. Hydrogely na bazi PEG (polyethylenglykolu) ziskaly misto
v biomedicinskych aplikacich pfednostné diky své nulové toxicite, kterd je dostala az do

skupiny tzv. smart nanogels potiebnych v diagnostice rakoviny [54].

4.3 Déleni hydrogelu

Vlastnost hydrogelti reverzibilné reagovat na podminky prostiedi, ve kterém se pravé
nachézeji, se dostala mezi zakladni pozadavky hydrogelovych siti vyuZzitych v riznych
oblastech aplikaci. Teplota, iontova sila, pH, svételné podminky a elektrické, respektive
magnetické stimuly jsou dostatecnymi proménnymi pro reakci skupiny gelt v tzv. smart
hydrogels. Pti vybéru jakékoli z uvedenych moznosti obvykle existuje kriticky bod, ktery
dosahuje limitni odezvy pfislusného hydrogelu. Na zékladé zminénych podnéti se
hydrogely déli na pH responzivni, termoresponzivni a elektricky responzivni hydrogely [44;

53].

4.3.1 pH responzivni hydrogelové sité

Jedna se o hydrogely, které reaguji na zménu pH prostiedi a patii mezi nejvice zkoumanou
skupinu hydrogelt s fyziologickou odezvou. Jejich sit¢ maji piitomné na hlavnim
polymernim fetézci kyselé nebo zéasadité vedlejsi skupiny. Hydrogely citlivé na pH jsou
vétSinou schopné reagovat i na zmény iontové sily. A to piednostné v oblasti pK hodnoty
funk¢ni skupiny citlivé na pH. Reakce na prostiedi s odpovidajicim pH a iontovou silou vede
k ndhlému zvyseni botnaci schopnosti. Do ionizovatelnych vedlejSich skupin se mohou fadit
karboxylové kyseliny nebo aminové skupiny [44]. Poly(kyselina methakrylova) (PMAA)

patii mezi casto zkoumané polymery, konkrétn¢ v oblasti uvolnovani 1€civ [53].

4.3.2 Termoresponzivni hydrogelové sité

Pro vyraznou reakci termoresponzivniho hydrogelu na teplotu okolniho prostredi, je potifeba
cilenou sit’ dostat do podminek konkrétniho teplotniho rozmezi, které urcuje polymerni
matrice hydrogelu. Je klicové se zde tidit charakteristickou hodnotou polymerniho roztoku,
ato nizsi kritickou teplotou roztoku (LCST). Pod LCST je hydrogel nabotnaly (vliv
navazanych molekul vody), po ptfekroceni této teplotni hranice miZe dojit k fazovému
rozdéleni hydrogelové sit¢ a odd€lenych molekul vody [44]. Zastupcem teplotné citlivého

polymeru je poly(N-izopropylakrylamid) (PNIPAAm) s LCST kolem 34 °C [53].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 24

4.3.3 Elektricky responzivni hydrogelové sité

Schopnost téchto materidlii reagovat na piisobeni elektromagnetického pole piredstavuje
zajimavou vlastnost, pozorovatelnou u libovolného polyelektrolytového gelu, napf.
u PHEMA. Neutralni hydrogely samy o sob¢ zadnou reakci nevykazuji, avSak stavaji se
elektromagneticky citlivymi, pokud jsou propojeny s dielektrickymi kapalinami nebo
elektricky reagujicimi Casticemi. Umisténi polyelektrolytového gelu do elektrického pole
s potencialnim gradientem ma za nasledek bud’ nartst objemu nebo smrsténi hydrogelu, a to
sohledem na jeho naboj. Mira odezvy hydrogelu je proménlivd v zavislosti na
podminkach/parametrech plsobiciho pole (velikosti napéti, dielektrickych vlastnostech
a iontov¢ sile okolniho média), tak vybrané¢ho polymeru (stupni zesiténi hydrogelu, hustote
naboje). Tyto variabilni podminky ovliviiuji silu a pravdépodobnost elektrickych interakci

v hydrogelu, coZ formuje celkové chovani tohoto materidlu v elektromagnetickém poli [53].

4.4 Charakterizace hydrogeli

Pro zvazeni konkrétnich aplikaci je nutné hydrogel ptislusné charakterizovat z riiznych
pohledti. Sté€Zejni pozadavky formuji mimo jiné velikost a morfologii hydrogelu, jeho
chemické slozeni, rychlost absorpce, mechanické vlastnosti a biokompatibilitu.
Charakterizuji se tedy fyzikalni ( degradace, porozita, tepelna stabilita), chemické (chemické
slozeni), mechanické (pevnost v tahu/tlaku, houzevnatost), reologické (viskozita)
a biologické vlastnosti [18; 55]. Existuje ale fada funkénich vlastnosti, které mohou byt
uobecné idedlniho hydrogelu pozadovany, napiiklad vysokd absorpéni kapacita ve
fyziologickém roztoku, témei dokonala biodegradabilita, nizka cena a vysoké odolnost proti
botnani béhem skladovanim. K dosazeni nejvice kompaktnich hydrogelti v praxi pfispiva
optimalizace vyroby, ktera se postard o vyvazeni pozadovanych vlastnosti hydrogelu.
Hydrogely se nejvice 1i8i s ohledem na aplikaci, napt. hydrogely pouzivané v drug delivery
musi byt porézni a citlivé na zmény pH, respektive na teplotu prostredi [56]. Vysledky v této
praci byly charakterizovany vyhradné metodami, které¢ obecné reflektuji chemické slozeni
analyzovaného hydrogelu za i¢elem potvrzeni uspésné syntézy novych funkénich skupin na

polymerni fetézec hyaluronanu.

4.4.1 Nuklearni magneticka rezonance (NMR)

Nukledrni magnetickd rezonance predstavuje metoda poskytujici informace i spektralnim

slozeni analyzovaného vzorku (kvalitativni, kvantitativni). Jednd se o nedestruktivni
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metodu, ktera se vyuziva u analyzy chemického sloZeni polymert, jejichZ nativni polymerni
fetézce byly obohaceny o nové funkéni skupiny. Ve form¢ magnetické rezonance (magnetic
rezonance imaging, MRI) se pouziva v nemocnicich na zobrazeni hustoty vody v téle
pacienta. JelikoZz jsou tyto energetické ucinky velmi malé (mnoho fadovée nizsi nez energie
slabych chemickych vazeb), jedna se o pro clovéka bezpecnou metodu. Zakladem NMR
analyzy (sestava na Obrazku 12) je mit homogenni magnetické pole, kde méfeni probiha.
Samotna analyza chemické latky probiha na zaklad¢ absorpce elektromagnetické energie
jadry neradioaktivniho izotopu, tedy vloZeném neionizujici zafeni v magnetickém poli.
Ptikladem mutze byt vlozeni sklenice vody do magnetického pole a pfipojeni
radiofrekvencniho impulzu. Tim se stimuluji atomova jadra pfitomného vodiku k pfechodu
mezi svym zakladnim a excitovanym stavem. Informace o chemickém prostiedi
studovan¢ho izotopu nesou frekvence a intenzity, za kterych elektromagnetické pole se
vzorkem atomu reaguje. NMR detekuje pouze ta atomova jadra, ktera maji nenulovy jaderny
hlovy moment nebo spin. Radi se sem napf. vSechny izotopy vodiku, 'H (protium),
’H (deuterium) a *H (tritium). Jelikoz ma kazdy z nich v magnetickém poli svou vlastni
rezonan¢ni frekvenci, mohou byt v NMR méfenich rozliSeny. NMR analyza miize byt
pouzita ikuréeni struktury biomolekul, napt. proteini a nukleovych kyselin [57; 58].
Vysledek méteni byva zaznamenéan v podobé spekter, na zaklad€ jehoZ analyzy se daji urcit
jak pfitomné funkéni skupiny (kvalitativni analyza), tak jejich kvantitativni zastoupeni

v méteném vzorku (substitution degree, DS) [18].
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Obrazek 12: Princip NMR analyzy
V piipadé kvantitativni analyzy hyaluronového polymerniho fetézce se do jeho reference
pouzivaji protony methylu, ktery se nachazi na N-acetylové skupin¢ HA. Ma definovany pik

v oblasti 1,95 ppm (parts per million) chemického posunu [34].
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4.4.2 Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM)

Mezi dalsi nedestruktivni metodu lze zaradit skenovaci elektronovou mikroskopii. SEM
informuje o morfologii povrchu, krystalové struktufe ichemickém slozeni méfeného
vzorku. Zaznam byva s ohledem na parametry pfistroje kvalitné zaostfeny, at’ uz se jedna
o rozliSeni v fadech pm az nm. Vzorek (napt. hydrogel) musi byt pfed charakterizaci SEM
lyofilizovén a v ptfipad€ nutnosti skenovani jeho vnitini struktury opatrné pti¢né roziiznut.
Takto pfipraveny vzorek je ndsledné nalepen na uhlikovou pasku na kovovy tercik a za
danych podminek pokoven (Ar, Pt) tak aby bylo zajisténo co nejkvalitnéjsi zobrazeni.
Princip metody SEM spociva v detekci sekundéarnich elektront za vysokého vakua, tedy
zachyceni interakce vlozeného vzorku s elektronovym svazkem [59]. V piipadé hydrogelt
je stézejni pritomnost a piipadnd mira porozity, kterd je dulezitd pro drug delivery
a scaffoldy, nebot’ je tfeba v téchto oblastech biomedicinskych aplikaci pocitat s velikosti
bun¢k, kter¢ by se pfipadné kultivace ucastnily [18]. Instrumentace skenovaciho

elektronového mikroskopu je uvedena na Obrazku 13.
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Obrazek 13: Nacrt SEM
4.4.3 Tahové zkousky

K ziskani informace o mechanickych vlastnostech hydrogelu se pouziva tzv. tahovy tester.
Toto méteni vyzaduje, aby métené vzorky hydrogeld mély definované rozméry délky, Sitky

a tlouStky. Hydrogel béhem zkousky podléhd jednoosému tahu pii definované rychlosti do
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té doby, nezZ se protrhne. Vyhodnocena hodnota Youngova modulu poskytne miru tuhosti,
respektive pruznosti prislusného hydrogelu. Zacykleni téchto zkousSek v principu zatézovani
a nasledné¢hoodlehcovani s nastavenymi parametry deformace poskytne informaci
o unavové odolnosti materidlu. Timto zpisobem se d4 vyhodnotit i jiz zminény self-healing
hydrogelové sité. Tedy srovnadnim tc¢innosti hydrogelu pted prvni zkouskou a toho, ktery uz
zkouskou prosel a jeho struktura je porusend. Takové mechanické pozadavky vyuzivaji napft.

senzory [18].

