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ABSTRAKT

Diplomové prace se zamétuje na vyvoj a charakterizaci hydrogelt pro mikroextruzni 3D tisk
s potencidlnim vyuzitim v oblasti tkanového inzenyrstvi. Hydrogely byly pfipraveny
z ptirodnich polymeri (alginat, hyaluronan, dextran a Zelatina), pficemz nékteré vzorky
obsahovaly organofosfonatové nanocastice slouzici jako reologickd aditiva. Sitovani
probihalo bud’ fyzikdln€¢ pomoci multivalentnich iontl (Zn?**, Fe**), nebo chemicky
prostfednictvim Schiffovy baze. Na zdklad¢ reologickych méfeni byly vybrany tii typy
hydrogeld, pro které byly optimalizovany parametry a podminky 3D tisku vicevrstevnych
scaffoldd. Vsechny zesitované scaffoldy byly hodnoceny z hlediska tuhosti, morfologie a
bobtnaciho chovani. Nejvhodné&jsim systémem pro 3D tisk se ukazal byt chemicky sitovany
hydrogel na bazi Zelatiny, oxidované¢ho hyaluronanu a oxidovaného dextranu, ktery
vykazoval nejvyssi tiskovou presnost (76 = 4) %, porozitu kolem 65 % a viskoelastické

vlastnosti (~4-10? Pa-s) srovnateln¢ s mékkymi lidskymi tkanémi.

Klic¢ova slova: 3D tisk, hydrogel, biopolymery, iontové sitovani, Schiffova baze

ABSTRACT

This diploma thesis focuses on the development and characterization of hydrogels for
microextrusion-based 3D printing with potential applications in tissue engineering. The
hydrogels were formulated from natural polymers (alginate, hyaluronan, dextran, and
gelatin), with selected samples incorporating organophosphonate nanoparticles
as rheological modifiers. The prepared hydrogels were crosslinked either physically using
multivalent ions (Zn**, Fe**) or chemically via Schiff base reactions. Based on rheological
evaluations, three hydrogel types were selected for further optimization of printing
parameters and conditions for multilayer scaffold fabrication. All crosslinked scaffolds were
assessed in terms of stiffness, morphology, and swelling behavior. Among the tested
materials, the chemically crosslinked hydrogel composed of gelatin, oxidized hyaluronan,
and oxidized dextran was identified as the most suitable for 3D printing, exhibiting the
highest printing accuracy (76 + 4) %, porosity of approximately 65 %, and a viscosity

(~4-10? Pa-s) comparable to that of soft human tissues.

Keywords: 3D printing, hydrogel, biopolymers, ionic cross-linking, Schiff base






“And I knew exactly what to do. But in a much more real sense, I had no idea
what to do.”

Michael Scott (S5:E14)
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UvVOD

Tkéanové inZenyrstvi predstavuje interdisciplinarni obor zaméfeny na vyvoj biologickych
nahrad, které mohou obnovit, nahradit nebo zlepsit funkci poskozenych tkani. Vyuziva
pristupy z materidlového inzenyrstvi, biologie a mediciny k vytvoteni struktur, jez podporuji
bunéény rust a regeneraci. Jednim z nastroji, ktery v poslednich letech vyznamné posunul
moznosti tohoto oboru je 3D tisk, ktery umoznuje pfesné prostorové uspotradani bunek,

biomateriall ve vrstvach, diky ¢emuz lze cilen¢ navrhovat slozité tkadnové struktury [1].

V této oblasti hraji vyznamnou roli hydrogely - zesitované tfirozmérné polymerni sité
schopné absorbovat zna¢né mnozstvi vody. Hydrogely na bazi biopolymert, jako alginat,
dextran, hyaluronan nebo Zelatina, poskytuji pfiznivé mikroprostiedi pro bunécnou adhezi,
proliferaci 1 diferenciaci, a jejich struktura umoznuje difuzi zivin a metabolitd [2].
Kombinace hydrogeli a 3D tisku tak pfedstavuje slibny pfistup k vyrobé prostorové
definovanych a rozmérové pfesnych scaffoldi, které lze ptizptisobit konkrétnim potfebam
tkanové regenerace. Navzdory témto vyhodam celi 3D tisk hydrogelti na bazi ptirodnich
polymert fad€ vyzev. Mezi né patii nevhodné reologické vlastnosti, omezena tvarova stalost
po tisku nebo nizka mechanickéd stabilita. Z toho divodu se Casto pristupuje k jejich

chemické modifikaci nebo kombinaci s nanomaterialy [3].

V teoretické Casti prace byla zpracovéna reSerSe zaméfena na vybrané piirodni
biopolymery — alginat, dextran, hyaluronan a Zelatinu — déle na pfipravu hydrogeld, jejich
zpracovani metodami 3D tisku a charakterizaci. Prakticka cast se soustfedila na vyvoj
a hodnoceni hydrogeli urcenych pro 3D tisk vicevrstvych scaffoldii, zalozenych na
uvedenych biopolymerech. Tyto materidly byly sitovany riznymi mechanismy, a to bud’
fyzikalné¢ pomoci iontové komplexace, nebo chemicky prostfednictvim Schiffovy baze,
ptipadné jejich kombinaci. Do vybranych systému byly navic zaclenény organofosfonatové
nanocastice za ucelem zlepSeni jejich tiskovych vlastnosti. Pfipravené materiadly byly
posouzeny z hlediska reologického chovani, tisknutelnosti, stability vicevrstvych struktur,
bobtnacich schopnosti a morfologie pfipravené struktury. Vysledky pfispely k optimalizaci

sloZeni inkoust pro 3D tisk a jejich efektivnimu vyuZiti v regenerativni medicing.
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I.

TEORETICKA CAST
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1 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Ptirodni polymery jako je alginat sodny, dextran, kyselina hyaluronova, Zelatina nebo jejich
derivaty jsou diky vlastnostem jako dobra biokompatibilita, biodegradabilita a podobnost

s extracelularni matrix povazovany za idealni materialy pro ptipravu hydrogeli [4].

K zesitovani téchto polymert jsou vyuzivany rizné strategie. Napiiklad Sajjadi et al. (2024)
ve své praci zkoumali tzv. ,self-healing” chovéani hydrogelu Zelatiny a oxidovaného
hyaluronanu sitovanym kovalentné metodou Schiffovy baze [5]. Sitovani Schiffovou bazi
zvolili také autofi Musilova et al. (2022), ktefi pfipravili hydrogel na bazi Zelatiny
a oxidovaného dextranu a vyzdvihli mimo jiné i jednoduchy zplsob pfipravy
necytotocického materidlu bez pouziti agresivnich ¢inidel [6]. Alginat je typicky sitovany
fyzikalng& pomoci multivalentnich iontfi, jako jsou Ca®’, Sr**, Zn®*" nebo Fe**, kdy kazdy
z iontl vytvafi hydrogely s rozdilnymi vlastnostmi coz umoznuje jejich pfizptisobeni pro
potencialni specifické aplikace, jak také ve svych pracich popisuji autoii Hassan (2020),
Kopecka et al. (2023), Jing et al. (2024) nebo Zhang et al. (2020) [7-10]. Hydrogely mohou
byt také sitovany nékolika mechanismy zarovei. Piikladem mutize byt prace autort Vitkova
et. al (2022), kteii pii pripravé hydrogelu ma bazi modifikovaného hyaluronanu vyuzili
kombinaci chemického zpiisobu sitovani (Schiffova baze) a iontového sitovani Fe*" [11].

Piitomnost druhé sité se projevila naristem soufdzového modulu z 10! Pa na 10° Pa.

PrestoZe maji hydrogely fadu vyhod pro biologické aplikace, jejich vyuziti byva Casto
omezeno nizkou mechanickou pevnosti [12]. Zaclenéni nanomateridlti do polymerni matrice
predstavuje efektivni zptisob, jak tyto nedostatky kompenzovat. Jako ptiklad 1ze uvést praci
Alves et al. (2023), kteti do hydrogelu na bazi oxidovaného dextranu zakomponovali
nanohydroxyapatit, ¢imz doslo k podstatnému navyseni Youngova modulu az na 300 kPa
[13].  Nanokompozitni  hydrogel = Zelatiny a  oxidovaného  hylauronanu
s nanohydroxyapatitem byl zkoumam 1 Jin et al. (2024), ktefi nejen ze oveéfili nartst

soufazového modulu, ale také potvrdili podporu osteogeneze na mySim modelu [14].