4.4.4 Botnaci testy

Hodnota tzv. stupné botndni hraje dulezitou roli pii hodnoceni stabilizace hydrogelu.
Informuje o stabilité¢ definované struktury hydrogelové sit¢ a o mnozstvi zadrZzené vody ¢i
pufru [38], coz je mimo jiné urceno 1 hustotou hydrogelové sité. Vysoké hustota zajistuje
vysoky pocet uzli, jez se mize projevit napt. vysokou pevnosti, naopak nizka hustota sité
se projevi zejména ve schopnosti hdrogelu pojmout vice kapaliny, tedy botnat (za celem
snizeni vnitiniho objemu site). Stupeni botnani (SB) je mozné definovat jako mnozstvi vody
(Mypaq V gramech), které mize dand polymerni sit’ (mgy v gramech) v dehydratovaném

stavu a rovnovaznych podminek absorbovat (Rovnice 1) [60]:

SB=———— (1)

4.4.5 Testy biokompatibility

Vzhledem k rozsdhlému vyuziti hydrogela v oblasti biomediciny, je dtlezité zhodnotit, jak
na né reaguji bunky, tkdn¢ a bakterie. Biologické vlastnosti hydrogelti mohou byt obecné
studovany jak in vivo, tak in vitro. Konkrétné cytotoxicita, kompatibilita s krvi
a antibakterialni vlastnosti mohou byt zkoumdny in vitro. K hodnoceni cytotoxicity
hydrogelt Ize vyuzit dva rtizné ptistupy. Bud’ se zvoli test pfimého kontaktu, nebo se
rozhodne na zdklad¢ provedenych extrakti hydrogelu. V prvnim ptipadé je hydrogel
umistén do pfimého kontaktu s vybranymi bunikami. V druhém piipad€ je potieba nechat
vzorky hydrogelu po ur¢itou dobu ve zvoleném fyziologickém roztoku, které se k bunkam
nasledn¢ ptidaji. Kazdy test cytotoxicity pak pokracuje stejné, hydrogel je bunky osazen
o znamé hustoté, probehne kultivace at’ uz ptimo ¢i nepiimo (ve specifickém kultivaénim
roztoku po urcitou dobu a konkrétni teploty) anasledné¢ je test vyhodnocen [18].
Zivotaschopnost bunék a jejich piipadnou proliferaci lze sledovat pod fluorescenénim

mikroskopem. Buiiky jsou obarvené specidlnimi barvivy, tak aby bylo mozné rozlisit zdravé
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(zivé) od téch poskozenych (mrtvych). Pouzivaji se fluorescenéni barviva, napf. calcein-AM
a propidium jodid. Vyhodnocuje se na zéklad¢ reference, tedy znamého mnoZzstvi adovanych
bunék. Dalsi dtlezitou informaci je degradace chemické struktury hydrogelu ¢i matrice
biomateridlu. Biokompatibilni hydrogel by mél byt schopen rozkladu na monomery, které
nejsou toxické, ale metabolicky upravitelné a jsou rozpustné ve vodé. Zadny z degradaénich
procesti by nem¢l negativné ovlivnit své okolni prostiedi (napt. poSkodit tkan¢€). Proces
rozpadu vazeb, muze nastat vlivem probihajici hydrolyzy ¢i piisobenim enzymi. Na dobu
degradace ma vliv n€kolik faktort. Mezi n¢ patii pomér zastoupeni bunika/polymer. Pfi
vys$§im zastoupeni polymeru nez bunck se sice docili snizeni rychlosti degradace a tim
prodlouzeni degrada¢niho procesu, ale zaroven se to miZe projevit Spatnou regeneraci tkani.
Mezi dalsi klicové faktory degradace patii koncentrace polymeru a taktéz citlivost vybrané
modifikace matrice 3D hydrogelové sit¢ na enzymatickou degradaci [61]. VétSina hydrogeli
je diky svym hydrofilnich funkénim skupindm kompatibilni s imunitnim systémem lidského
téla. Prirozend hydrofilita totiZ minimalizuje mezifazové napéti mezi hydrogely a ob&hem
télnich tekutin. Mékkost povrchu hydrogelovych siti zase zajistuje pouze nepatrny kontakt
s okolnimi tkdnémi a ptipadného povrchového napéti. V ptipadé hydrogeli zavedenych do
zivych systému (napt. dialyza¢ni membrany, rozlozitelné stehy, docasné cévni stépy [48])
je potieba sledovat reakci imunitniho systému na jeho pfitomnost. Proto se provadi test
imunogenity, tzn. hodnoceni imunitni odpovédi organismu na terapeutické proteiny nebo
biologické léciva. Kdyz pacient dostane 1é€ivo, jeho imunitni systém muze reagovat tvorbou
anti-lékovych protilatek tzv. ADAs, které mohou ovlivnit ii€innost a bezpecnost 1éCiva. [61].
Zavedeny biomateridl mlize v negativnim pfipad¢ vyvolat pfirozenou reakci imunitniho
systétmu a izolovat implantovany materidl do fibrotického pouzdra. Takova imunitni

odpovéd’ miize vést k vyraznému zkraceni doby degradace, ne-li k iplnému konci [61].

4.4.6 Reologické vlastnosti

Reologie predstavuje védni obor zabyvajici se studium toku a deformac¢niho chovani kapalin
i pevnych latek. Z pohledu hydrogelt tak reologie ptedstavuje ide4dlni metodou k pochopeni
jejich mechanickych vlastnosti, mechanismti gelace a chovani hydrogeli béhem toku a po
ném. Jak uz bylo uvedeno hodnoceni reologického chovéni hydrogeli béhem toku a po ném
ma zasadni vyznam napf. pti analyze chovaji béhem injekéniho vsttikovani, naptiklad pokud
se planuje jako metoda jeho zpracovani napt. 3D tiskem. Reologicka (tokova) povaha je
dana odporem, ktery viici toku plsobi. Jejich vztah je obecné zakomponovan v poméru

smykového napéti a smykové rychlosti, ktery informuje o hodnoté viskozity hydrogelu.
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Viskozita méa pfimy vliv na tisknutelnost (velikost indukované sily). Tok je vyznamné
ovlivnén koncentraci zastoupeného biomaterialu/ jeho slozek, teplotou a ptipadnou metodou
syntézy bunck a biomaterialu [61]. Jak uz bylo naznac¢eno, z pohledu hydrogelu je klicovym
parametrem tzv. bod gelace, tedy stav ve kterém material piechazi ze stavu gelu do stavu
solu a obracené. V reologii lze tento ptechod poznat podle totozné hodnoty storage (G')
a loss mudulu (G"). Polymerni roztoky jsou charakteristické viskozitou za nizkych frekvenci
a elasticitou za vyssich frekvenci. Elasticita je stav, kdy sftorage modul dosahuje vyssich

hodnot nez loss modul [55].

4.5 3D tisk

Metoda 3D tisku respektive metoda aditivni technologie, spociva v postupném skladani
vrstev materidlu v 3D objekt o definovanych rozmérech. Tato metoda pracuje na principu
vytvareni objektti pomoci kontrolovaného piidavani materialu. Z ptivodniho zaméteni 3D
tisku jako metody zamétené prevazné na rychlou ptipravu prototypt (vyrobu fyzickych
pozadavkii. Tim se tato tiskova metoda rozsifila do mnoha oblasti.. 3D tisk se za uplynulé
roky vypracoval na takovou uroven, ze se jeho produkty lisi ve vlastnostech, designu, ale
1 v samotném vyuZiti, které 1ze nalézt od mediciny (3D zobrazovani) [62] po stavebni
primysl (mosty) [63]. Princip aditivni technologie je pro vSechny metody 3D tisku témét
totozny, a je tvofen 3 kroky. Prvni krok zahrnuje vytvofeni budouciho modelu pomoci
ptislusného programu, napiiklad CAD (pocitaCem podporovany design), Catia nebo
Inventor. Tento model by mél odpovidat pozadovanému vytisku ve svém tvaru, velikosti,
poctu vrstev, stupné plnéni atd. Ve druhém nésledujicim kroku je ptipraveny model
pfeveden do rozhrani tiskdrny, kde je rozfezan na jednotlivé fezy, jedna se o tzv. slicovani.
Béhem procesu slicovani je navrzeny 3D model rozloZen na 2D fezy, podle kterych tiskarna
postupné tiskne jednotlivé vrstvy materialu (vyska tisku ur¢uje posun tiskové hlavy ve sméru
osy z). Ve tfetim atedy poslednim kroku dochézi k samotnému tisku pozadovaného
vyrobku, coz vede k vytvoreni redlného vytisku odpovidajiciho pouzitému modelu. Pouziti
konkrétnich tiskovych materiali zavisi na metodé tisku. Mezi nejb&znéjsi a nejpouzivané;si
materidly patii polymery (syntetické nebo piirodni). Tyto materidly maji vyhodné vlastnosti,
jako je snadna zpracovatelnost, mechanickd odolnost a nizké naklady na vyrobu, cozZ je
predurcuje k vysokému uplatnéni v 3D tisku. Chovani tiskovych materidlti se 1isi v zavislosti
na jejich molekulové hmotnosti, plnivu a typu polymeru (termoplast, termoset, krystalicky

nebo amorfni polymer). [64].
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4.5.1 Rozdéleni technologie 3D tisku

Norma ASTM F2792-12A [65] déli technologii 3D tisku do 7 kategorii: Binder jetting,
Directed energy deposition, Materials jetting, Powder bed fusion, Sheet lamination, Vat
Photopolymerization, Materials extrusion. Kazda zuvedenych technologii ma své

specifické vyuziti, bylo by tedy undhlené je vzajemné srovnavat.

Binder jetting

Jedna se o rychly proces tisku ve 3D, ktery se upiednostiiuje v oblasti vyroby prototypt [66].
Tato technologie vyuziva selektivni nandseni chemického pojiva pomoci trysky na praskovy
material, ¢imz se vytvaii jednotlivé vrstvy [65]. Jelikoz jde o propojovani praskovych castic,
1ze tisknout 1 velké objekty. Binder jetting mize byt pouZit k vyrob¢ surovych sintrovanych
vyrobkil a forem pro odlévani. Pomoci této metody lze zpracovavat materialy, jako jsou

kovy, pisky, polymery a keramika [67].

Directed energy deposition

Voln¢ ptelozeno jako fizené nanaseni energie, kdy je cilend tepelna energie (laser) zdrojem
taveni materialu béhem jeho nanaSeni [65]. Obvykle se pouZiva k opravam nebo ptidani
dal$iho materidlu k jiz vytvofenym soucastem. Technologie si zaklada na diikladné kontrole
struktury zrn, o¢ekavaji se tedy produkty o vysoké kvalité. Vstupnim materidlem zde mtze
byt keramika, polymery i kovy (prasek, drat) [68]. Konkrétn€ laserové nanaseni je oblibené
u oprav dilt (v oblastech ropného i leteckého odvétvi) jejiz rozméry se pohybuji v rozsahu

milimetrii az metrt [66].

Materials jetting

Jedna se o metodu aditivni vyroby, kterad pracuje podobné jako standardni injektova tiskarna.
Pfi tomto tiskovém procesu tiskova hlava (podobné tém, které se pouzivaji pro tisk textu
a obrazkt na papir) aplikuje kapky materialu na tiskovou plochu a nasledné jsou tyto kapky
vytvrzeny pomoci ultrafialového svétla nebo tepla, ¢imz se vytvari 3D objekt, vrstvou po
vrstvé [65; 66]. Takto se daji pripravit produkty s hladkym povrchem a pfesnych rozmért.

Mezi tisknutelné materialy lze zatadit keramika, polymery a kompozity [68].

Vat Photopolymerization

Fotopolymerizace patii do skupiny nejvice vyuzivanych metod 3D tisku. Soucasti jsou

fotoreaktivni polymery, které jsou vytvrzeny pomoci laseru, svétla nebo UV zateni [66; 69].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 31

KliCovymi parametry pii tomto druhu polymerizace jsou vlnova délka pouzitého zdroje
svétla, doba expozice a mnozstvi dodaného svétla. Na tomto principu funguji aditivni
technologie typu stereolitografie (SLA, stereolithography) a digitadlni zpracovani svétlem
(DLP, digital light processing). U SLA je mnoho vlivnych faktori, mezi néz patii volba
fotoiniciatoru a pfitomnost pigmentd ¢i barviv. Tento druh vytvrzovani je idealni volbou pro

vyrobu produktl o kvalitnim povrchu [66].

Materials extrusion

Tato technologie predstavuje metodu 3D tisku, kterd pracuje na principu selektivniho
davkovani materidlu skrze trysku ¢i jiny otvor [65]. Diky jednoduchosti, nizkym provoznim
nakladiim a schopnosti vytvafet sloZité geometrie, se jednd o nejvice rozSifenou metodu
aditivni technologie. Piikladem takové metody tisku je Fused deposition modeling (FDM).
Jedna se o technologii umoziujici extruzni tisk, kdy je proces tisku fizen tiskovou hlavou,
ktera pracuje na zaklad¢ aplikace sily nebo tlaku. Tlak potfebny k vytlacovani materialu lze
generovat s vyuzitim (1) stlaceného plynu (pneumaticky), (2) pistu (princip injekéni
stiikacky) anebo (3) Sneku (posuvna vnitini spirdla) [70]. Uvedené tiskové hlavy jsou pro
lepsi predstavu naértnuty na Obrazku 14 nize. Ukolem systému FDM je zahtat material do
polotekutého stavu, skladat ho vrstvu po vrstvé smérem zdola nahoru podél vytlacovaci
drahy a tam, kde je zapotfebi model vyrovnat, pfidat tzv. podpéry. Ty se po ukonc¢eni tisku
odstrani [66]. Funkci hlavniho materidlu zde mize mit polymer syntetického plivodu [66]
(PEG, PVA), biopolymer (kolagen, Zelatina, hyaluronan) ¢i hydrogel [61; 69].

Pneumaticky Pist Sne

e

—_

g m— Vstup

Obrazek 14: Ptiklady 3 typt tiskovych hlav pro extruzni tisk [71]
4.5.2 Aplikace aditivni technologie 3D tisku

Neustaly vyvoj 3D tisku dostava tuto technologii do stale SirSich oblasti [66]. Letecky

vvvvvv
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se mohou podstatné sniZit ndroky na spotiebu paliva. Je Casto Zadan k vyrob& ndhradnich
dil motoru, které jsou nachylné k ¢astym vymeénam [72]. V oblasti stavebnictvi je znamy
3D tistény dim zvany Apis Cor Printed House v Rusku [73]. 3D tisténé zatizeni odhaluji
potencidl i v podobé elektrod, které mohou byt vyrobeny podle konkrétnich pozadavki.
Proces 3D tisku 3D elektrod je v dnesni dobé uz tak automatizovany, ze dosahuje vysoké
miry pfesnosti a umoznuje dokoncit proces tisku ptikladnych 8 elektrod za pouhych 30
minut [74]. Rozsahlejsiho vyuziti ovSem 3D tisk nabyva v oblasti mediciny. At uz se jedna
0 3D modely s uc¢elem nauky klinickych procedur a simulaci patologického stavu pacienta
[66], tisku 3D ktuze (k testovani farmaceutickych a kosmetickych vyrobkil) [75], kosti
a chrupavek (formou nahrady po tirazu, nemoci) [76; 77], tkani [78] nebo ptimo tkénového
inzenyrstvi [61]. Rozmachu personalizované mediciny jist¢ pomohla 1 3D technologie. Ta
v této sféfe dokaze po zpracovani dat z pocitaCové tomografie (CT) ¢i ultrazvuku (US)
a jejich prevedenim do formatu DICOM (Digital imaging and communications in medicine)

vytisknout pomicky ,,usité na miru* jednotlivym pacientiim (implantaty, ortézy) [77].
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5 POPIS EXPERIMENTU

V navaznosti na ptredchozi vyzkum provedeny v radmci bakalaiské prace, kterd byla
zaméiena na modifikace hyaluronanu a jeho vyuziti pti ptipravé hydrogelt, byly provedeny
experimenty, které vedly k aplikaci hyaluronanovym hydrogeld do oblasti 3D tisku.
Navazujici experiment diplomové prace je tvoien n€kolika kliCovymi kroky, jak je

naznac¢eno na Obrazku 15.
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Obrazek 15: Schéma navrzeného experimentu [40; 61; 79]
V prvni fazi samotného experimentu byla provedena modifikace hyaluronanu za ucelem
zavedeni funkcnich skupin (oxo, amino) na polymerni fetézec HA, které byla
optimalizovana v bakalatské praci [80], a na kterou tato diplomové prace navazuje. Ptiprava
oxo skupiny na polymernim fetézci HA byla provedena oxidaéni reakci. Pfipojenim
dihydrazidu kyseliny adipové (ADH) na nativni fetézec HA se za piidani riznych
aktivacnich ¢inidel (DMTMM a EDC) podatilo uspésné€ navazat aminové funkéni skupiny
na HA. Tato aktivaéni ¢inidla byla vybrana s cilem je vzajemné srovnat z pohledu Cistoty
produktu, jednoduchosti reakce a U€innosti modifikace (DS). VSechny modifikace HA
(oxidace, amidace) byly provedeny s ohledem na molekulovou hmotnost HA, ekvimolarni
pomeér jednotlivych slozek a podminky reakce obou modifikaci. Ziskané derivaty HA byly
nasledné analyzovany pomoci metod NMR, a FT-IR. Druha faze experimentu byla zalozena
na piipravé zesitovaného hyaluronanu vyuZzitim metody Schiffovy baze (pomér pouzitych
derivatu HA 1:1), za vzniku nerozpustného hydrogelu. Hydrogely sitované Schiffovou bazi
totiz stale vice pfitahuji pozornost zejména kvili moznosti vytvaret vazby piimo
v organismu s buiikami, tkanémi nebo bioaktivnimi latkami za fyziologickych podminek,

dale také kvili biokompatibilité, lehce kontrolovatelnym reakénim rychlostem a jejich
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uplatnéni jako injektovatelné hydrogely. Pfipraveny hydrogel byl z divodi nasledné
charakterizace (porozita pomoci SEM) lyofilizovan a charakterizovan. Béhem treti faze
experimentu byly ladény optimalni parametry zpracovani piipravenych derivati s vyuzitim
metody 3D tisku (rychlost pohybu tiskové hlavy, pocet vrstev nandSené¢ho materidlu,
rychlost vytlacovani, teplota podlozky apod.) a samotny 3D tisk definovanych mitizek
hyaluronanovych hydrogelii. Vytisknuté miizky byly ndsledné€ charakterizovany (reologické
méfeni, botnani) a ve finalnim kroku experimentu stabilizovany vybranymi roztoky soli
(chlorid strontnaty, chlorid vapenaty, chlorid Zelezity) v riznych ¢asovych intervalech za
ucelem eliminace jejich degradace v roztoku. V pribéhu feSeni diplomové prace byly

nékteré ze ziskanych vysledki publikovany [40], jak doklada ptiloZena citace.

5.1 Pouzité materialy

K ptipravé hydrogelti byla pouzita sodna stl kyseliny hyaluronové (kosmeticka Cistota)
o molekulovych hmotnostech 124 kDa, 243 kDa, 1,18 MDa a 1,5 MDa — od firmy Contipro
group, a.s. (Dolni Dobroug, Ceska republika). Pfi modifikacich byly pouZity tyto materialy:
deionizovana voda (demi), dihydrazid kyseliny adipové (ADH), 4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-
triazin-2-yl)-4-methylmorpholinium chlorid (DMTMM), 1-ethyl-3-(3-(dimethylamino)-
propyl)-karbodiimid (EDC), hydrogenuhli¢itan sodny (NaHCO3), chlorid sodny (NaCl),
I-hydroxybenzotriazol (HoBt), dimethylsulfoxid (DMSO) a dialyzatni membrany
(SnakeSkin™ (MWCO 3500, vnitini pramér 35 mm), Spectra/Por 4 (MWCO 12-14 kDa,
vnitini pramér 32 mm)). Pro Gpravu pH se pouzivaly roztoky kyseliny chlorovodikové
(0,1M HCI) a hydroxidu sodné¢ho (0,1M NaOH). Na pfipravé oxidované¢ formy HA bylo
pouzito oxidacni cinidlo jodistan sodny (NalO4), a pentahydrat thiosiranu sodného
(NazS203-5H20). Pfi stanoveni stupné oxidace (HA-OX) byl pouzit 0,25N roztok
hydroxylamin hydrochloridu (p.a), 0,1M NaOH (p.a), 0,1M kyseliny $tavelové (COOH)>
spolu s barevnym indikatorem (fenolftalein). Ptipravené derivaty HA byly pfi sitovani
rozpustény ve 0,1M fosfatovém pufru (pH=7,4) ato za laboratorni teploty. Ke zvySeni
stability hydrogelt byly pouzity roztoky soli hexahydratu strontnaté soli (SrCl2-6H20),
chloridu vapenatého (CaCl) a chloridu zelezitého (FeCls).

5.2 Priprava derivata HA

Jak uz bylo zminéno v teoretické Casti praci, zvolena metoda sitovani, Schiffova baze
funguje na principu spojeni aminovych a aldehydovych funkénich skupin za vzniku iminové

vazby mezi zvolenymi polymernimi fetézci, ¢imz vznika zesitovana struktura (hydrogel).
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Aby bylo mozZné tuto sitovaci reakci provést, bylo nutné pfipravit dva odlisné derivaty
hyaluronanu, tedy jeho amidaci a oxidaci. Podstatou prvni chemické modifikace, tedy
amidace bylo na polymerni fetézec HA navdzat aminové funkéni skupiny (NH»2) ato
prostiednictvim navdzanim adipové kyseliny na nativni polymerni fetézec HA za
pritomnosti aktivaéniho ¢inidla DMTMM nebo EDC. Diivod pouziti dvou rozdilnych
aktivacnich c¢inidel spocival v porovnéni jejich u€innosti (z pohledu stupné substituce),
jednoduchosti provedené reakce a v neposledni fad¢ i Cistoté vysledného produktu. Reakéni

schéma amidace hyaluronanu popisuje Obrazek 16.
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Obrazek 16: Schéma amidace HA v pfitomnosti aktivac¢nich ¢inidel DMTMM a EDC [40]

Aldehydové funkéni skupiny, bez kterych by nebylo mozné realizovat zamyslenou sitovaci
reakci, byly pfipraveny druhym typem modifikace HA, tedy oxidaci. Dilezitym faktorem
oxidace hyaluronanu je ptidavek oxida¢niho ¢inidla, jodistanu sodného. Za jeho ptitomnosti
totiz dochazi k oxidaci. Pti oxidaci dochazi k tzv. rozStépeni vazby mezi uhliky na
sacharidovém kruhu za vzniku dvou aldehydickych skupin, jak je vidét na nize ptilozeném
schématu (Obrazek 17). Vytvorené aldehydické skupiny nasledné reaguji s pfitomnymi
hydroxylovymi skupinami na sousednich fetézcich, které nepodlehly oxidaci, jejimz

vysledkem jsou tzv. cyklické hemiacetaly.
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Obrazek 17: Reak¢ni schéma provedené oxidace HA [40]
5.2.1 Priprava amidované formy hyaluronanu (HA-ADH) pomoci DMTMM

Na zakladé experimentu provedeném v bakalarské praci byly optimalizovany nasledujici

parametry samotné reakce (amidace): (1) mnozstvi a koncentrace polymeru, (2) ekvimolarni
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poméry reaktantli, (3) podminky reakce (teplota, doba, a pH). Prvni amidace HA byly
provedeny pro rozdilné molekulové hmotnosti nativniho hyaluronanu (My, = 124 kDa
a My =243 kDa). Jako aktiva¢ni Cinidlo bylo DMTMM. Samotnd modifikace probihala
nasledujicim zptisobem. Nejprve byl pfipraven 2,2% (w/w) roztok hyaluronanu jeho
rozpusténi v demineralizované vodé (5 g ve formé prasku; 0,0125 mol; 1 ekvimolarni
mnozstvi). K rozpusténému roztoku HA byl poté pfidan pfipraveny roztok ADH (2,18 g
prasku ADH bylo rozpusténo v 25 ml demineralizované vody; 0,0125 mol; 1 ekv. mn.). Po
jejich vzajemném smichani bylo upraveno pH roztoku na hodnotu (pH = 6,5) (pomoci 0,1M
HCI a 0,1M NaOH), ato po dobu 2 h. Po uplynuti uvedené doby bylo k reakéni smési
pfidano ve form& prasku DMTMM (0,86g; 0,00313 mol; 0,25 ekv. mn). Takto pfipravena
reakéni smés byla na magnetickém michadle kontinualné michdna po dobu 24 h pfi
laboratorni teploté. Po uplynuti reakéni doby byla reakéni smés pielita do dialyzac¢ni
membrany za ucelem jeji purifikace pomoci dialyzy. Prvnich 24 h probihala dialyza proti
roztoku soli (12,5 g NaHCO3 a 12,5 g NaCl na 10 1 demi vody), aby doslo kco
nejefektivngjSimu  vymyti nezreagovanych zbytkli pouzitych reakénich cinidel.
V nasledujicich 2-3 dnech se reak¢ni smés dale dialyzovala pouze proti demi vode¢.
Dialyzovany roztok byl poté preveden do sklenéné petriho misky a dale zamrazen nejprve
na teplotu -18 °C, déle pak na teplotu -79 °C. Zamrazené produkty byly nésledné¢ vlozeny
do lyofilizatoru a suSeny za téchto podminek (hlavni faze suSeni probihala pii tlaku
0,06 mbar, teplote -80°C, po dobu30 h, finalni suSeni (2. faze) probihalo pii tlaku 0,001 mbar
v délce trvani 10 h). Vyslednym produktem byla pevnd (vlaknita) forma amidovaného
hyaluronanu (HA-ADH), jak je vidét na pfilozeném Obrazku 18. Produkt byl poté ihned

zvazen a urcen vysledny vytézek reakce.