V poslednim desetileti také vzrostl zajem o 3D tisknutelné hydrogely, jelikoz 3D tisk
umoziuje piesné fizeni geometrie a vnitini architektury scaffoldii a tim tvorbu konstrukei
prizptsobenych specifickym pottebam jednotlivych tkani [3]. Vyrazny nartst vyznamu této
problematiky dokladaji udaje z védecké databaze Web of Science: v roce 2024 bylo
publikovéano 1065 odbornych ¢lank zamétenych na téma 3D tisku hydrogelt ("3D printing

hydrogel"), coz predstavuje 28nasobny nartst oproti roku 2014, kdy bylo zaznamenéno
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pouze 37 publikaci. Jako piiklad lze uvést praci Kopecké et al. (2023), ve které se autofi
zabyvali syntézou organofosfondtovych nanocastic a jejich aplikacnim potencidlem
v tkanovém inzenyrstvi pii 3D tisku jako reologického modifikatoru v alginatové matrici
[10]. Ptipravené¢ materidly dosdhly dobré tvarové stalosti, nebyla u nich prokazana
cytotoxicita a vykazovaly uspokojivou bunécnou zivotaschopnost, coz bylo potvrzeno
enkapsulaci a tiskem fibroblasti myS$iho ptivodu. 3D tiskem vicevrstevnych hydrogelt
na bazi alginat/zelatina se zabyvali Soufivand et al. (2023) [15]. Jejich prace potvrdila,
ze predchlazeni inkoustt vede k vyraznému vylepSeni tisknutelnosti, coz bylo potvrzeno
analyzou variability reologickych vlastnosti pfi porovnani se vzorky, kde byl krok chlazeni
vynechan. Piesnost vytisknuté struktury je zdsadni zejména z diivodu homogenni prostorové
distribuce bunék a reprodukovatelnosti mechanickych 1 biologickych vlastnosti
pro potencidlni aplikace. Systém alginat/kolagen zpracovany 3D tiskem byl také popsan
autory Yang et al. (2018) [16]. Vysledky jejich studie ukazaly, ze ptidani kolagenu k alginatu
vedlo k vice nez dvojndsobnému zvySeni mechanické pevnosti materialu. Ptidavek kolagenu
také podpoftil bioaktivitu hydrogelu, coz bylo prokdzano vyssi bunécnou proliferaci

a zvySenou expresi gentl souvisejicich s tvorbou chondrocytt.

Na zaklad¢ vySe uvedené literatury je ziejmé, ze hydrogely a jejich zpracovani

metodami 3D tisku je intenzivné studovanym odvétvim v rdmci tkdniového inZenyrstvi.
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2 BIOPOLYMERY

Biopolymery tvofi rozmanitou skupinu materiald, jejichz spoleénym znakem je biologicky
ptvod nebo schopnost vznikat z obnovitelnych zdroji prostfednictvim procesii v zivych
organismech. Jedna se o makromolekuly sestavajici z velkého mnozstvi opakujicich
se monomernich jednotek vazanych kovalentnimi vazbami. Tyto makromolekuly, které
zahrnuji polysacharidy (napf. alginat, hyaluronan, dextran), proteiny (napi. kolagen,
zelatina) a nukleové kyseliny (napt. DNA, RNA), jsou komplexni struktury nezbytné pro
biologické procesy. V Zivych systémech plni fadu funkci, mezi néz patti naptiklad strukturni

podpora, zasoba energie nebo pienos genetické informace [17, 18].

Na rozdil od syntetickych polymerii petrochemického ptivodu, jsou biopolymery
obvykle biodegradabilni a biokompatibilni, coZ umoZiluje jejich Siroké vyuziti pfi riznych
aplikacich, zejména v medicin€, farmacii a potravinatstvi. Napiiklad v biomediciné jsou
biopolymery vyuZzivané pii vyvoji materiald pro tkanové inzenyrstvi, kde mohou slouzit jako
scaffoldy (,,bunééné leSeni) pro regeneraci tkani. Konkrétni aplikace vybranych

biopolymert budou rozebirany déle v textu [17, 19].

Tato kapitola se zamétuje na obecny popis a klasifikaci biopolymert, v¢éetné blizsiho
priblizeni materiala, které byly vyuzivany pfi praktické ¢asti diplomové prace — alginat,

dextran, hyaluronan a zelatina — a pro dalsi orientaci v textu je jejich znalost nezbytna.

2.1 Definice a klasifikace biopolymeru

Termin ,,biopolymer* je podle International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC)
definovan jako latka slozena zjednoho typu makromolekul (v€etné proteinti, nukleovych

kyselin a polysacharidil) produkovanych Zivymi organismy [20].

Biopolymery lze klasifikovat na zdklad¢ rGznych kritérii, jednim z nejbéznéjsich
zpusobll je klasifikace podle chemické povahy jejich stavebnich jednotek a vysledné
struktury [17]. Tento pfistup vymezuje tfi hlavni skupiny: polysacharidy, proteiny
a nukleové kyseliny, které budou podrobnéji popsany v podkapitole 2.1.1. V literatuie
zamétené na materialové védy se vSak pojem ,,biopolymer* pouziva Casto v $ir§im kontextu,
kdy jsou takto oznacovany vsechny polymery, které jsou pirirodniho piivodu (,,bio-based*)

a/nebo jsou biodegradabilni [17, 19]. Toto déleni bude uvedeno v podkapitole 2.1.2.
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2.1.1 Déleni biopolymerii podle monomerni jednotky

Z biochemického hlediska jsou rozliSovany podle monomert a tvoiené struktury rozliSeny
tf1 hlavni kategorie biopolymerti — polysacharidy, proteiny a nukleové kyseliny (Obrazek 1).

Nasledujici popis struktur vychazi z publikace Lehninger Principles of Biochemistry [18].

Polysacharidy jsou tvofeny alespoit 20 monosacharidovymi jednotkami, které jsou
spojeny glykosidovou vazbou. Podle poctu typt monosacharidii ve struktuie pak mizeme

rozliSovat homo- a hetropolysacharidy.

a. Homopolysacharidy obsahuji pouze jeden typ monosacharidu. Ptikladem

vvvvvv

(nerozvétvend a-D-glukoza vézana (1—4) glykosidickou vazbou) a amylopektinu
(rozvétvena a-D-glukoza vazand (1—4) a (1—6) glykosidickou vazbou). Dale 1ze

zminit 1 dextran, ktery bude v podkapitole 2.3 blize specifikovan.

b. Heteropolysacharidy maji v molekule vice druhti monomernich jednotek, ptipadné

jejich derivatd. Nejrozsitenéjsi skupinou jsou glykosaminoglykany (GAG), které
obsahuji derivaty uronovych kyselin a hexosaminovych zbytkl. Zastupcem

je kyselina hyaluronova, ktera bude podrobnéji popsana v podkapitole 2.4.

Proteiny se skladaji alespon ze 100 aminokyselin. Pfi tvorbé bilkovin se u vétSiny
zivych organismil uplatiiuje pouze 20 (n€kdy uvadéno az 23) biogennich a-aminokyselin.

Struktura nezbytna pro jeho spravnou funkci, se popisuje ve ¢tyfech trovnich:

a. Primdrni struktura je dana poradim aminokyselin v polypeptidovém fetézci, které

jsou vazany kovalentni peptidovou vazbou (-CO-NH-). Tato vazba vznika

kondenzaci jednotlivych aminokyselin.

b. Sekundérni strukturou rozumime prostorové uspofddani aminokyselin, které
je stabilizovano pfitomnosti vodikovych mustka. Zakladni struktury se oznacuji
jako a-helix, kdy je fetézec stocen do pravotoc¢ivé Sroubovice, a B-skladany list, kdy

rovnobézné a antiparalelné uspotradané fetézce pripominaji slozeny list papiru.

c. Tercidlni struktura popisuje prostorové uspoiadani celého polypeptidu, ktera
je dana interakcemi mezi bo¢nimi skupinami fetézce. Uplatnuji se Van der

Waalsovy sily, vodikové a disulfidické vazby ¢i hydrofobni/hydrofilni interakce.

d. Kvarterni struktura se vyskytuje u proteini sloZzenych z vice podjednotek, které

mezi sebou jiz nejsou spojeny peptidovou vazbou.
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Pokud je bilkovina tvofena pouze aminokyselinami, bez vazby nebilkovinné slozky
(tzv. prostetické skupiny), 1ze ji oznacit jako jednoduchy protein. Ty se dale daji rozd€lit do

dvou zakladnich skupin:

a. Skleroproteiny jsou vlaknité a ve vodé nerozpustné. Pfikladem je kolagen, zékladni

stavebni slozka pojivovych tkani. Ten bude déle pfibliZzen v kapitole 1.5.

b. Mezi_sferoproteiny, které¢ maji kulovity tvar a jsou ve vod¢€ rozpustné, se fadi napf.

albumin, coz je sérova bilkovina.

Nukleové kyseliny nesou genetickou informaci zivych organismii. Monomer se nazyva
nukleotid a je sloZzen z dusikaté baze, pentdzy (pétiuhlikatého monosacharidu) a zbytku

kyseliny fosforecné. Jednotlivé nukleotidy jsou vazany fosfodiesterovou vazbou.

a. 2-deoxyribonukleova kyselina (DNA) ma strukturu dvojité Sroubovice tvofené

dvéma antiparalelnimi fetézci nukleotidt, které jsou spojeny vodikovymi mustky
mezi komplementarnimi bazemi — adenin s thyminem, guanin s cytosinem. Kazdy
nukleotid se skladé z deoxyribozy, fosfatové skupiny a jedné ze Ctyt dusikatych bazi,

pticemz fosfatové skupiny tvoii pevnou patet molekuly .

b. Ribonukleovd kyselina (RNA) je tvofend jednim vlaknem nukleotidii obsahujici

fosfatovou skupinu, sacharid ribézu a dusikaté baze adenin, guanin, cytosin ¢i uracil.
U prokaryot a eukaryot se RNA podili na transkripci a translaci genetické informace,

u nékterych vird (napft. viru HIV) je vSak pfimym nosi¢em této informace.

Obrazek 1 Klasifikace biopolymerti na podle monomerni jednotky,
upraveno dle Thomas et al. (2023) [17]
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2.1.2 Déleni biopolymeri podle pivodu a biodegradability

Jak jiz bylo feceno diive, biopolymery Ize klasifikovat nejen na zakladé jejich chemické
struktury, ale také dle jejich pivodu — na pfirodni (,,bio-based) a petrochemické
(Obrazek 2). V kombinaci i se schopnosti biodegradace (snizovani molekulové hmotnosti

vlivem biologické aktivity), takové déleni uvadi naptiklad Niaounakis (2015) [19, 20]:

»Bio-based“ biodegradabilni biopolymery jsou produkovany biologickymi systémy
(mikroorganismy, rostlinami ¢i zivo¢ichy) nebo jsou chemicky syntetizovany z ptirodnich
surovin (kukufice, cukrova fepa). Do této skupiny lze zafadit syntetické polymery
z obnovitelnych zdrojii, jako je kyselina polymléénd (PLA) [21]. Dale sem patii
1 biopolymery produkované mikroorganismy (polyhydroxyalkanoaty, PHA) nebo
biopolymery piirozen¢ se vyskytujici v biosféie, napiiklad alginat a kolagen [22-24].

»Bio-based“ nebiodegradabilni biopolymery pochazi také z obnovitelnych zdroji,
ovSem oproti ptredchozi kategorii, nedochazi k jejich biodegradaci. Jedna se o pfirodni
biopolymery jako jsou kaucuky, nebo syntetické polymery, kdy ptikladem miize byt
polyamid 11 (PA 11) zisk&vany z ricinového oleje [25].

Biodegradabilni polymery petrochemického puvodu, jako polykaprolakton (PCL)
nebo polybutylensukcinat (PBS), jsou produkovéany z ropy nebo zemniho plynu, ale na
rozdil od vétSiny polymeri mohou byt rozloZzeny né€kterymi kmeny bakterii nebo

mikroskopickych vlaknitych hub [26-28].

biopolymery
1

| |
etrochemicky
"bio-based" ? 3 y

ptivod
1

| | |

biodegradabilni nebiodegradabilni biodegradabilni
alginat, Zelatina, PHA kaucuk, PA 11 PCL, PBS

Obrazek 2 Klasifikace biopolymerti podle piivodu a schopnosti biodegradace;
upraveno dle Thomas et al. (2023) [17]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 21

2.2 Alginat

Alginaty jsou hydrokoloidy, tedy vysokomolekularni latky schopné véazat velké mnozstvi
vody (az stonasobek své hmotnosti) a tvofit stabilni gely. Jedna se o soli kyseliny alginové,
kter¢ se pfirozené vyskytuji v bunécnych sténach hnédych motskych fas z celedi
Phaeophyceae [29]. Diky své biokompatibilité, gelotvornym a viskoelastickym vlastnostem
a modifikovatelnosti nachazi vyuziti pfedev§im v potravinafstvi, farmacii a biomediciné
[23]. V nasledujici kapitole bude tento biopolymer popsan z pohledu jeho struktury,

vlastnosti, vyskytu, produkce a konkrétnich aplikacnich ptikladd.

2.2.1 Struktura a fyzikalné-chemické vlastnosti alginatu

Alginaty jsou skupina nerozvétvenych, neopakujicich se kopolymert, které jsou slozeny
z kyseliny D-manuronové (M) a L-guluronové (G) vazanych p(1—4) glykosidovou vazbou
(Obrazek 3). Monomerni jednotky jsou upoiddany do homogennich (MM nebo GG)
a heterogennich (MG nebo GM) bloki, pficemZ pomér a uspotfaddani téchto bloki zavisi na
biologickém zdroji, podminkéch kultivace a zpiisobu purifikace. Diky tomu jsou alginaty

také vysoce variabilni skupinou materiala [23, 30].

HO o
o
0
0F N0
GG-blok GM-blok MM-blok

Obrazek 3 Struktura alginati s vyznac¢enymi GG/GM/MM bloky; upraveno dle
Abka-khajouei et al. (2022) [23]

Jak je také z obrazku patrné, alginaty obsahuji mnoho volnych hydroxylovych
a karboxylovych skupin, které¢ jim umoziuji vytvaret intramolekuldrni vodikové mustky
[31]. Pfi neutralnim pH maji polyaniontovy charakter diky ionizaci karboxylovych skupin.
Zatimco kyselina alginova je ve vod¢ nerozpustna, jeji soli jsou naopak vodorozpustné a lze

je vysrazet alkoholy [32, 33].
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Pro alginaty je charakteristickd tvorba viskdznich roztokli ve vodném prostiedi. Tyto
roztoky vykazuji pseudoplastické chovani. Viskozita je ovlivnéna koncentraci, molekulovou
hmotnosti a zastoupeni G/M blokli. Molekulova hmotnost komeréné dostupnych alginata se
pohybuje v rozmezi 32 az 400 kDa v zavislosti na zdroji, druhu fasy a procesu extrakce, kdy

vy$si molekulova hmotnost zvysuje viskozitu a ovliviiuje gelovaci vlastnosti [23, 32].

Kli¢ovou vlastnosti alginata je pak schopnost iontového sitovani, pii némz divalentni
kationty jako Ca?" koordinuji karboxylové skupiny G-blokt tzv. ,,egg-box* modelem, coz
vede k tvorbé pevnych hydrogelti [34]. Tento fenomén je blize rozepsan v podkapitole 3.1.2.
Mechanicka pevnost téchto gelii se pohybuje od n¢kolika kPa do stovek kPa v zavislosti
na koncentraci iontil a alginatu, avSak gely jsou obecné kiehké a jejich stabilita miize byt
narusena chelata¢nimi ¢inidly nebo zménami pH. Vyssi obsah G-bloka zvySuje pevnost

gelu, zatimco M-bloky pfispivaji k pruznosti [23, 32, 35].

2.2.2 Vyskyt a produkce alginatu

Kyselina alginova a jeji soli (ptedev§im Ca®’, Na*, Mg**, K*) se pfirozené vyskytuji jako
strukturdlni slozka bunéénych stén hnédych motskych tas (Phaeophyceae), napiiklad
u druhtt Laminaria nebo Sargassum [36-39]. Tvoti kolem 40 % suSiny téchto tas v zévislosti
na druhu, véku rostliny a podminkéch prostfedi, jako je teplota vody nebo dostupnost zivin
[39]. Hnédé tasy vyuZivaji alginat k zajiSténi mechanické pevnosti a flexibility, coZ jim

umoziuje odolavat proudiim a vlnam [38].

Kromé¢ motskych fas mohou alginat produkovat také nékteré bakterie. Ty syntetizuji
alginat jako exopolysacharid, ktery jim poskytuje ochranu pied nepiiznivymi podminkami,
jako je vysychani nebo imunitni odpoved’ hostitele [17]. U Pseudomonas aeruginosa hraje
alginat roli pfi tvorb& biofilmi, ktery pfispiva k jeho lepsi adhezi k povrchiim ¢i tkdnim
a patogenité, napiiklad u pacienti s cystickou fibrézou [40]. Naopak nepatogenni
Azotobacter vinelandii produkuje velké mnozstvi alginatu béhem vegetativniho rtstu, kde

slouzi jako bariéra pted difuzi tézkych kovu a kysliku [41].

V prumyslové produkci piedevsim kvili cené alginatu pfevazuje extrakce z hnédych
fas [38]. Tento proces se sklada z n€kolika zakladnich krokd. Nejprve jsou vysuSené
a rozemleté tasy extrahovany v minerdlni kyselin¢ (naptiklad 0,1 M HCI), ¢imz dojde
k separaci ve vod¢ nerozpustné kyseliny alginové od kontaminujicich glykant, jako je
celuloza ¢i laminarin. Nerozpustna slozka biomasy je neutralizovana alkalickym roztokem

(NaxCO3 nebo NaOH), coz vede ke vzniku ve vod€ rozpustnych soli alginatu.
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Sil je vysrdzena alkoholem nebo chloridem sodnym, poté nasleduji purifikacni procesy,

suSeni a mleti [38, 42].

2.2.3 Aplikace alginatu

Alginat je vSestranny biopolymer s vyraznym aplikaénim potencidlem v potravinaistvi,
farmacii, biomedicin€ i dalSich odvétvich, jako je kosmeticky pramysl, kde se diky svym
reologickym vlastnostem vyuziva jako zahust'ovadlo, koloidni stabilizator, ale také vykazuje
schopnost vytvaret trojrozmérnou sit’, kterd umozituje inkorporaci bioaktivnich molekul

& bunék [23].

Kyselina alginova a jeji soli (sodny, draselny, vapenaty ¢i amonny), vedené v evropské
legislativé pod kody E400-E404 dle Natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES)
¢. 1333/2008, jsou schvaleny jako bezpecné potravinaiské pridatné latky [43]. Vyuzivaji se
zejména jako stabilizatory, emulgatory, zelirujici latky, zahust'ovadla a odpénovace, piicemz
zlepSuji texturu a stabilitu Sirokého spektra vyrobki — ve zmrzlindch napiiklad omezuji
tvorbu ledovych krystald a zajiStuji krémovou konzistenci, zatimco v pekafskych
produktech, dezertech, pudincich a zelé vytvéfeji pevné, ale elastické gelové struktury

[23, 29].