’ Doma

Obrazek 18: Lyofilizovana forma HA-ADH
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Na zéklad¢ zminéné reakce byly ptipraveny 4 modifikace HA-ADH (proménné hodnoty My

a vstupnich navazek) s aktivaénim ¢inidlem DMTMM jez jsou shrnuté v Tabulce 1.

Tabulka 1: Parametry produktii amidace HA pii pouziti aktivacniho ¢inidla DMTMM

poradi  aktivacni Mw  puvodni CELS vytézmost
modifikace c¢inidlo (kDa) m (g) ezih)ce reakce (%)
1 DMTMM 124 0,1 24 113,0
i DMTMM 243 0,3 24 97,7
3 DMTMM 243 5,0 24 101,5
4 DMTMM 124 5,0 24 92,3

5.2.2 Priprava amidované formy hyaluronanu (HA-ADH) pomoci EDC

Jak uz bylo zminéno, pii amidaci hyaluronanu byly vyuzity a porovnany 2 rozdilna aktivacni
¢inidla (DMTMM a EDC). Samotna modifikace probihala nasledujicim zptisobem. Nejprve
byl ptipraven 0,3% (w/w) roztok hyaluronanu HA jeho rozpusténi v demineralizované vodé
(2 g ve formé prasku; 0,005 mol; 1 ekvimolarni mnozstvi; My, = 124 kDa, My, =243 kDa).
K rozpusténému roztoku HA byl poté pfidan ADH ve formé prasku (26,13 g ADH; 0,15
mol; 30 ekv. mn.). Po kompletnim rozpusténi ptidaného ADH bylo upraveno a pH roztoku
na hodnotu (pH = 6,8) (pomoci 0,1M HCl a 0,1M NaOH). Za stalého michani bylo k reakéni
smési pridano 3,84 g EDC (0,02 mol; 4 ekv. mn.) a 2,70 g HoBt (ve form¢ 12 ml roztoku
DMSO:voda v poméru 1:1), 0,02 mol; 4 ekv. mn.). Pfidavek HoBtu vyvolal prudké snizeni
pH, které bylo potieba okamzité¢ upravit na ptivodni hodnotu pH= 6,8 (pomoci 0,1M HCI
a 0,1M NaOH) a udrZovat po dobu 2 h, za kterych se pH ustalilo na danou hodnotu. Takto
pripravend reakéni smés byla na magnetickém michadle kontinualné michéna po dobu 21 h
pfi laboratorni teploté. Po uplynuti reakéni doby Zavérem reakce byla reakéni smés pielita
do dialyza¢ni membrany za ucelem jeji purifikace pomoci dialyzy. Prvnich 24 h probihala
dialyza proti roztoku soli (12,5 g NaHCO3z a 12,5 g NaCl na 10 I demi vody), aby doslo k co
nejefektivnéj§imu  vymyti nezreagovanych zbytki pouzitych reakénich cinidel.
V nasledujicich 2-3 dnech se reakéni smés dale dialyzovala pouze proti demi vode¢.
Dialyzovany roztok byl nejprve poté preveden do sklenéné petriho misky a dale zamraZen
nejprve na teplotu -18 °C, dale pak na teplotu -79 °C. Zamrazené produkty byly nasledné
vloZeny do lyofilizatoru a suSeny za téchto podminek (hlavni faze suseni probihala pti tlaku
0,06 mbar, teplot¢ -80°C, po dobu. 30 h, findlni suSeni (2. faze) probihalo pii tlaku
0,001 mbar v délce trvani 10 h). Vyslednym produktem byla pevna (vlaknita) forma
amidované¢ho hyaluronanu (HA-ADH), ktery byl ihned zvdZen a uren vysledny vytézek
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reakce. Na zakladé téchto krokli zminéné reakce bylo piipraveno 6 produkti HA-ADH.
Tabulka 2 shrnuje vSechny vstupni (pofadi modifikace, aktivacni ¢inidlo, My, navazku a ¢as

reakce) a vystupni (vytéznost reakce) parametry reakce.

Tabulka 2: Souhrn dat z amidace HA s vyuzitim aktiva¢niho ¢inidla EDC

poiadi  aktivatni M,  pivodni ef:;:ce vytéinost

modifikace  Cinidlo (kDa) m(g) (b reakce (%o)
1 EDC 124 0,1 21 1049
2 EDC 243 0,1 21 105,7
3 EDC 243 1,0 21 101,3
4 EDC 243 2,0 21 103,1
5 EDC 243 2,0 21 115,9
6 EDC 124 2,0 21 89.4

5.2.3 Priprava oxidované formy hyaluronanu (HA-OX)

Za Gcelem ptipravy aldehydovych funkénich skupin na fetézci HA byla provedena oxidace
nativniho fetézce hyaluronanu. Nejprve byl pfipraven 1% (w/w) roztok HA (1,01 g;
0,0025 mol; 1 ekvimolarni mnozstvi; My = 1,5 MDa, My = 1,18 MDa) rozpusténim
v demineralizované vod¢ (50 °C, po dobu 24 h). K pfipravenému roztoku HA byla dale
pfidana smés ve vod¢ rozpusténého oxida¢niho ¢inidla NalO4 (0,594 g ve 4 ml destilované
vody; 0,0028 mol; 1,1 ekv. mn.). Tato reakéni smés byla nasledné kontinualné michéna po
zvolenou dobu (7,5 h; 10 h; 12 h) pfi laboratorni teploté (byla pouzita tmava nadoba nebo se
sm¢s zakryla alobalem z divodu eliminace interakce jodu se svétlem). Po ukonceni reakce
se do smési pfidalo 5 ml 10% roztoku NaS;03;, za Ucelem zreagovani piipadného
nezreagovan¢ho oxida¢niho cinidla Pfitomnost jodu se v pribéhu 1 h kontrolovala
jodoskrobovym papirkem. Po ukonceni reakce byla reakéni smés pielita do dialyzacni
membrany s prostiedim demineralizované vody za ucelem jeji purifikace. Dialyzovany
roztok byl poté pieveden do sklenéné petriho misky adale zamrazen nejprve na
teplotu -18 °C, dale pak na teplotu -79 °C. Zamrazené produkty byly nasledn€ vlozeny do
lyofilizatoru a suSeny za téchto podminek (hlavni faze suSeni probihala pfi tlaku 0,06 mbar,
teploté -80°C, po dobu. 30 h, findlni suseni (2. faze) probihalo pii tlaku 0,001 mbar v délce
trvani 10 h). Vyslednym produktem byla pevna (vldknita) forma amidovaného hyaluronanu
(HA-OX), ktery byl ihned zvazen aurcen vysledny vytézek reakce. Na zdkladé vysSe
uvedeného postupu tak bylo pfipraveno nékolik riiznych oxidaci HA v zavislosti na My

a Casu reakce, jak uvadi Tabulky 3 (My = 1,5 MDa) a 4 (My = 1,18 MDa).
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Tabulka 3: Vstupni a vystupni parametry oxidace HA (My = 1,5 MDa)

poradi M, pivodni cas  vyteznost

. reakce reakce
modifikace (MDa) m(g) h) %)

1 1,5 0,5 7,5 95,6

2 1.5 0,5 10 56,0

3 1.5 0,5 12 109,3

4 1.5 1,0 10 71,0

5 1,5 1,5 10 67,6

Tabulka 4: Vstupni a vystupni parametry oxidace HA (Mw = 1,18 MDa)

. o . ., Cas  vytéinost
poradi M, puvodni )
difikace (MDa) m (@) reakce reakce
. ® ()

1 1,18 1,0 7,5 89

2 1,18 0,5 10 88

3 1,18 0,5 12 1119

4 1,18 1,5 10 65

5 1,18 1,5 10 69.8

5.3 Metody pripravy a pouZzité pristroje
5.3.1 Charakterizace modifikovaného hyaluronanu

Infracervenda spektroskopie s Fourierovou transformaci (FT-IR)

Ovéieni navdzani novych funk¢nich skupin na hyaluronovy fetézec bylo potvrzenou
s vyuzitim metody infraervené spektroskopie (FT-IR). Pfi méfeni byl pouzit spektrometr
Nicolet iS5 s vyuzitim metody ATR (zeslabeny uplny odraz) na germaniovém krystalu.
Kazdy lyofilizovany vzorek byl pied samotnym meéfenim rozetfen v tfeci misce pomoci
hmozdite a vrstven, tak aby byla méfend vrstva vzorku dostate¢né¢ homogenizovana. Pied
méfenim byly nastaveny zakladni parametry méfeni, jez mohou ovlivnit kvalitu vysledného
spektra (pomér signalu k $Sumu). RozliSeni spektra bylo nastaveno na 4 cm’ (vzijemna
vzdalenost vystupnich past), spektrum bylo méieno 64 skeny a rozsah vinovych délek pro
méieni byl uréen na rozmezi 4000-400 cm™'. Mé&feni probihalo pii standartnim thlu dopadu
zéreni, 45 °. Vysledné spektrum (zavislost absorbance na vinoc¢tu) bylo poté vyhodnoceno
softwarem Omnic (plocha pod pikem, detekce jednotlivych pasti ve spektru a konkrétni

piifazeni funk¢nich skupin).
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Nukledrni magneticka rezonance (NMR)

Kromé¢ metody FT-IT byla pii spektralnim potvrzeni funkcnich skupiny vyuzita metoda
protonové nuklearni magnetické rezonance (‘"H NMR) za pouziti spektrometru JEOL ECZ
400 (JEOL Ltd., Tokio, Japonsko). V piipadé stanoveni 'H bylo méfeni realizovano pii
frekvenci 399,78 MHz za laboratorni teploty (25 °C). VSechny vzorky byly pfed analyzou
rozpustény (24 h; T = 25 °C) v deuteriované vodé (D20), a vysledna koncentrace vzdy
odpovidala hodnoté 8-9 mg/ml. Po rozpusténi byly vzorky ptevedeny do specialni sklenéné
NMR kyvety. Naméiena NMR spektra byla vyhodnocena v programu 4ACD/NMR Processor
Academic Edition, kde se charakteristické posuny piifadily odpovidajicim funkénim

skupinam. Chemické posuny byly vztazeny k referenci, t€zké vodé (D20, 4,75 ppm).
Stanoveni stupné disociace

Z naméfenych 'H-NMR spekter byl stanoven stupefi substituce (DS %), ktery odpovida
moldrnimu mnozstvi vazanych funkénich skupin vztazenych k moldrnimu mnozstvi vSech
dimert HA. Stupen substituce byl urcen jako relativni pomér signalu piku N-acetylové
skupiny D-glukosaminu HA(Na) odpovidajici oblasti 8 =2 ppm (3H protony) k signdlu piku
odpovidajici nové vazané (-CHz) z ADH (6 = 1,63 ppm) (2H protony) dle Rovnice 2
D’Esteho a spol. (2014) [36]:

HA — ADH
2
HA
3

DS(%) = -100 )

Stanoveni stupné oxidace (SO)

U produktii oxidace hyaluronanu byl stanoven tzv. stupen oxidace, a to na zakladé¢ metody
autortt Zhao a Heindel (1991) [81], ktefi pfi stanoveni pouzili hydroxylamin hydrochloridu
(Reakce 1):

HA-OX-(CHO), + H,N-OH - HCl — HA-OX-(CH=N-OH), + H,O + HCI (1

Aby bylo mozné stanovit mnozstvi aldehydovych (CHO) skupin z Rovnice 1, je dilezité
znat skute€né mnozstvi kyseliny chlorovodikové, napi. na zakladé¢ jeji neutralizace

(Rovnice 2):

HCl + NaOH — NaCl + H,O ©)
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Stanoveni SO bylo zaloZeno na ptipravé vzorki (1) nativniho polymeru (HA) a (2) oxidaci
modifikovaného HA (HA-OX) arozpuSténim daného mnozstvi vzorku (0,1 g)
v objemu 25 ml 0,25N roztoku hydroxylaminhydrochloridu s pfidavkem methyloranze
(pH = 4) za stalého michani na magnetickém michadle po dobu nejméné 2 h (T = 25 °C).
Rozpusténé vzorky byly titrovany 0,2M NaOH do dosazeni hodnoty pH 4. SO byl poté uréen
na zakladé spotfeby NaOH potiebného ke zvySeni pH méteného roztoku na hodnotu (pH 4)

dle Rovnice 3:

Myaiay 100
SO0 =¢C -V . . -1073 3
NaOH NaOH m(HA) MW(HA) ( )
M, (1.4

Kde: Cyaon @ Vngon piedstavuji skuteCnou koncentraci (mol/l) a spotfebu (1) NaOH,
M, 14y je molekulova hmotnost HA (vZdy jednotna pro srovnavané vzorky HA a HA-OX),
M, ptedstavuje molarni hmotnost jednotky HA a m(y,) navazka titrovaneho polymeru.
Hodnota skute¢né¢ koncentrace NaOH pouzitého pfi titraci byla urena na zaklad¢ titrace
0,1M kyseliny Stavelové. Za ucelem eliminace lidské chyby pfi titranim stanoveni, byl pfi
titraci pouzit automaticky titrator Titronic® universal (SI Analytics GmbH, Mainz,

Nemecko).