Ve farmacii a biomedicin¢ hraje alginat klicovou roli diky své biokompatibilité
a schopnosti tvofit hydrogely. Mohou byt vyuZzivany jako nosice 1éCiv, pifi nichZ alginat
zajistuje kontrolované uvolnovani aktivnich latek v cilovych tkanich [23]. Naptiklad
Wu et al. (2023) vytvorili peroralni systém pro podani insulinu, ktery kombinuje
arginin-insulinovy komplex pro zlepSeni vsttebavani, liposomy pro ochranu uéinné latky
a cysteinem modifikovany algindtovy hydrogel pro zvyseni adheze ke stfevni sliznici [44].
Tento systém chrani insulin v kyselém prostfedi zaludku a umoziiuje jeho kontrolované

uvoliovani ve stfevé.

Alginat se také fadi mezi nejpouzivangj$i biomaterialy v oblasti 3D biotisku
a konstrukci scaffoldu, jelikoz vykazuje vhodné viskoelastické chovani, ktera umoziuje jeho
extruzi, nasledné udrzeni tvaru a schopnosti gelaci v pfitomnosti kovovych multivalentnich
iontil [3]. Jak uvadi studie autorti Tabriz et al. (2015), jiz 4hm.% roztok alginatu poskytuje
dostate¢nou mechanickou stabilitu vytisknutého hydrogelu [45]. Z biologického hlediska je
vSak povazovan za inertni, proto je ¢asto kombinovan i s dal$imi biopolymery [23]. Takovy

systém byl popsan v praci Temirel et al. (2022), kdy byl vytvoien bioinkoust alginatu
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sodného a Zelatiny [46]. Viabilita bun¢k vzrostla diky pfitomnosti Zelatiny az o 21 %

v porovnanim s Cistym alginatem.

2.3 Dextran

Dextran je extracelularni polysacharid tvoteny glukézovymi jednotkami, ktery vznika
mikrobialni fermentaci, zejména bakteriemi rodu Leuconostoc a Lactobacillus. Tento
biopolymer je dobie rozpustny ve vod¢ se fadi mezi funkéni hydrofilni latky s Sirokym
spektrem vyuziti. Vzhledem ke své biokompatibilité, netoxicité, variabilni molekulové
hmotnosti a moZnostem chemické modifikace nachazi uplatnéni predevsim v potravinafstvi,
farmacii, mediciné¢ a technickych aplikacich [47]. V nésledujici kapitole bude dextran
pfedstaven z hlediska struktury, vlastnosti, zpisobu produkce a konkrétnich oblasti

praktického vyuZiti.

2.3.1 Struktura a fyzikalné-chemické vlastnosti dextranu

Dextran je homopolymer tvotfeny glukézovymi jednotkami, které jsou pfevazné spojeny
a-(1—6)-glykosidickou vazbou, s moznym vétvenim prostfednictvim o-(1—4), a-(1—3)
nebo a-(1—2)-glykosidickych vazeb (Obrazek 4) [48]. Stupeni vétveni u nativniho dextranu
dosahuje pfiblizné 5 %, vétve jsou obvykle kratké, tvofené 1-2 gluk6ézovymi jednotkami
[49]. Molekulova hmotnost dextranu je vysoce variabilni a pohybuje se od nékolika kDa
az po 440 MDa, pficemz vykazuje znacnou polydisperzitu, napiiklad loan et al. (2000)

popisuji dextrany s polydisperznim indexem az 4 [49-51].
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Obrazek 4 Pateini struktura dextranu, fialovymi ¢isly je oznacena pozice uhliku
v gluko6zové jednotce; upraveno dle De Belder et al. (2000) [49]
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Vlastnosti dextranu jsou Uzce spojeny jak s molekulovou hmotnosti, tak s vysokym
obsahem hydroxylovych skupin, které jsou pfitomné na kazdé glukdézové jednotce.
Ty zajistuji hydrofilitu a umoziuji interakce prostiednictvim vodikovych vazeb s vodou
1 mezi jednotlivymi fetézci [47]. Vysoky obsah —OH skupin také umoznuje chemickou
modifikaci dextranu, coz je vyhodné pro fadu aplikaci zejména kvilli zvySené reaktivity
a moznosti navazani dalSich biomolekul. Jednim z moZnych zptsobti modifikace je oxidace
periodaty (IO4), kterd je specifickd pro polysacharidy s vicinadlnimi (sousednimi)
hydroxylovymi skupinami [49]. Maia et al. (2011) popisuji, Ze tento typ reakce §té€pi vazby
mezi uhliky glukézovych jednotek piedev§im mezi C3-C4 a C3-C2. Vysledkem jsou
aldehydové skupiny, které mohou dale reagovat s N-nukleofily, jako jsou naptiklad aminy

[52]. Reakce je zobrazena na Obrazku 5.

\
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Obrazek 5 Oxidace dextranu periodaty za vzniku dialdehydu dextranu;
upraveno dle Maia et al. (2011) [52]
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Viskozita roztoki dextranu je primdrné¢ uréena jeho molekulovou hmotnosti,
koncentraci v roztoku a strukturdlnimi parametry, jako je stupenn vétveni ¢i délka tetézct.
Jako neutralni polysacharid dextran nevykazuje vyraznou zavislost viskozity na zménach
pH ani na koncentraci iontil v roztoku [49]. Nékteré zdroje popisuji, Ze roztoky o nizké
koncentraci a nizké molekulové hmotnosti vykazuji newtonské tokové chovani, a naopak pii
vyssich koncentracich a rostoucich molekulovych hmotnostech roztokii dextranu dochazi
k pfechodu na pseudoplastické chovani [48, 53]. V praci Tirtaatmadja et al. (2001) bylo vSak
newtonské chovani pozorovano u dextranti o molekulové hmotnosti 40 000 az 2 000 000 Da

o koncentracich az 30 hm.%, coz autofi vysvétluji vysokou rozvétvenosti polymeru [54].

2.3.2 Vyskyt a produkce dextranu

Dextran se v prirod¢ vyskytuje jako extracelularni polysacharid produkovany bakteriemi,
které syntetizuji dextran ze sachar6zy prostfednictvim enzymu dextransukrazy [49]. Mezi
hlavni producenty dextranu patii bakterie mlécného kvaseni, jako Leuconostoc

a Lactobacillus, ale také patogenni druh Streptococcus mutans [55-57].
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Tyto mikroorganismy produkuji dextran jako soucast biofilmu nebo ochrannych slizového
obalu napftiklad pfi fermentaci rostlinnych st'av ¢i pii zrani vina a piva [17]. Dextran se také
vyskytuje v ustni dutiné ¢lovéka, kde ho produkuje jiz zminénd bakterie Streptococcus

mutans a prispiva ke vzniku zubniho plaku [57].

Pro primyslovou vyrobu dextranu se nejcastéji vyuzivd fermentacniho procesu
za pouziti bakterie Leuconostoc mesenteroides. Béhem fermentace dochéazi k syntéze
vysokomolekularniho polysacharidu, zatimco vedlejSim produktem je fruktdza. Pro izolaci
dextranu z fermenta¢niho média se bézn¢ aplikuje precipitace pomoci alkohold, jako je
ethanol, kterd umoznuje selektivni oddéleni polysacharidu od nizkomolekuldrnich
kontaminant, naptiklad fruktani. Nasleduje Cistici faze zahrnujici opakovana promyvani,
filtrace a ptipadné¢ dialyzu, vedouci k odstranéni zbytkovych soli, proteinti €i jinych necistot.
Finalni produkt je poté susen do praskové formy. Podminky suSeni 1 pfedchozi purifikace

umoziuji cilené fizeni vysledné molekulové hmotnosti dextranu [58, 59].

2.3.3 Aplikace dextranu

Jako pfirodni a obnovitelnd biomakromolekula vykazuje dextran nejen vybornou
biodegradabilitu, ale také dobrou biokompatibilitu a netoxicitu. Diky pfitomnosti velkého
mnozstvi hydroxylovych skupin mize byt také modifikovan, coz zvysuje jeho aplika¢ni

potencial pfedevsim v biomedicing, farmacii nebo potravinarském primyslu [17].

Jednou z hlavnich aplikaci dextranu v mediciné je jeho pouZiti jako plazmaexpandéru
pii velkych ztratach krve. Dextran 70 (70 kDa) jako koloidni roztok osmoticky expanduje
objem plazmy diky své vysoké molekulové hmotnosti a schopnosti zadrzovat vodu
v intravaskularnim prostoru. Vytvaii zvySeny osmoticky tlak v krevnim fecisti, ¢imz
podporuje ptresun tekutiny z mezibunécného prostoru zpét do cév [60]. Dextran je také
vyuzivan ke snizeni rizika cévnich onemocnéni, jako je trombdza, diky tvorbé vazby

na krevni destiCky, erytrocyty a cévni endotel, ¢imz se snizuje jejich agregace a adheze [61].

Dextran a jeho derivaty jsou také intenzivné zkoumanym materidlem v tkanovém
inzenyrstvi. Napfiklad v praci Alves et al. (2023) byl vyvinuty injektovatelny hydrogel
na bazi dextranu spolecné¢ s B -trifosfatem vapenatym a hydroxyapatitem. U tohoto systému
byla pozorovano rychlé uvoliiovani vancomycinu (antibiotikum) s dobrou biokompatibilitou
s osteoblasty [13]. Musilova et al. (2022) popisuji 3D tisknutelny hydrogel oxidovaného

dextranu a zelatiny, s homogenni distribuci fibroblastl ve struktute scaffoldu [6].
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V potravindiském primyslu je dextran cenény jako emulgator, zahustovadlo
a texturizacni ¢inidlo [62]. V pekafskych vyrobcich zlepSuje meékkost sttidky, zvySuje objem
tésta a prodluzuje trvanlivost diky své schopnosti vazat vodu [63]. V mlécnych vyrobcich
a napojich slouzi jako stabilizator suspenzi a pén, a diky nizké viskozité i ve vysSich
koncentracich se uplatiiuje v nizkokalorickych produktech jako plnidlo nebo néhrada tuku

[64, 65].

2.4 Hyaluronan

Glykosaminglykany, zkrdcen¢ GAG, jsou podstatnou soucasti extraceluldrni matrix
pojivové tkané vicebunéénych organisml [66]. Z biochemického hlediska se jedna
o skupinu linearnich heteropolysacharid, které tvoii opakujici se disacharidové jednotky.
Kazdd disacharidovd jednotka zahrnuje aminocukr, bud’ N-acetylglukosamin nebo
N-galaktosamin, a ve vétsiné ptipadii uronovou kyselinu jako je D-glukuronovd nebo
L-iduronova kyselina. U nékterych GAG muze byt nahrazena hydroxylova skupina
aminocukru sulfatovou skupinou [18]. Diky velkému mnozstvi zaporn€¢ nabitych
karboxylovych, pfipadné sulfatovych skupin, jsou GAG schopny véazat velké mnoZstvi vody,

¢imz je zvySovana elasticita tkani [66].

Mezi nejcastéji  se vyskytujici glykosaminglykany patfi chondroitinsulfat,
keratansulfat, heparin, heparansulfat a kyselina hyaluronova [66]. Posledni zminéna,

kyselina hyaluronova, resp. jeji sodna sl — bude v nasledujici kapitole popsana detailnéji.

2.4.1 Struktura a fyzikalné-chemické vlastnosti hyaluronanu

Hylauronan je sodnou soli kyseliny hyaluronové. Jeho zakladni strukturu (Obrazek 6) tvoti
alternujici jednotky N-acytylglukosaminu a kyseliny D-glukuronové vazanych B(1—4)
a P(1—-3) glykosidickou vazbou [67]. Pravé beta konformace sacharidovych jednotek
umoziuje, aby vSechny objemné bocni skupiny (hydroxyl, karboxyl, N-acetyl a anomerni
uhlik sousedici jednotky) byly ve stericky vyhodnych ekvatorialnich polohach, vodiky
naopak v polohéach axialnich, coz z hyaluronanu ¢ini velmi energeticky stabilni molekulu

[68].
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Obrazek 6 Struktura hyaluronanu; upraveno dle Fallacara et al. (2018) [69]

Kazda disacharidova jednotka HA obsahuje Ctyfi hydroxylové skupiny, jednu
karboxylovou a acetylamidovou skupinu. Karboxylové skupiny kyseliny D-glukuronové
maji pti fyziologickém pH (7,35-7,45) zaporny ndboj, z tohoto diivodu je v biologickych
systémech nejvice zastoupena prave stl — hyaluronan, nikoliv neionizovana forma — kyselina
hyaluronova [70]. Pravé pritomnost reaktivnich karboxylovych, zaroven ale také
hydroxylovych skupin, umoznuje chemické modifikace, coz zvysSuje aplikacni potencial HA
[69]. Prikladem takové modifikace mize byt, stejn¢ jako v pfipadé dextranu, oxidace HA
periodaty za vzniku aldehydovych skupin [71]. Tato reakce specificky Sté€pi vazbu mezi
vicinalnimi dioly pfitomnymi na druhém a tfetim uhlikovém atomu. Reakce je zndzornéna

na Obrazku 7.

Obrazek 7 Oxidace hyaluronanu periodaty za vzniku dialdehydu hyaluronanu; upraveno
dle Pandit et. al (2019) [71]

Konformace makromolekularniho fetézce v roztoku je silné ovlivnéna prostfedim (pH,
piitomnost iontd) [72, 73]. Mezi COO", OH™ a H' vznikaji vodikové vazby, které jsou
zodpovédné za Sroubovicové prostorové usporadani molekuly [74]. Polyanionick4 povaha
hyaluronanu a jeho prostorové usporadani zajistuji tuhy, ndhodné svinuty tvar molekuly,
ktera zaujima velky hydrodynamicky objem. Tento charakter mu umoznuje vytvaret roztoky

o vysoké viskozité¢ [68, 69]. Meo et al. (2024) popisuji, ze roztoky HA s molekulovou
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hmotnosti 6090 kDa se chovaji jako newtonské kapaliny bez ohledu na koncentraci,
zatimco roztoky s vysS§im Mw v intervalu 400-2500 kDa vykazuji nenewtonovské,
pseudoplastické chovani [75]. To je zptisobeno destrukci vodikovych vazeb a hydrofobnich
interakci pfi zvySovani smykové rychlosti. Retézce hyaluronanu se deformuiji a orientuji ve
sméru toku, coz snizuje viskozitu roztoku. Tento proces je vSak reverzibilni, po snizeni

smykové rychlosti obnovi roztok svou piivodni strukturu a viskozitu [76].

2.4.2 Vyskyt a biologické funkce hyaluronanu

Hyaluronan v organismu plni nékolik funkci — mutze plsobit jako pasivni strukturdlni
molekula, kterd zajistuje mechanickou podporu a hydrataci tkdni, nebo jako signalni
molekula regulujici bunééné procesy, jako jsou zanétlivé reakce, migrace a déleni bunck
[17]. HA je pfirozenou soucasti extracelularni matrix (ECM), kde se vyskytuje pfedev§im
v pojivovych, epitelovych a nervovych tkanich. V téle savct je jeho molekulova hmotnost
vyrazné proménliva, pohybuje se intervalu od 5 kDa az do 20 MDa v zavislosti na typu tkané
[77]. Biologicka funkce HA je s jeho molekulovou hmotnosti velmi Uzce spjata, piimo

ovliviiyje jeho fyzikalné-chemické vlastnosti a interakce s bunéénymi strukturami [17].

Vysokomolekularni hyaluronan (My > 5-10° Da) pisobi pfevazné jako pasivni
strukturalni  slozka tkani, kterd umoziuje difuzi nizkomolekuldrnich molekul
(napf. elektrolyty, Ziviny) a zaroven brani prostupu vysokomolekularnich molekul jako jsou
proteiny. Diky své viskoelasticité, hygroskopickym vlastnostem a schopnosti vazat vodu
zajisStuje hydrataci, stabilitu a mechanickou odolnost tkéni. Jeho antiangiogenni (ptsobici
proti vzniku cév) a imunosupresivni u¢inky navic pfispivaji k regulaci zanétlivych procesii
[78]. Tato forma HA je naptiklad zdsadni v synovidlni tekutiné kloubti, kde pfispiva
k rozlozeni mechanické zatéze béhem pohybu a chrani kloubni povrchy pted poskozenim.
Podobné fyzikalni vlastnosti vykazuje také v o¢nim sklivci, kde udrzuje viskozitu, hydrataci

a mechanicky chrani o¢ni tkan [79, 80].

Stif‘edné velké molekuly hyaluronanu (My, = 2-10*-10° Da) vykazuji specifické
biologické funkce, jako je podpora ovulace, embryogeneze a hojeni ran. Tyto procesy jsou
umoznény diky schopnosti hyaluronanu ptsobit jako signdlni molekula, ktera interaguje
s receptory na bunécnych membranach, a ovlivituje tak migraci bun€k a jejich proliferaci

[77,79].

Na druhé strané oligosacharidové fragmenty hyaluronanu, sestavajici z 15-50

disacharidovych jednotek (My = 6°10°-2-10* Da), maji vyrazné¢ imunostimulacni,
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angiogenni a zanétlivé ucinky [81]. Jejich pifitomnost signalizuje tkanové poskozeni, coz
vede k aktivaci imunitniho systému a stimulaci procesti spojenych s reparaci tkani. Jesté
mensi oligomery hyaluronanu (My, = 4004000 Da) vykazuji antiapoptotické vlastnosti

(tzn. inhibice buné¢né smrti) [79, 80].

2.43 Produkce hyaluronanu

Vychozi surovinou pro extrakci hyaluronanu ze Zivo€isnych tkani jsou odpady a vedlejsi
produkty zivocisného piivodu, napiiklad kohouti hiebinky, ze kterych byl izolovan
hyaluronan s molekulovou hmotnosti 1,2:10° Da v koncentraci 44 pg/mg, nebo synovilni
tekutina skotu, ze které se povedlo izolovat 1,4:10° Da hyluronan v koncentraci 250 mg/I

[82, 83].