5.3.2 Sitovani HA

Piiprava hydrogeli metodou Schiffovy baze Sitovacimi reakcemi zvolenou metodou
Schiffovy baze byly pfipraveny hydrogely na bazi modifikovaného hyaluronanu. Reakce se
uskuteCiiovala mezi aminovymi (HA-ADH) a aldehydovymi (HA-OX) funk¢énimi
skupinami za pfipravy iminové vazby (C=N), které¢ Ize vidét na reakénim schématu na

Obrazku 19.
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Obrazek 19: Reakéni schéma sitovani hyaluronanu (HA-OX) hyaluronanem (HA-ADH) za
pripravy hyaluronanové hydrogelové sit¢ (HA sitovana HA) [40]
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Sitovaci reakce metodou Schiffovy baze zpravidla funguje bez nutnosti ptidavku sitovaciho
¢inidla, které by mohlo negativné ovlivnit cely systém z pohledu toxicity. Hydrogely byly
pfipraveny smichanim roztokd pfipravenych derivati (1%, 2% a 3%) HA-ADH a HA-OX
v neménném ekvimolarnim poméru (1:1). U takto pfipravenych hydrogelovych siti byl
sledovan cas potiebny k jejich plnému zesitovani (tzn. stav pevného gelu). Na zaklad¢
provedenych zkousSek sitovani byly vybrany nejlepsi kombinace modifikovanych HA (viz

Tabulka 5).

Tabulka 5: Konkrétni materidlové kombinace ptipravenych hydrogeli

Matrice M,

DMTMM/HA-OX 124 kDa/1,5 MDa
DMTMM/HA-OX 124 kDa/1,18 MDa
DMTMM/HA-OX 243 kDa/1,5 MDa

DMTMM/HA-OX 243 kDa/1,18 MDa
EDC/HA-OX 124 kDa/1,5 MDa
EDC/HA-OX 124 kDa/1,18 MDa
EDC/HA-OX 243 kDa/1,5 MDa
EDC/HA-OX 243 kDa/1,18 MDa

5.4 3D tisk

Pro 3D tisk pfipravenych vzorki hydrogell byla pouzita tiskdrna Bio X firmy Cellink (jak je
vidét na Obrazku 20). Tiskdrna disponuje celkem tiemi porty urcenymi k pfipojeni rtiznych
typt tiskovych hlav (mechanickd, termoregulacni a pneumatickd), které se voli s ohledem
na tiskovy material. Ten je vkladan v injekéni stiikacce do sestavy tiskové hlavy, kterd zajisti
jeho kontinualni vytlatovani za laboratorni teploty. Zvolend mikroextruze pistem je

zajisténa stlacovanim pistu sttikacky, ktery se pohybuje nastavenou rychlosti.

Obrazek 20: 3D tiskarna Bio X Cellink s detailem na extruzni tiskovou hlavu Syringe pump
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5.4.1 Parametry tisku

Tiskovym modelem pro kazdy vytisk byla miizka (Obrazek 21), ktera byla navolena

piimov softwaru zabudovaném v tiskarné.

Obrazek 21: Vybrany tiskovy model miizky pro 3D tisk
U tiskarny byla vSechny parametry navoleny tak, jak je v Tabulce 6:

Tabulka 6: Parametry 3D tisku hydrogelovych mtizek

rozméry vytisku 10x10x5 mm
hustota mifzky 10-25 %
infill density
pocet vrstev 5-9
vyska nastavenych vrstev 0,2-0,58 mm
vySka prvni Vr.stvy 66%
first layer high
material trysky polypropylen
primer trysky 0,41-0,58 mm
rychlost Posunu tiskové hlavy -5 s
printhead speed
chlost vytlacovani
W W 1-4 ul/s
extrusion rate
obje@ retrakce 1-10 il
retraction volume
teplota podlozky 25°C
teplota tiskové hlavy 30 °C

Procesem optimalizace jednotlivych parametri béhem tiskovych uloh bylo
vytipovano idealni nastaveni extruzniho tisku na 3D tiskarné s ohledem na povahu materialu
hydrogelovych siti (hodnoty rozméru vytisku; vysky prvni vrstvy; materialu trysky; teploty
podkladu i tiskové hlavy uvedené v Tabulce 6 zlstaly zachovany). Hustota mtizky 10 %;
pocet vrstev 5 (tim se automaticky nastavila vySka vytisku na 0,2 mm); primér trysky
0,41 mm a objem retrakce 1 pl. Parametry jako primér rychlosti posunu tiskové hlavy

vetSinou zacinal na hodnoté 2 mm/s, ale s nartstajicim casem (a tuhnuti hydrogelové sité
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uvnitf injekéni stiikacky) bylo tfeba ho ménit. Stejné tak se operativné upravovala i rychlost

vytlacovani materialu (zaCatek probihal vzdy pii 3 ul/s).

5.4.2 Tisk hydrogeli

Zacatku procesu 3D tisku hydrogelovych smési vzdy predchdzela kontrola Cistoty v okoli
tiskarny, aby se tiskovy material neznecistil. Obecné tiskovy proces zahrnuje n¢kolik fazi.
Nejprve je tiskarna zapnuta spolu s nastavenim teploty ve flowboxu, kde je umisténa,
a spusti se software pro ovladani tiskarny. Do volného nastavce se vsadi tiskova hlava
a provede se kalibrace pristroje. DalSim krokem je vybér modelu nastaveni parametrt
planovaného tiskového procesu spolu s naplnénim injekéni stiikacky, nasazenim trysky
a upevnénim do tiskové hlavy 3D tiskarny. Po spusténi tiskového procesu lze sledovat
postupné skladani tiskového materialu vrstvu po vrstvé dle navrzeného modelu miizky.
Pribéh tisku se kontroluje za ucelem pripadné upravy parametrti nebo nutného zastaveni
procesu (nekontinudlni extruze, pfitomnost bublin, vyCerpani tiskového materidlu). Bez
zasahu trva proces 3D tisku hydrogelid pfiblizn€ 2 minuty (v zévislosti na naro¢nosti
nastavenych parametrll). V naplni injek¢ni stiikacky bylo vzdy 10 ml 2% (w/w) roztoku
hydrogelu (v poméru 1:1 (HA-ADH:HA-OX)), toto mnozstvi se pouzilo k vytiSténi
5 riznych hydrogelovych mftizek, které se mezi sebou lisily ¢asem gelace. Timto zptisobem

bylo vytisknuto 19 sad vzorkd.
5.4.3 Charakterizace 3D tiSténych mriZzek

Reologické méieni

JelikoZ byly hydrogelové sité na bazi modifikovanych hyaluronanii pouZity jako néplné pro
3D tisk, bylo nutné analyzovat jejich reologické chovéani. VSechna méfeni byla provedena
na rotaénim reometru Anton-Paar MCR 502 (Anton Paar, Graz, Rakousko) pii teploté 25 °C
za normalniho tlaku. Viskozita 2ml roztoku hydrogelové sité byla méfena pomoci Peltierova
meéficitho systému P-PTD200/62/TG s PP/25 za oscilaci pii konstantni 1% deformaci
s thlovym rozptylem frekvence rostoucim od 0,1 do 100 rad-s”'. Vzorky hydrogelt byly
ptipraveny 12 h ptfedem pro sitovani Schiffovou bazi jejich odlévanim do sklenénych nadob
o pruméru 30 mm a tloust’ce 2 mm. Kromé viskozity byl na reometr stanoven i tzv. gela¢ni
¢as. K métfeni doby gelace ptipravenych vzorki byla pouzita geometrie ,,valec-valec* tzv.
double gap (DG 26.7), ktery byl zvolen kvili nizké viskozité a malému objemu ptipravenych

polymernich roztokd. Vystupem méfeni byla zavislost reologickych veli¢in elastického



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 46

(storage) modulu G, ztratového (loss) modulu G“ v zavislosti na ¢ase. Doba gelace byla

nasledn¢ z uvedené zavislosti odectena jako prisecik storage a loss modulu.

Botnaci testy

Cilem provedeného testu botnani bylo stanovit, jak rychle dochazi u méfeného vzorku k na
absorbovani urcitého mnozstvi kapaliny, ale také jak rychle dojde k ustaleni procesu
botnani. Botnéani zesitovanych hydrogelii bylo zaloZeno na tzv. gravimetrickém stanoveni,
pii kterém jsou lyofilizované vzorky oznamé hmotnosti vlozeny do specialni cely
(dérovany kosik) a ty nasledné ponoieny do fosfatového pufru (0,1M, pH 7,4). Jednotlivé
hmotnostni navazky vzorkt jsou ureny ve zvolenych ¢asovych intervalech (1, 2, 6, 15, 30,
60, 120, 240, 360 a 1440 min). Vysledné hodnoty byly uvedeny jako primér 3 provedenych
méfeni. Vzorky byly po celou dobu méfeni udrzovany pii teploté 37 °C. Pufr a teplota byly

zvoleny s ohledem na simulaci biologického prostiedi.

5.5 Stabilizace roztoky soli

Sitovani pfipravenych HA derivati pomoci metody Schiffovy baze, mize byt v nékterych
prostfedich nestabilni (napi. pH, iontova sila), proto za ucelem zvySeni stability
piipravenych hydrogelovych miizek byla pouzita dopliujici metoda fyzikalniho sitovani,
prostiednictvim vybranych iontd (1) Fe*" (z roztoku FeCls), (2) Ca** (z CaCl,) a (3) Sr**
(z SrCl2-6H20). Tyto roztoky byly vzdy 2% (w/w) a mély jednotnou hodnotu iontové sily
(I= 0,6M), a stabilizace hydrogelu probihala za laboratorni teploty (25°C). Jedna sada
vzorkid (5 typu liSicich se ¢asem tisku a hmotnosti) byla vzdy zvdzena a ve stejném Case
naloZena do ptislusného roztoku soli, kde pobyla danou dobu (0,5h; 1 h; 2 h). V této ¢asti
probihala adsorpce iontli z roztokti na povrch ptislusného vzorku hydrogelu. Po uplynulém
Case se vzorky zvazily (navySeni hmotnosti vlivem navazani iontl1) a nechaly proplachnout
v roztoku ultraCisté vody (referenc¢ni hodnota vodivosti), kterd se v pribéhu stadle ménila.
Aby bylo mozné ovéfit ucinnost procesu vymyvani piebytecné soli z hydrogelu, méftila se
vodivost promyvaciho roztoku. Jakmile hodnota vodivosti klesla na hodnotu, kterd byla
namétena u Cisté vody, proces promyvani byl ukoncen. Pokles vodivosti se sledoval
v Casovych intervalech (1 h; 2 h; 20 h od pobytu v daném roztoku soli), a po kazdém méfeni
vodivosti, byl roztok vody vzdy obnoven. Zména hmotnosti vzorki hydrogeli byla
sledovana srovnanim hmotnosti ptislusné hydrogelové miizky (1) pted procesem stabilizace,
(2) po vyjmuti vzorku z roztoku soli a (3) na konci stabilizace, tedy v ¢ase 20 h od pobytu

v roztoku soli.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 47

5.6 Charakterizace hydrogelu

5.6.1 Skenovaci elektronovy mikroskop (SEM)

K dikladné analyze porozity vyslednych hydrogeli byl vyuzit elektronovy mikroskop
Phenom G2 Pro (Phenom World). Vyhodnym nastrojem SEM je vysoké optické rozliSeni,
které umoziuje nahlédnout do rtiznych hloubek struktury analyzovanych vzorkt. VSechny
métfené vzorky byly pfed vlastnim méfenim lyofilizovany, sefiznuty v pfi€ném fezu,
nalepeny na kovovy ter¢ik uhlikovou paskou a pokoveny v napraSovacce po dobu 60 s a pfi
proudu 18 mA, v atmosféie Ar, ¢imz byla na povrchu vzorku vytvorena tenkd vrstva zlata.
Pokovené vzorky byly v SEM pozorovany pii urychlovacim napéti 10kV a 15 kV v rezimu
zobrazeni sekundéarnich elektronti (SE). Celkova porozita vyslednych snimkid byla
analyzovana pomoci funkce threshold v programu ImageJ. Velikost porl a jejich

rozprostteni vyhodnotil program Image J.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

Experimentalni ¢ast této prace navazuje na experimentalni ¢ast bakalaiské prace, proto jsou
nekteré klicové vysledky piipomenuty. VSechny klicové vysledky, jsou shrnuty v nasledujici

kapitole.