Nevyhodami extrakéniho procesu je degradace hyaluronanu zplisobend endogenni
hyaluronidazovou aktivitou v zivocisnych tkéanich, kterd polymer hydrolyticky rozklada.
Také podminky extrakce maji velky vliv na kvalitu a mnozstvi ziskaného hyaluronanu [80].
Pii purifikaci HA je problémova i eliminace proteinti a nukleovych kyselin, které jsou
soucasti proteoglykanové matrice a pii biomedicinskych aplikacich by mohly zplsobovat
alergické reakce [84]. Vzhledem k tomu, Ze hyaluronan produkovany zivo€ichy i bakteriemi
je chemicky identicky, faktory jako obtiznd kontrola kvality zivocisnych tkani, vysoké
naklady a etické problémy podpofily rozvoj biotechnologickych metod. V soucasnosti je

priamyslova mikrobialni fermentace HA dominantnim zptsobem vyroby [85].

Bakterie rodu Streptococcus, které produkuji hyaluronan jako soucést svého
extracelularniho kapsuldrniho obalu, patii mezi dilezité producenty. Tento obal chrani
bakterie ptfed imunitni odpovedi hostitele, podporuje adhezi a zvySuje jejich odolnost
v prostiedi [86]. Zatimco nékteré druhy (napr. S. pyogenes) jsou lidskymi patogeny,
Streptococcus equi subsp. zooepidemicus, ktery patogenem neni, se stal nejcastéji
vyuzivanym kmenem pro prumyslovou syntézu hyaluronanu diky své schopnosti
produkovat vysokomolekularni HA s vysokymi vytézky [87, 88]. Napiiklad
biotechnologicka firma Contipro a.s. prodava k lednu 2025 hyaluronan produkovany S. equi

subsp. zooepidemicus o molekulovych hmotnostech 250-2300 kDa [89].

2.4.4 Aplikace hyaluronanu

Hyaluronan je biokompatibilni, neimunogenni a biodegradabilni polymer, ktery nachazi

Siroké uplatnéni zejména v medicing, farmacii a kosmetice. Konkrétni aplikace se odviji
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pfedevsim od molekulové hmotnosti biopolymeru. Navic pfitomnost reaktivnich funkénich
skupin umoznuje chemickou modifikaci, ¢imz se vyznamné¢ rozsifuje spektrum jeho vyuziti

[67, 69, 90].

V mediciné je HA Siroce vyuzivany v oftalmologii, ptedev§im pii operacich Sedého
zékalu [91]. HA diky svym viskoelastickym vlastnostem udrzuje tvar oka béhem operace
a zaroven chrani dalsi tkdn pted poskozenim. Také je pro své lubrikacni schopnosti béZznou
soucasti ocnich kapek pro 1€¢bu suchého oka [92, 93]. V oblasti ortopedie je HA podavana
ve form¢ intraartikuldrnich injekei k 1écbé osteoartrézy [94, 95], jelikoz obnovuje
viskoelastické vlastnosti synovidlni tekutiny, kterd snizuje tfeni mezi kloubnimi
chrupavkami pii pohybu. Daéle je také ¢astou slozkou produktii pro regeneraci tkdni [96],
protoze usnadiiuje migraci a proliferaci bun€k. V neposledni fad¢ se HA a jeho derivaty
zkoumaji 1 jako nosice 1é¢iv [97] nebo materidl ve tkdnovém inZenyrstvi pro vyrobu

hydrogelt [98], které budou blize popsany v kapitole 3.

V kosmetice je HA nezastupitelny zejména pro své hydratacni a regeneraéni vlastnosti.
Nizka a stfedni molekulova hmotnost HA (M, = 10°-10° Da ) umoziiuje priinik do hlubsich
vrstev pokozky a diky své schopnosti aktivné vazat vlhkost zajiStuje hydrataci a zlepSuje
elasticitu pleti [99—101]. Derivaty hyaluronanu se hojné vyuzivaji v dermalnich vyplnich,
kde slouzi k redukci vrasek a modelaci kontur obli¢eje [102, 103]. Vysokomolekularni HA
(My > 5-10° Da) ptsobi predevsim jako filmotvorny polymer, ktery redukuje odpatovani

vody z pokozky a tim zajiSt'uje jeji dlouhodobou hydrataci [104].

2.5 Zelatina

Zelatina je odvozeny protein, ktery se samostatné v piirodé nevyskytuje. Ziskavé se z hlavni
bilkoviny zivoc¢isnych pojivovych tkani — kolagenu. Je tedy jasné, ze struktura i vlastnosti
zelatiny piimo s kolagenem souvisi [105, 106]. Kolagen nemé uniformni sloZeni, jedna se
spise o skupinu piibuznych proteini. V soucasné dob¢ je zndmo 28 riiznych typi kolagenu,
nejrozsirené]si jsou typy I az IV, kdy kolagen typu I tvoti vice neZ 90 % kolagenu v lidském
téle [17]. Je hlavni slozkou organické hmoty kosti, Slach, kiize, vazli, rohovky a dalSich
pojivovych tkani. Hlavni funkci kolagenu v organismu je poskytovat strukturalni podporu

a pevnost tkanim a zaroven zajiStovat jejich mechanickou odolnost a elasticitu [107].

Zelatina se vak ziskava pouze ze zdrojii bohatych na pravé zminény kolagen typu I [108].
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2.5.1 Struktura a fyzikalné-chemické vlastnosti kolagenu a Zelatiny

Priméarni aminokyselinova sekvence kolagenu typu I se li§i v zavislosti na jeho ptivodu.
Charakteristické jsou opakujici se sekvence (glycin-prolin-X) nebo (glycin-X-
hydroxyprolin), kde X miize byt kterdkoli ze zbyvajicich 17 proteinogennich aminokyselin
[15, 57]. Ty se sta¢i do levotocivé Sroubovice a tvofi sekundarni strukturu kolagenu,
tzv. a-fetézec, ktery obsahuje pfiblizn€ 1 000 aminokyselin. Tercidlni uspotadani vznika
stoCenim tfi a-fetézcl do pravotoCivé Sroubovice. Zesitovanim téchto fibrilarnich struktur
kovalentnimi vazbami vznika kolagenové vlakno o vysoké pevnosti [18, 24]. Popsana

struktura je zndzornéna na Obréazku 8.
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Obrazek 8 Mozna struktura vlakna kolagenu; Gly = glycin, Ser = serin,
Hyp = hydroxyprolin, Pro = prolin, Lys = Lysin; upraveno dle Djabourov et al. (1988)
a Milano et al. (2023) [109, 110]
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Zelatina se ziskava denaturaci kolagenu, pii niz dochazi k narudeni jeho trojité
Sroubovice pomoci tepelného zpracovani a chemickych preduprav, coz bude blize popsano
v podkapitole 2.5.2 [111]. Tyto upravy rozrusi pti¢né vazby v kolagenu, ¢imz se uvolni

jednotlivé polypeptidové fetézce, které jsou rozpustné ve vode a tvoii zelatinu [17].

Priméarni struktura Zelatiny se odviji od kolagenu, ze kterého se ziskava [106].
Molekulovd hmotnost Zelatiny se nachazi v rozmezi 15-400 kDa. Ve vodném prostiedi
vytvafi koloidni roztok, znadmy jako sol, ktery pii ochlazeni pod teplotu kolem 40 °C
prochazi tzv. sol-gel pfechodem [109]. Mechanismus tohoto procesu je popsan v podkapitole
3.1.1. Viskozita a pevnost zelatinového gelu se navic méni v zavislosti na distribuci
molekulové hmotnosti a mohou byt ovlivnény faktory, jako jsou pfitomnost elektrolyti,

hodnota pH a teplota [17, 111].

2.5.2 Vyroba Zelatiny

Tradiéné¢ je kolagen ziskavan z vedlejSich produktl zpracovani zivocisnych surovin,
predevsim z hovézich a vepfovych kizi &i kosti, pfipadné také z rybi kiize [24]. Zelatina se
pak ziskdva casteCnou hydrolyzou kolagenu pifi niz dochdzi k rozstépeni piicnych
kovalentnich vazeb, denaturaci tercidlni struktury a hydrolytickému rozkladu peptidovych
vazeb [106]. V zavislosti na zptisobu predupravy se komerén¢ produkovana Zelatina deli

na typ A a typ B, jak jiZ bylo naznaceno v pfedchozi kapitole.

Zelatina typu A se vyrabi kyselym postupem, ktery se uplatituje pii zpracovani
veptovych a rybich kizi nebo kosti [112]. KiiZe je oc¢iSténa, roziezana a ponotena do kyselé
lazné (1-5% roztok H3PO4, HCI nebo H2SO4) na 10-30 hodin, ¢imz dochazi k bobtnani.
Nasleduje extrakce pii teplotach stoupajicich od 55 °C do 100 °C v nékolika krocich (kazdy
trvajici 4-8 hodin), coz vede k denaturaci a rozpousténi kolagenu. VedlejSim produktem je
tuk [111, 112]. Finélni Zelatina mé vyssi izoelektricky bod (pH 7-9) a tvoii gely o nizsi
viskozité [106].

Naopak Zelatina typu B se vyrabi alkalickym zptisobem, ptevazné z kosti, hovézi nebo
vepiové klize. Kosti jsou rozdrceny, zbaveny tuku a podrobeny demineralizaci 4-14 dni
v 4-7% roztoku HCI. Poté jsou demineralizované kosti uchovavany ve vapenném mléce
3—-16 tydnii, coz zplisobuje caste¢nou deaminaci kolagenu a uvoliiovani amoniaku. Po omyti
(15-30 hodin) a nastaveni pH na 5—7 nésleduje extrakce, podobna jako u typu A [111, 112].
Hlavni rozdil spo¢ivd v delSim trvani alkalické Upravy, niz$im izoelektrickém bodu

(pH 4-5). Gely tvotrené timto typem Zelatiny jsou také visk6znéjsi [106].



34 UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

2.5.3 Aplikace Zelatiny

Zelatina piedstavuje material s fadou vyhod, mezi ndZ patii nizké ndklady, snadna
dostupnost, biologickd rozlozitelnost a nizkd imunogenicita [113]. Zarovenn vykazuje
vysokou biokompatibilitu a pfirozenou bioaktivitu diky pfitomnosti specifickych sekvenci
arginin—glycin—asparagové kyseliny, které podporuji adhezi bun¢k [114]. Amfifilni povaha
zelatiny umoziiuje tvorbu emulzi, schopnost tvorby polymerni sité je zase vyuzivana pii
tvorb¢ filmi ¢i jako zelirujici latky [115-117]. Dals§i vyznamnou vlastnosti Zelatiny je
pfitomnost riznych funkénich skupin umoznujicich chemické modifikace. Diky témto
vlastnostem je zelatina Siroce vyuzivana v biomedicing, farmaceutickém primyslu,

kosmetice i potravinaistvi [113].

Hlavni uplatnéni nachazi zelatina ve farmaceutickych aplikacich, naptiklad pii
potahovani tablet za ucelem maskovani neptijemné chuti 1é¢iv v praskové podobé, piipadné
jako pojivo pro piimou vyrobu kapsli pro 1é¢iva v tekutém stavu [118, 119]. Intenzivné jsou
také zkoumdany systémy na bazi Zelatiny pro cilené doruCovani 1éCiv diky chemické
variabilité, kterd umoziiuje syntézu nosi¢t bioaktivnich latek a regulaci kinetiky jejich
uvolnovani [120, 121]. Déle jsou studovany i kompozity pro ptipravu scaffoldi a bioinki
v tkanovém inzenyrstvi . Naptiklad studie Musilové et al. (2022) ukazuje, ze Zelatina
zesitovana oxidovanym dextranem s vysokou viabilitou buné€k je slibnym materidlem pro

3D biotisk [6].

Podle Mezinarodni nomenklatury kosmetickych ptisad (INCI) plni Zzelatina
v kosmetice filmotvornou a zahustujici funkci [122]. Zelatina a jeji hydrolyzaty mohou byt
navic integrovany do nutrikosmetickych produktt diky jejich schopnosti podporovat
kolagenovou syntézu a pusobit proti starnuti kize. Napiiklad experiment na potkanech
ukazal, Ze oralni podavani Zelatiny vedlo ke zvyseni tloustky dermis a hustoty kolagennich
vlaken, dale doSlo ke sniZzeni poméru kolagenu typu III k typu I (kolagen typu I je dominantni
v mladé ktzi a je zodpoveédny za jeji pevnost, zatimco kolagen typu III pfevazuje pfi starnuti
a je spojovan s méné pevnou strukturou) [123]. Kromé toho byla vyznamné posilena aktivita

antioxidantnich enzymi v klizi, zatimco obsah markeru oxidativniho stresu klesl.

V potravindiském primyslu Zelatina slouzi ptedevsSim jako zelirujici, zahustujici,
emulgacni a stabiliza¢ni ¢inidlo [106]. Diky své schopnosti vytvaret termoreverzibilni gely
se hojné vyuziva v cukrafskych vyrobcich, jako jsou Zelatinové bonbony nebo marshmallow,
kde zajist'uje pevnost a elasticitu [124, 125]. V mlécnych vyrobcich Zelatina zlepSuje texturu

a stabilitu [126].
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3 HYDROGELY A JEJICH PRIPRAVA

Hydrogely lze definovat jako chemicky a fyzikalné zesitovanou 3D polymerni sit’, ktera
muze absorbovat relativné velké mnozstvi vody (alespon 10 % z celkové hmotnosti
materialu) a je schopna bobtnat ve vod¢, diky pfitomnosti hydrofilnich funkénich skupin
jako jsou (-COOH), (-NHz), (-OH), (-CONH), (-CONHz) nebo (-SOs3H). Zaroven diky
zesitované struktufe zlstavaji hydrogely v roztoku stabilni [2, 127]. Svymi mechanickymi
vlastnostmi, jako je mékkost a elasticita, dokdzi napodobovat pfirozené fyziologické
prostiedi. Dalsimi diillezitymi charakteristikami je jejich vysokd porozita, permeabilita a

biokompatibilita [3].

Hydrogely mohou byt pfipraveny sitovanim polymernich fetézcii dvéma zakladnimi
mechanismy. Prvnim je fyzikalni sitovani, kdy je sit’ tvofena slabymi intramolekularnim
interakcemi. V druhém pfiipad€ jsou polymerni fetézce navzajem propojeny kovalentnimi
vazbami mezi pfitomnymi funkénimi skupinami, nastava chemické sitovani. Kombinaci
obou pfistupii pak mizeme hydrogely sitovat tzv. hybridn¢ [2]. VSechny zminéné metody

budou bliZe pfiblizeny v nasledujicich podkapitolach.

3.1 Fyzikalni sitovani hydrogela

Jak jiz bylo zminéno vySe, fyzikdln€ sitované hydrogely jsou vazany pomoci
intramolekularnich interakci, jako jsou vodikové vazby, elektrostatické interakce, iontové
interakce nebo hydrofobnimi interakcemi [128]. Ve srovnani s chemicky sitovanymi
hydrogely maji obecné hor$i mechanické vlastnosti, ov§em velkou vyhodou je absence
toxickych cinidel pti piripravé hydrogelu, také se také vyznacluji reverzibilitou [129].
V dalsich tadcich budou popsdny metody sitovani vodikovymi vazbami a iontovymi

interakcemi.

3.1.1 Sitovani vodikovymi vazbami

Vodikova vazba je pfitazliva interakce, kterd vznika mezi atomem vodiku véazanym
v molekule na elektronegativni atom, jako je kyslik nebo dusik, a jinym elektronegativnim
atomem [130]. Tento typ vazby tedy vznikd spontanné u polymert, které¢ obsahuji polarni

skupinu, typickym piikladem je Zelatina.

Pii teplotich nad bodem tani (kolem 40 °C) zaujimd v roztoku uspofadani
tzv. polymernich klubek. Polypeptidové fetézce jsou plné rozvinuté a pohyblivé diky

rozruseni vodikovych vazeb a hydrofobnich interakci, které by jinak stabilizovaly strukturu.
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V tomto stavu je roztok tekuty (sol), protoZe molekuly vody obklopuji fetézce a brani jejich
organizaci. Rozpustnost je zajisténa hydrofilnimi skupinami na fetézcich Zelatiny, které

interaguji s molekulami vody [109, 131, 132].

Pii poklesu teploty pod bod tani dochazi k postupnému snizovani kinetické energie
molekul, coz umoziluje opétovné vytvareni intramolekularnich a intermolekularnich
vodikovych vazeb mezi polypeptidovymi fetézci. Klicovym krokem je ptfechod z ndhodnych
klubek na trojit¢ helikalni struktury, které napodobuji plivodni kolagenovou trojitou
Sroubovici. Tento proces neni Uplny — pouze cast fetézcl se reorganizuje do helikalnich

segmentll, zatimco zbytek zlstdva v amorfnim stavu [109, 131, 132].

Helikalni oblasti jsou stabilizovany vodikovymi vazbami plisobicimi mezi
karbonylovymi a aminoskupinami sousednich fetézct. Jak helikalni segmenty rostou,
zalinaji se navzajem propojovat diky dalSim vodikovym vazbam a slabym hydrofobnim
interakcim mezi nepolarnimi bo¢nimi fetézci (napft. prolinem). Tyto propojené oblasti tvoii
tzv. ,,gap junction® (spojovaci zony), které¢ funguji jako sitovaci body v trojrozmérné siti.
Voda je zachycena v této siti diky kapilarnim sildm a interakcim s hydrofilnimi skupinami,
coz vede k prechodu z tekutého solu na pevny gel [109, 131, 132]. Schematicky je sol-gel
pfechod popsan na Obrazku 9.

<40 °C i

hydrolyza oy
q ' \
h \‘\ Iy .

. | >

> 40 °C \gap -~

junctions

trojSroubovice Zelatina Zelatina

kolagenu (sol) (gel)

Obrazek 9 Sol-gel ptechod zelatiny; upraveno dle Obas et. al (2024) [133]
3.1.2 Fyzikalni sitovani iontovymi interakcemi

Fyzikélni sitovani iontovymi interakcemi pfedstavuje mechanismus, pii kterém dochazi

k propojeni polymernich fetézcti prostfednictvim vicevalentnich iontéi (napf. Ca*", Sr*',
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Ba?', Zn*", Fe**) s polarnimi funkénimi skupinami (napf. -COO") polymeru za vzniku

polyelektrolytického komplexu [33, 134, 135].

Jako priklad lze uvést sitovani algindtu sodného za pomoci divalentniho iontu Ca*",
ktery je popsan tzv. ,,Egg box“ modelem (Obrazku 10) [34]. Elektrostatické interakce mezi
karboxylovymi skupinami alginatu (G-blokl) a ionty vapniku vedou k tvorbé tzv. ,.gap
junctions* — mist, kde se propojuji dva nebo vice polymernich fetézcti. Kovové ionty zde
funguji jako mosty spojujici karboxylové skupiny, coz stabilizuje jednotlivé fetézce alginatu

a umoziuje vznik trojrozmérné sitové struktury [136].