6.1 Modifikace HA-ADH a HA-OX

Soucasti cili této prace bylo pfipravit hydrogely na bazi hyaluronanu prostiednictvim
Schiffovy baze. Tomu ptfedchazely dva rtizné postupy modifikace hyaluronanového
polymerniho fetézce, a to amidace a oxidace, jejichz schéma lze vidét na Obrazku 15. Prvni
pristup modifikace byl zalozen na kovalentni vazbé ADH na fetézce HA prostifednictvim
dvou rtiznych aktivatorit karboxylovych skupin HA (DMTMM a EDC). S ohledem na
vzajemné srovndni vybranych aktiva¢nich ¢inidel je nutné zdlraznit, Ze DMTMM je dobie
rozpustny a stabilni ve vod¢ pii bézné teploté, coz neni ptipad u obvyklych vazebnych
¢inidel, jako je EDC, které maji kratsi polocas rozpadu ve vod¢ pii pH 5,0 (3,9 h) [40; 82].
V ptipad¢ amidace hyaluronanu je doporuceno pouzit aktiva¢ni ¢inidlo EDC a spolu
s HOBt, aby mohlo dojit ke karbodiimidova aktivace karboxylové skupiny HA. Pfi pouziti
EDC jako aktiva¢niho ¢inidla je v pribchu celé reakce udrzovat konkrétni hodnotu pH, aby
nedoslo ke vzniku nezadoucich vedlejSich produktii, zejména k navazani N-acylmocoviny.
[ z tohoto divodu bylo k syntéze HA pouzito alternativni  ¢inidlo, DMTMM. Jiz
v experimentech bakalaiské prace se potvrdilo, Ze amidace hyaluronanu za pfitomnosti
DMTMM probihd prostfednictvim aromatické substituce, kdy vznikd meziprodukt
s-triazinovy ester HA, ktery je reaktivni jak v kyselém, tak v zdsaditém pH prostredi.
U vSech syntéz provedenych prostiednictvim DMTMM, uvedenych v této praci, bylo pH na
zacCatku reakce upraveno na hodnotu 6,5 £ 0,2. Pii pouziti obou aktiva¢nim ¢inidel, EDC

1 DMTMM, se podafilo Gspésné navazat NH» skupinu pfimo na HA fetézec.

Krom¢ amidovaného derivatu HA bylo k sitovani potteba piipravit i oxidovanou formu HA
za vzniku aldehydické skupiny na polymernim fetézci HA. Oxidac¢ni reakce byla provedena
pomoci jiz zminéného NalOs, které vedly ke vzniku polysacharidovych polyaldehydu [40].
Oxidace pomoci jodistanu poskytuje vyhodu tvorby rozsahlého spektra funkénich skupin,
avSak jeji nevyhoda spociva v naruseni pfirozené struktury hyaluronanu. To muze byt
problém v ptipad¢ aplikace bun¢k, nebot’ nemusi pfipravené HA-OX derivati spravné
rozpoznat. Hydrogely zalozené na vzajemném kombinovani derivati HA-OX/HA-ADH, ve

kter¢ ma HA-OX funkci sitovadla, mohou vykazovat omezenou schopnost transformace
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tkané a slabou adhezi bunék [35]. Oxidovany HA (HA-OX) byl pfipraven s riznym stupném
oxidace. Vychozi molekulovd hmotnost nativniho hyaluronanu se v prib¢hu oxidace
vyznamng¢ snizila [40]. Pfitomnost vytvoienych karbonylovych skupin v fetézcich HA dale

umoznila vyuziti HA-OX pro reakci s HA-ADH pro cilenou ptipravu hydrogelu.

6.2 Ovéreni modifikace

Vsechny metody uvedené v této podkapitole se zabyvaji ovéfenim provedenych modifikaci
hyaluronanu a charakterizaci pfipravenych hyaluronanovych hydrogelt v zavislosti na
molekulové hmotnosti a koncentraci polymeru, pouzitém aktivacnim ¢inidle, podminkéch

provedené reakce a zptsobu sitovani.

6.2.1 FT-IR

Jednou z metod pouZitych pii ovéfeni modifikace HA byla FT-IR spektroskopie. Jak jiz bylo
popsano v sekci 5.3.1, tato nedestruktivni metoda analyzuje chemické slozeni vzorku,
jejichz vystupni spektrum informuje, zdali doslo k uspésné modifikaci HA. Cilem tohoto
méfeni bylo sledovat znatelné rozdily vystupnich spekter nativniho HA a modifikovaného
HA (HA-ADH a HA-OX), jelikoz zminénymi modifikacemi HA doSlo ke zméné chemickeé
struktury polymeru. Obrazek 22 srovnava chemické slozeni nativniho HA a amidovanych
derivath HA v zavislosti na molekulové hmotnosti (My = 124 kDa; My = 243 kDa)
a pouzitém aktiva¢nim ¢inidle (DMTMM; EDC).
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Absorbance

Obrazek 22: Srovnani FT-IR spekter ¢istého HA (Cerna kiivka) a amidovanych HA
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Pii prvotnim srovnani FT-IR spekter nelze charakteristické rozdily jist¢ odhalit. Jemna

variace spektra je pozorovatelna ve vyznacené oblasti 1709 cm™, coz odpovida vazbé C=0,

tato informace potvrzuje uspéSné provedeni amidace HA. Dle prace autorti Mlcochova

a spol. (2006) by mély byt u amidované HA identifikovany nové oblasti v rozmezi vinoctu

2850-2930 cm™!, které signalizuji pfitomnost (-CH) a (-CH>) skupin na fetézci HA (alkylovy

fetézec na HA). Vliv molekulové hmotnosti HA byl analyzovén iv pfipadé provedené

oxidace HA, ktery je zobrazen na Obrazku 23.
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Obrazek 23: Srovnani FT-IR spekter ¢istého HA (Cerna kiivka) a oxidovanych HA
(My= 1,5MDa, prostiedni kiivka; My, = 1,18 MDa horni kiivka)

I v pfipadé srovnani téchto spekter, se nelze na interpretaci z FT-IR plné spolehnout.
Nicméné vysledky experimentu Kedariay a Vasity (2017) zminuji pozici (-OH) vibrace
v oblasti 3500 cm™ u oxidovaného dextranu [83]. Na zakladg této informace lze stejnou
oblast pozorovat v oblasti vlno¢tu 3600-3000 cm™. Na zikladé spravného srovnani
zméfenych FT-IR spekter s literaturou lze konstatovat, ze modifikace byly provedeny
uspésné, nicméné pro detailnéjsi analyzu zmény chemického sloZzeni HA modifikacemi byly

provedeny i analyzy NMR.

6.2.2 NMR

v

Spolehlivéjsi ovéteni chemické struktury noveé navazanych funkcénich skupin na fetézec HA
poskytuje NMR spektroskopie. Nativni HA m¢él funkci reference, se kterou se nasledné
srovnavala spektra pripravenych derivati HA. Vysledné '"H NMR spektrum (HA, HA-ADH)
v zavislosti na pouzitém ¢inidle (DMTMM, EDC) a molekulové hmotnosti je uvedeno na

Obrazku 24.
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Obrazek 24: Vyhodnoceni 'H NMR spekter nativni (posledni fadek) a modifikované HA
v zavislosti na molekulové hmotnosti (My = 124 kDa, vlevo; My, = 243 kDa, vpravo)
a aktivacniho ¢inidla (DMTMM, prvni fadek; EDC, druhy fadek)

Nativni hyaluronan (HA) je znazornén (a) ¢ernou kiivkou; amidovany HA (HA-EDC), (b)
modrou a ¢ervenou kiivkou; amidovany HA (HA-DMTMM) (c) zelenou a tyrkysovou
kiivkou. Z prvniho pohledu je ziejmé, ze v piipad¢ amidovaného HA se ve spektru objevily
nové oblasti chemického posuny, které reprezentuji noveé ptipravené funkéni skupiny. Vedle
neménnych pika typickych pro nativni hyaluronan, je pfitomen i pas v oblasti 4,75 ppm,
ktery je charakteristickou oblasti pro rozpoustédlo (D,O). Oblast 3,3-4 ppm pak patii
sacharidové jednotce HA, oblast 4,4-4,6 ppm (anomerni vodiky) ¢i oblast 1,9-2,0 ppm (N-
acetyl HA) oznacend c¢islem 1. N-acetyl neni ve vétSin€ ptipadl cilem modifikace, a proto
mize byt pouzit jako referen¢ni pik pii stanoveni stupné substituce (DS). Usp&iné
provedenou amidaci HA potvrzuje v NMR spektru pfitomnost novych oblasti 2,5-1,5 ppm.
Konkrétné jde o oblast 2,20 ppm (2H, NHNHCO.CH>), 2,10 ppm (2H, CH.NHNH>»), 1,6-
1,63 ppm (2H, CH2CH»). Na zakladé provedené analyzy vystupnich NMR spekter Ize
konstatovat, ze ptipadné zvySeni molekulové hmotnosti nativniho HA (z 124 kDa na
243 kDa) nebude mit velky vliv na vysledné '"H NMR spektrum. Kromé& toho byl fesen
rozdilny vliv dvou typi aktiva¢nich ¢inidel pouzitych pti amidaci HA a ziskana spektra byla

vzajemné porovnana, aby mohlo dojit k posouzeni, které aktivacni Cinidlo je efektivnéjsi.
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Na zéklad¢ zjisténych vysledkl 1ze potvrdit, Ze u obou c¢inidel (DMTMM 1 EDC) doslo
k tspésnému navazani NH» skupiny na polymerni fetézec HA (4 barevné kiivky na Obrazku
23). Vyraznéjsim rozdilem ve srovnani spekter zminénych Cinidel je Cistota zobrazeného
spektra. V ptipadé HA-EDC jsou spektra vyznamné znecis$ténd, coz by se mohlo projevit na
sitovaci reakci €i testovani cytotoxicity ptipravené¢ho hydrogelu. V ptipadé cile pouzit takto
ptfipraveny produkt amidace pro aplikaci zivych bunék, je nutné zatfadit do experimenti
proces docisténi vysledného produktu. Amidace HA provedena pomoci DMTMM dle NMR
spekter vyvraci pfitomnost necistot (napf. nezreagované zbytky Cinidel) a jevi se z tohoto
pohledu jako vyhodnéjsi. Podobnou problematikou konjugace HA se zabyvalo plno autorti
[36; 40]. Vyzkumny tym D’Esteho a spol. (2014) pfipravili amidovanou formu HA za
ptidavku stejnych aktivacnich Cinidel. Pfi analyze NMR spektra potvrdili pfitomnost nami
urcenych oblasti (1,9 ppm a 1,65 ppm) a pti porovnani obou pouzitych aktivacnich Cinidel
vyhodnotili DTMMM jako ¢inidlo efektivnéjsi. Vedle NMR charakterizace amidovaného
derivatu HA, bylo tieba ovéfit stejnou metodou i oxidaci HA, kde byl zaroven sledovan

rozdil zastoupenych molekulovych hmotnosti, viz Obrazek 25.
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Obrazek 25: Vyhodnoceni '"H NMR spekter oxidované HA v zavislosti na My, HA (nativni
HA spodni kiivka; oxidovana HA s My = 1,5 MDa, prostiedni kiivka; oxidovand HA
s My, = 1,18 MDa, horni kiivka)
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Jak je patrné z Obrazku 24, modifikace oxidaci HA byla provedena tspésné, nebot’ jsou na
prvni pohled ve spektrech produktii oxidace HA viditelné nové oblasti, které jsou vlastni
vytvoienym aldehydickym skupinam (referenci napt. pas v 2,01 ppm (ozn. jako 1; N-acetyl).
Srovnanim a vyhodnocenim oblasti odpovidaji rozsahu 5,3-5,0 ppm, byla potvrzena
pfitomnost aldehydd. Pro detailn€j$i porovnani vlivu molekulovych hmotnosti HA,
pouzitych pii oxidaci HA (ptfiprava CHO skupin) byl stanoven i stupen oxidace, jenz je
uveden v ¢asti 6.2.3 této prace. Oxidaci hyaluronanu se rovnéz zabyval tym autori Bao
a spol. (2021). Pii zkoumani NMR spekter oxidovaného HA zaznamenali pfitomnost novych
piki v oblastech chemického posunu 4,82 ppm, 4,98 ppm a 5,08 ppm, coz indikuje
pfitomnost aldehydovych skupin na polymernim fetézci HA. Porovnanim intenzity signala
aldehydu se signalem N-acetylu (2,01 ppm) potvrdili nejvyssi hodnotu SO dosahujici 31,8 %

u reakce trvajici 8 hodin [84].

Stupein modifikace DS

Na zdkladé¢ méfeni NMR spekter byl v ramci analyzy chemického sloZeni piipravenych
modifikovanych HA produktii urcen i stupet modifikace, jehoz matematicky vypocet uvadi
Rovnice 2 v ¢asti 5.3.1 této prace, ktery pracoval s daty zaznamenanych pikti na NMR

spektrech. Vysledné hodnoty DS (%) jsou uvedeny na Obrazku 26.
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Obrazek 26: Srovnani aktiva¢nich ¢inidel EDC a DMTMM v zévislosti na stupni
modifikace amidace HA

Analyzou ziskanych hodnot stupné substituce béhem modifikace HA pomoci EDC bylo

zjisténo, ze ve srovnani s daty z amidace HA ¢inidlem DMTMM lze dosahnout vyznamné
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vyssich DS hodnot a to v obou piipadech molekulovych hmotnosti srovnavanych produktii
amidace. Konkrétné byly dosazeny hodnoty 72 % (pro My = 124 kDa) a 80,6 % (pro
M,, =243 kDa), zatimco pii konjugaci HA pomoci DMTMM byly zaznamenany nizsi
hodnoty 20,5 % (pro My = 124 kDa) a 22,0 % (pro My = 243 kDa). Studie provedena autory
D'Este a spol. (2014) vSak potvrdila trend opacny. Dosahli vyssich hodnot DS pfi konjugaci
HA s DMTMM (DSmol = 35 %) oproti amidaci HA s EDC/NHS (DSmot = 18 %) [36]. Tato
zdroju je totiz zfejmé, Ze se stupen substituce snizuje s naruistajici molekulovou hmotnosti
polymeru kviili vzriistajici viskozité polymerniho roztoku. Usp&snost modifikace byla tedy
potvrzena i stupném substituce aminovych funk¢nich skupin. Analyza Obrazku 26

podporuje aktivacni ¢inidlo EDC v reaktivité reakci provadénych za ti€elem modifikace HA.

6.2.3 Stanoveni stupné oxidace

Produktiim oxidace HA byl kromé& molekulové hmotnosti uréen i stupen oxidace (SO).
Udava pocet substituovanych aldehydickych skupin na 100 jednotek HA. Vysledky této ¢asti
ovéieni modifikace shrnuje pro kazdou z vybranych molekulovych hmotnosti HA a kazdy

¢as reakce Tabulka 7, kde * znaci pocet aldehydickych skupin (CHO) /100 jednotek HA.

Tabulka 7: Hodnoty SO pro HA-OX v zévislosti na My, polymeru a ¢asu reakce

Oxidovany HA cas reakce 7,5 h 10 h 12 h
HA-OX-1,5 MDa  stupen 66,2 82,5 57,5
HA-OX-1,18 MDa oxidace* 53,2 65,1 53,1

Na zéklad¢ tohoto stanoveni SO byl nejefektivnéj§im Casem reakce pro obé molekulové
hmotnosti HA (HA-OX-1,5 MDa; HA-OX-1,18 MDa) vybran reakéni ¢as 10 h. Data
z Tabulky 8 jsou prezentovany za ucelem prokdzani schopnosti provedeni oxidace HA
s produkty vcelku srovnatelnych hodnot SO. Provedené modifikace (ozn. 1 a2) lze

z pohledu piislusné chyby méteni u SO povazovat za velmi podobné.
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Tabulka 8: Hodnoty SO pro finalni produkt HA-OX v zavislosti na My, polymeru
v reakénim case 10 h

Hyaluronan &as reakce *10 h
1 68.9
HA-1.5MDa 02 e
prumér 69,7
chyba 0.8
1 932
HA-1.18MDa 02 = =l
prumér 93,0
chyba 0.8

SO hodnoty urcily jako nejoptimalnéj$im Cas reakce 10 h, nebot’ vysok4 hodnota SO je
klicova pro pfipravu hyaluronanovych hydrogelli metodou Schiffovy baze. Produkty
oxidace HA s reakénim ¢asem 10 h byly tedy v dalSich ¢astech experimentu pouzity pro

pfipravu hydrogelovych miiZzek metodou 3D tisku.

6.3 3D tisk

Soucasti cill této prace bylo ptipravit hydrogelu metodou 3D tisku. Nasledujici ¢asti shrnuji
dosazené vysledky. Jako tiskova napln byly vzdy pouzity 2% (w/w) roztoky polymera ve
stalém poméru 1:1 (HA-OX:HA-ADH). Diky ovéfeni pfipravenych derivati HA-ADH
a HA-OX z pohledu stupné substituce, byly tiStény pouze produkty modifikaci s vy$Simi
molekulovymi hmotnostmi, tedy HA-ADH (My = 243 kDa) a HA-OX (My = 1,5 MDa).
V ptipadé HA-OX byly vybrany ty produkty, které byly pfepraveny v reakénim ¢ase 10 h
(detailnéji v ¢asti 6.2.3). Postupnou optimalizaci parametri tisku (popsano v ¢asti 5.4.1) se
pripravilo 19 sad vzorka hydrogelovych miizek. V kazdé sad¢ ptipravenych hydrogelovych
miizek na bazi modifikovanych HA byl sledovan vliv ¢asu gelace na miru zesiténi
hydrogelu. Jednotlivé zastupce z jedné sady hydrogelovych miizek HA-OX:HA-ADH
v zavislosti na vzriistajicim ¢asu gelace polymert zobrazuje Obrazek 27. Uvedené ¢asy jsou
vzdalené od casu 0, tedy od pocatku sitovaci reakce. To znamend, Zze zminény gelacni Cas
6 minut predstavuje 6 minut od zacatku sitovani hydrogelu (HA-ADH/HA-OX) metodou
Schiffovy baze. Tisknutelnost mfizky s nizkym ¢asem gelace byla snadnéjsi, nicméné se
natiS§téné vrstvy v dusledku kratkého gelacniho casu, slily dohromady a vytisk tak
neodpovidal modelové piedloze. Vyssi Cas gelace vzorku hydrogelu bylo mnohem
naro¢né&jsi tisknout (ptfipadné zésahy do procesu tisku za tcelem upravy parametrd, napft.
zvyseni rychlosti vytlaovani materialu z trysky), ale vytisk se mnohem vice blizil redlnému

modelu.
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6 minut 11 minut 25 minut

Obrazek 27: Vliv Casu gelace na miru zesiténi hydrogelu
6.4 Charakterizace 3D tiSténych mrizek

Tato ¢ast prace analyzovala a charakterizovala pouzity material, hyaluronanové hydrogelu

piipravené metodou Schiffovy baze, z pohledu tiskového materiélu.

6.4.1 Reologické méreni

Pro posouzeni mechaniky hydrogelu bylo zvoleno vramci zpracovani ¢lanku [40]
reologické méfeni na oscilaénim reometru. Konkrétné se provedla charakterizace ustaleného
viskoelastického chovani pii smykovém toku, na jehoz principu pracuje 3D tiskdrna. Kazdy
vzorek byl méfen tfikrat a vysledky byly uvedeny jako primér s pfislusnou chybou. Méteni
potvrdilo souvislost mezi stupném modifikace (DS) a tuhosti pfislusného hydrogelu, coz 1ze

pozorovat na Obrazku 28, kde je G” tzv. storage modul.
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Obrazek 28: Srovnani ztratovych modultl hydrogelt ptipravenych dvéma riznymi

metodami sit'ovani, kde gel B — (HA-ADH s EDC + HA-OX s DO 62); gel E — (HA-ADH
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s DMTMM + HA-OX s DO 62); gel A — (HA-ADH s EDC + HA-OX s DO 35); gel D —
(HA-ADH s DMTMM + HA-OX s DO 35); gel C — (HA-ADH s EDC + HA-OX
s DO 49); gel F — (HA-ADH s DMTMM + HA-OX s DO 49)

Data z méfeni HA hydrogelt, které byly pfipraveny metodou fyzikalniho sitovani pomoci
Schiffovy baze, byly srovnany s hydrogely pfipravenymi tzv. dvojitym sitovanim (po
ptipravé hydrogeli stejného chemického sloZzeni metodou Schiffovy baze se stabilita sité
zvysila druhym typem sitovani, pomoci sitovani iontd Fe*'). Bylo zjisténo, e vzorky
HA-ADH s vys$si hodnotou DS maji pevnéjsi strukturu hydrogelové sité (gely A-C). Lze
predpokladat, Ze niz§i hodnoty DS dosazené pti amidaci HA, pfi které bylo pouzito aktivacni
¢inidlo DMTMM vede kniz8i hustoté¢ zesitovani, coZz se pravdépodobné projevuje

v oslaben¢ struktufe hydrogelu.

6.4.2 Botnaci testy

Za ucelem simulace biologického prostiedi (PBS s pH 7,4, 37 °C), byly u pfipravenych HA
hydrogell testovana botnaci schopnost. JelikoZ nebyly vSechny HA hydrogely pfipravené
pouze metodou Schiffovy baze dostatecné stabilni (u nékterych vzorkt doslo k rozpadnuti
hydrogelu na mensi ¢ésti) proto se uvSech pfipravenych hydrogeli provedla jejich
stabilizace pomoci soli (tzv. dvoji zplisob sitovani). Vysledky botnacich testi jsou ptilozeny

na Obrazku 29.
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Obrazek 29: Botnani dudlné zesitovanych hydrogeld (A) Hydrogely na bazi HA-ADH
(EDC); (B) Hydrogely na bazi HA-ADH modifikované pomoci DMTMM



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 59

Z ptilozenych vysledki je vidét, Ze vSechny hydrogely doséhly rovnovazného botnani a to
uz béhem jedné hodiny. VSechny zkoumané hydrogely, s vyjimkou gelu D, se jevily po celou
dobu sledovani jako stabilni. Gel D se zacal rozpadat po dvou hodindch botnadni, coz
pravdépodobné souvisi se slabou siti Schiffovych bazi, kterd se ukazala jako nedostate¢na
1 za zvySeni stability hydrogelové sité sekundarnim iontovym sitovanim. Pfi porovnani obou
aktivaénich Cinidel miZzeme také vidét, ze v pfipad¢ c¢inidla DMTMM, naabsorbovaly
hydrogely mnohem mén¢ kapaliny nez v ptipadé¢ EDC. Nejmens$i mnozstvi kapaliny pojmul
vzorek E, zatimco nejvice vzorek D, ktery se po 2 h testu rozpadal. V ptipad¢ ¢inidla EDC,

bylo chovani v§ech tii hydrogelu v podstaté obdobné.

6.5 Stabilizace hydrogela roztoky soli

V této Casti experimentu bylo cilem vyfesit jednu z nevyhod fyzikalniho sitovani dynamické
metody Schiffovy baze, kterou predstavuje pravé nizka stabilita hydrogelové sit’, jenz se
muze projevit napt. rozpadem vytvorené vazby napt. vlivem zmén podminek prostiedi (pH,
teplota, pfitomnost aminokyselin)atd. Na zéklad¢ literatury [40; 85; 86] byl vytvofen postup
stabilizace (popsan v €asti 5.5) s vybranymi roztoky soli, jejichZ ionty se adsorbovaly na
povrch pfislusného hydrogelu a tim zvysili pevnost vazeb v siti (FeCl; — ionty Fe**; CaCl,

— ionty Ca?"; SrCly-6H,0 — Sr?"). Vysledky byly zpracovany do podoby Obrazku 30.
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SrC].z * 6H20

CaClz

FeCl,

Obrazek 30: Vyhodnoceni stability roztoku soli hyaluronanovych 3D tisténych mftizek,
kde horni fadek tabulky (tswb.) pfedstavuje dobu pobytu hydrogelovych mtizek v roztocich;
levy sloupec odkazuje na pouzité ionty soli

Na zéklad¢ uvedené¢ho Obrazku 30 je zfejmé, Ze nejlepSich vysledkli bylo dosaZeno pfi
pouziti Zelezité soli. Hydrogely v pfitomnosti trojmocného zeleza si dokazaly zachovat sviij
tvar. Pii pouziti zeleza bylo rovnéz ziejmé, ze doslo k ur¢itému smrsténi vzorku. Naopak
nejhiife z vybranych soli dopadla strontnata sil. Hydrogel se jiz po ptl hodiné stabilizace
zacal roztékat, a nebylo vliibec mozné rozpoznat jeho pivodni tvar. Na konci stabilizace
zbylo z hydrogelu jiz jen nepatrné mnozstvi. Uéinek posledni vapenaté soli byl velmi

podobny soli strontnaté.
6.6 Charakterizace hydrogeli

6.6.1 Gelacni ¢as hydrogelu

Jak uz bylo zminéno vySse, pifi sitovani hydrogell Schiffovou bazi dochazi k reakci aminové
funk¢ni skupiny (HA-ADH) s aldehydickou (oxo) skupinou (HA-OX) za vzniku iminové
vazby. Oba derivaty zminénych modifikaci HA byly vzdjemné smichany v poméru 1:1
v zé&vislosti na koncentraci (1% (w/w), 2% (w/w), 3% (w/w)) za ptipravy hydrogelovych siti.

U takto ptipravenych hydrogelti byla nésledné¢ urena doba, za kterou dojde k vytvoteni
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zesitované struktury a vzniku hydrogelu, tato doba je pak oznaena jako tzv. gelaéni Cas.
Jinymi slovy jednd se o Cas, pifi kterém ve vzorku zaCne prevladat elasticka slozka nad
viskozni, coz se projevi ve vytvofeni nerozpustného hydrogelu. Souhrny gelacnich cast

v zé&vislosti na koncentraci pfipravenych roztokt shrnuje Tabulka 9.

Tabulka 9: Hodnoty stanoveného gela¢niho ¢asu pro jednotlivé kombinace pfipravenych

hydrogela
M atrice Mw as gelace (b

1% 2% 3%

DMTMM/HA-OX 124 kDa/1,5 MDa 24,0 2.8 24,0
DMTMM/HA-OX 124 kDa/1.18 MDa 24,0 248 24,0
DMTMM/HA-OX 243 kDa/1,5 MDa 24,0 8.4 24,0
DM TMM/HA-OX 243 kDa/1,18 MDa 24,0 16,8 24,0
EDC/HA-OX 124 kDa/1,5 MDa 24,0 240 033
EDC/HA-OX 124 kDa/1,18 Mda 24,0 240 037
EDC/HA-OX 243 kDa/1,5 MDa 24,0 0,5 0,07
EDC/HA-OX 243 kD#/1,18 MDa 24,0 5,0 0,09

Na zékladé vysledka gelacniho Casu v zavislosti na pouzitém cCinidle, a koncentraci je vidét,
ze nejdelsich ¢ast bylo dosazeno v pripadé 1% hydrogeli. Vibec se zde neprojevil vliv
molekulové hmotnosti, ani aktiva¢niho ¢inidla. Zcela jind situace byla v ptipadé 3%
hydrogelt. Zde uz se na gela¢nim case projevil 1 vybér aktivacniho €inidla. Nejrychleji totiz
zesitovaly hydrogely, pfi jejichz syntéze bylo pouzito EDC. V piipad¢ DMTMM se gela¢ni
¢as shodné pohyboval kolem 24h. Nejlépe dopadly hydrogely ptipravené z 2% roztokd,
a proto byla tato materidlova kombinace pouzita pfi 3D tisku. Kromé zavislosti molekulové
hmotnosti, koncentraci a aktiva¢niho ¢inidla, byla porovnana ijeho zavislost na stupni

oxidace (viz Obrazek 31).
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Obrazek 31: Gelacni ¢asy vyslednych hydrogelti s riznymi hodnotami stupné oxidace
(DO) oxidovaného derivatu HA

Ze zavislosti gelacniho Casu na stupni oxidaci je vidét ze vysledny gelacni ¢as hydrogelu je
ovlivnén 1 stupném oxidace HA-OX. Ukazalo se, Ze ¢im vyS$i hodnoty stupné oxidaci byly
stanoveny, tim rychleji dany hydrogel sitoval. Pfi porovnani pouzitych aktivac¢nich ¢inidel
se rovnéz potvrdilo, Ze rychleji situji derivaty pfipravené pomoci aktivaéniho cinidla

DMTMM.

6.6.2 SEM

Popis morfologie a povrchové struktury hydrogelt byla provedena prosttednictvim analyzy
SEM snimki jednotlivych vzorki lisicich se zejména na koncentraci (1%; 2%; 3%)
ptipravenych hydrogelii na bazi HA. Nejlepsi snimky jsou zobrazeny na nize uvedeném

Obrazku 32.

300 pm

300 pm 300 pm

Obrazek 32: Snimky SEM s vhledem do vnitini struktury analyzovanych vzorka
hyaluronanovych hydrogelti Kde: horni fadek reprezentuje pouziti EDC (z pohledu v leva
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se jedna o 1%, 2% a 3% koncentraci), spodni fadek reprezentuje pouziti DMTMM
(z pohledu v leva se jedna o 1%, 2% a 3% koncentraci)

Pti blizSim pohledu na potizené snimky je vidét, ze velikost port se nijak nelisi na pouzité
molekulové hmotnosti matrice (HA-ADH; HA-OX), aktivacniho ¢inidla ani na koncentraci
HA derivatu. Podle vyzkumného tymu Kedaria a Vasita (2017) [83] ma ovSem rostouci
koncentrace hydrogeld vliv na zvySeni hustoty sité vnitini struktury, to bylo pozorovano
zastoupenim péra faddové mensich rozmért [83]. V pribéhu vyzkumu, ktery tato prace
popisuje, nedoslo k blizsi analyze vnitini struktury vzorki hyaluronanovych hydrogelt. Ve
struktute vsech pfipravenych hydrogelt byly pozorovany pory s velikosti > 50 um. Porozita
hydrogelti, konkrétné velikost jejich port, predstavuje jeden z klicovych parametrti, ktery
ovlivituje difuzi latek pfes vnitini 1 vnéjsi strukturu hydrogeld, a mimo to pfimo souvisi
s bunécnou proliferaci a diferenciaci. Mimo to se velikost port, které by mély byt
v hydrogelech zastoupeny, bude liSit ipodle pouzitého typu bunék atkani. Kromé
biologickych vlastnosti bude velikost porti v matrice dozajista ovliviiovat i botnaci vlastnost

hydrogelt.
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7 ZAVER

V ramci experimentalni Casti této diplomové prace byl jednim z prvotnich cili pfipravit
derivaty hyaluronanu pro jejich dalsi vyuziti jako hydrogely. Z toho diivodu byly provedeny
dvé rozdilné modifikace HA (amidace a oxidace HA) s cilem propojit vysledné derivaty
skrze metodu Schiffovy baze anésledné tyto materidly zpracovat metodou 3D tisku.
Modifikace hyaluronanu byly provedeny za i¢elem zavedeni novych funkénich skupin (oxo,
amino) na polymerni fetézec HA. Amidace hyaluronanu byla realizovdna navazanim
dihydrazidu kyseliny adipové (ADH) na nativni fetézec HA pomoci vybranych aktivacnich
¢inidel (DMTMM a EDC), jejimz vystupem byl polymerni fetézec HA s nové navazanymi
(NH>) funk¢énimi skupinami (HA-ADH). U modifikace byla provedena vhodné optimalizace
moznych reakénich parametr (Mw, teplota, ¢as, pH, atd.), ato pfedevS§im z pohledu
jednoduchosti reakce, Cistoty produktu a u¢innosti modifikace (DS). Kromé amidace, byla
provedena oxidace HA (HA-OX), jejimz vysledkem bylo zavedenim aldehydovych
funkénich skupin do polymerniho fetézce HA. Princip oxidace HA spocival v rozevieni
kruhu sacharidové jednotky vlivem putsobeni pfidaného jodistanu sodné¢ho (oxidacniho
¢inidla). Z piipravenych derivati HA (HA-ADH, HA-OX) byly v poméru 1:1 piipraveny
hydrogely. Sitovaci reakce probihala mezi aminovymi (HA-ADH) a aldehydovymi
(HA-OX) skupinami za vzniku iminové vazby (C=N). Funkcnost provedenych modifikaci
byla nasledné ovéfena pomoci FT-IR a NMR spektroskopie. Na zaklad¢ vysledkit NMR se
v ptipadé¢ amidovaného HA se podafila potvrdit pfitomnost novych oblasti chemického
posunu, které reprezentuji noveé pripravené funkéni skupiny. Konkrétné se jednalo o oblasti
2,5-1,5 ppm. Rovnéz bylo zjisténo, ze zvySeni molekulové hmotnosti nativniho HA
(z 124 kDa na 243 kDa) nemélo vliv na vysledné NMR spektrum. U derivatdt HA-OX byly
kromé toho stanoveny i stupné oxidace. Stejné jako u amidace, byla tspésnost modifikace
ovétena 1 u oxidace HA. Po oxidaci se v NMR spektru objevily nové oblasti, které jsou
vlastni vytvofenym aldehydickym skupinam (oblast odpovidd rozsahu 5,3-5,0 ppm).
U ptipravenych hydrogelt byl rovnéz charakterizovan ¢as gelace. Pro posouzeni mechaniky
hydrogelu byla provedena charakterizace ustadleného viskoelastického chovani pii
smykovém toku, na jehoz principu pracuje 3D tiskarna. Data z méteni HA hydrogelt, které
byly piipraveny metodou fyzikdlniho sitovani pomoci Schiffovy béaze, byly srovnany
s hydrogely pripravenymi tzv. dvojitym sitovanim. Ukazalo se, ze vzorky HA-ADH s vyssi
hodnotou stupné substituce maji pevngjsi strukturu hydrogelové sité. Proto bylo pfistoupeno

ke zpracovani hydrogelt pomoci 3D tiskarny metodou extruze do podoby mftizky. Extruzni



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 65

tisk probihal za jednotného nastaveni parametri pro kazdou mtizku, celkem bylo vytisknuto
pies 90 vzorkl hydrogelovych miizek, u kterych se hodnotil ¢as gelace na miru zesiténi
hydrogelu. Na =zakladé vysledkli gelacniho casu v zavislosti na pouzitém Cinidle
a koncentraci lze vidét, Ze nejdelSich casti bylo dosazeny u 1% hydrogeli. Vibec se zde
neprojevil vliv molekulové hmotnosti, ani aktiva¢niho ¢inidla. Naopak nejlépe dopadly
hydrogely pfipravené z 2% roztokli. RovnéZz bylo zjiSt€no, ze vysledny gelacni cas
hydrogelu je ovlivnén istupném oxidace HA-OX. V neposledni fadé¢ ndsledovala
charakterizace 3D tisténych produktd z pohledu reologického chovani a botnacich
vlastnosti. Jelikoz miize byt vybrany typ sitovaci reakce (Schiffova baze) v nékterych
podminkach nestabilni, hydrogelova sit’ byla zpevnéna dal§im typem sitovani, pomoci iontl
(Fe**; Ca?*; Sr**). Na principu adsorpce vybranych iontéi na povrch hydrogelti, byly tyto
vzorky tzv. stabilizovany. Vysledkem tohoto kroku méla byt zpevnéna hydrogelova miizka,

nicméngé to se povedlo pouze v piipad¢ stabilizace roztokem FeCls.
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