Obrazek 10 Egg box model sitovani alginatu vapenatymi ionty;
upraveno dle Hu et. al (2021) [137]

Tento model ptedpoklada, Ze s rostoucim mnozstvim iontt Ca* se pevnost sit& zvysuje
az do uplného nasyceni vazebnych mist [34]. V praci Donati et al. (2005) bylo vSak
pozorovano, Ze pii dalsim zvySovani koncentrace iontl mechanicka pevnost nedosahne
maximalni hodnoty, ale naopak za¢ne klesat [138]. To autofi vysvétluji tim, ze dochazi ke
vzniku novych spojovacich uzli mezi kyselinou guluronovou a mannuronovou, které nejsou

dostatecné pevné a nakonec dochézi ke zhrouceni struktury polymerni sité.

Vépenaté ionty jsou Siroce uzivané pro svou biokompatibilitu, netoxicky charakter,
schopnost vytvaret stabilni trojrozmérnou sit’ za mirnych podminek a v neposledni rfad¢ také
dostate¢nou mechanickou pevnost pro vétSinu aplikaci [33]. Pro sitovani alginatd 1ze pouzit
i dal$i multivalentni ionty, které se svymi vlastnostmi lisi. Naptiklad Ba** a Sr** vykazuji
vy$§i afinitu k alginatu, ¢imZ je zajisténa také vyssi pevnost a stabilita [139]. Navic Sr** je
netoxicky divalentni iont, ktery podporuje riist a regeneraci kosti, naopak biokompatibilita

Ba®* je omezena [7, 140]. Podobné ionty Fe** umoziiuji tvorbu pevngjsi a stabilngjsi sité
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diky vyss$i valenci a maji dobrou biokompatibilitu [141]. Moznym rizikem pfi degradaci
hydrogelu sitovaného Fe®" je prechod do oxidaéniho stavu Fe?" a uvolnéni do organismu,
coz by mohlo ovlivnit fyziologické procesy [142]. Zatimco ionty Zn** poskytuji stiedni
mechanickou pevnost, zpiisobené tvorbou lokalnich strukturnich heterogenit pii gelaci
[143]. Na druhou stranu, uvoliiovani zinec¢natych iontli z hydrogelu pozitivn¢ podporuje

bunécnou adhezi, proliferaci a diferenciaci [8].

Podobny piistup Ize ve specifickych ptipadech aplikovat i na iontové sitovani nativniho
hyaluronanu. Bylo pozorovano, ze divalentni ionty ovliviiuji konformaci HA v roztoku, coz
pfi komplexaci nevede ke gelaci jako u alginatli, naopak dochdzi k vyznamné redukci
hydrodynamického poloméru, diky cemuz klesa 1 viskozita, jak popisuje Furth et al. (2008)
[144]. Vyjimka v gelaci u divalentnich iont byla pozorovéana pii pouziti Cu®* a Mg?" ionti
[145, 146]. Sitovani HA bylo také prokidzino u trivalentnich iontll jako Fe’" a Gd**
[147, 148]. Pouziti téchto iontll, s vyjimkou piedevsim hofecnatych a zelezitych iontl, jako

sitovacich ¢inidel je v biologickych aplikacich vSak kvili toxickému charakteru omezeno.

3.2 Chemické sitovani hydrogeli

Chemické sit'ovani je proces, pii kterém dochazi ke spojovani polymernich fetézct pomoci
kovalentnich vazeb. Obvykle se k tomuto Uc€elu vyuzivaji nizkomolekuldrni bifunkéni
sitovaci Cinidla, jako je napfiklad glutaraldehyd, kterd reaguji s funkénimi skupinami
sitovani elektromagnetickym zafenim [150]. Tato podkapitola se vSak zaméfuje
na chemické sitovani zalozené na dynamické kovalentni chemii (t.j. chemické reakce, které
probihaji reverzibiln¢ za podminek fizenych rovnovahou) [151], konkrétné metodou tvorby

Schiffovy baze.

3.2.1 Sitovani metodou Schiffovy baze

Chemické sitovani metodou Schiffovy baze je zaloZzeno na tvorbé€ iminové vazby (R-2C=NR',
kde R'# H) prostfednictvim reakce mezi aminovymi a aldehydovymi skupinami [152]. Tato

reakce je zobrazena na nasledujicim schématu (Obrazku 11).
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Obrazek 11 Reakce aminové a aldehydové skupiny za vzniku Schiffovy baze;
upraveno dle Zhang et al. (2018) [152]

Timto zpiisobem mohou byt pfipraveny hydrogely napiiklad Zelatiny, kterd obsahuje
volné aminoskupiny (lysin, hydroxylysin) a modifikovanymi polysacharidy s aldehydovymi
skupinami, jako jsou HA nebo dextran [153]. Tyto hydrogely se vyznacuji zvySenou
mechanickou pevnosti a elasticitou. Zaroven je dilezité, Ze dynamicka kovalentni chemicka
reakce probiha reverzibilné, v diisledku ¢ehoz jsou takto sitované hydrogely schopnosté
tzv. self-healingu [154]. To je proces, pii kterém dochazi ke znovuobnoveni vazeb, které
byly v dusledku ptisobeni sil v materialu preruseny. Dalsi vyhodou je jejich citlivost na pH,
kterd umoziiyje reagovat na zmény v okolnim prostiedi, coz lze vyuZit naptiklad pro fizené

uvolnovani lé¢iv [152, 155].

3.3 Hydrogely s kombinovanou dvoji siti

Vétsina hydrogeli je mékka a kiehkd, v disledku ¢ehoZ obvykle selhdvaji pfi tahovém
napéti niz§im nez 1 MPa a deformaci pod 100 %. Pti navrhu tzv. ,,double network® (DN)
hydrogelli se kombinuji chemické a fyzikalni vazby, coz umoziuje vytvofit hybridni
sitované struktury s vysokou mechanickou pevnosti [156]. V hybridnich DN hydrogelech
obvykle prvni sit’ tvofi fyzikalné sitovany polymer, ktery poskytuje houzevnatost, zatimco

druha sit’, chemicky sitovana, zajist'uje pevnost a stabilitu [157, 158].

Naptiklad v praci Vitkové et al. (2022) byly pfipravovany chemicky sitované
hydrogely modifikovaného hyaluronanu (popf. modifikovaného dextranu) metodou
Schiffovy baze, které byly fyzikalné stabilizovany komplexaci zelezitymi ionty [11]. Bylo
pozorovano, ze pridavkem fyzikalni sité doSlo ke zlepSeni strukturalni integrity hydrogelt
a prodlouzeni stability v prostfedi fosfatového pufru pti bobtnacich testech — zatimco bez
iontového zesitovani hydrogely vydrzely méné nez 12 hodin, po pfidani Fe** vzrostla
stabilita na n€kolik dni. Dale autofi popisuji nariist soufazového modulu, ktery referuje

k vyssi elasticité materialu oproti jedné siti.
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4 NANOKOMPOZITNi HYDROGELY

Pti ndvrhu hydrogelt se vyuzivaji jak syntetické, tak pfirodni polymery, pficemz oba typy
mayji své specifické vyhody i nevyhody. Syntetické polymery umoznuji kontrolu fyzikalné-
chemickych vlastnosti, vyznacuji se vysokou mechanickou pevnosti a reprodukovatelnosti,
avSak Casto postradaji bioaktivni domény nezbytné pro bunécnou adhezi, proliferaci
a diferenciaci. Naopak pro pfirodni polymery je dobrd biokompatibilita a bioaktivita
charakteristickd. Tyto polymery podporuji adhezi a riist bunck a mohou byt enzymaticky
degradovany v téle. Jejich nevyhodou vSak byva niz$i mechanicka stabilita a jejich vlastnosti
mohou byt proménlivé v zavislosti na ptivodu materidlu [159]. Pro zlepSeni mechanickych,
biologickych a funkénich vlastnosti hydrogell jsou tvofeny kompozitni materialy
kombinujici rizné typy polymerd. Kromé polymernich sloZek 1ze do matrice za¢lenovat také
nanocastice, které ve spojeni se zesitovanou polymerni siti vytvareji synergicky efekt, jenz

vyrazng posiluje charakteristické vlastnosti vysledného materialu [12].

Nasledujici text se bude zabyvat obecnou definici a klasifikaci nanocastic a jejich
vyuziti pti designu hydrogelti. Zvlastni pozornost pak bude zaméfena na organofosfonatové
nanocastice, které¢ byly vyuzivany pii konstrukci nanokomozitnich hydrogelt v praktické

casti diplomové prace.

4.1 Definice nanocastic a jejich klasifikace v kontextu hydrogeli

Nanocastice (NPs) jsou podle Mezinarodni organizace pro standardizaci (ISO) definovany
jako nanoobjekty, které maji vSechny vnéj$i rozméry v nanometrovém méftitku (10~° m),
pricemz délka nejdelsi a nejkratsi osy se vyznamné nelisi. Pokud se rozméry vyrazné lisi
(vice nez trojnasobn¢), misto terminu nanocastice se pouzivaji pojmy jako nanovldkna nebo
nanodesticky [160]. V odborné literatute jsou vsak nanoc¢éstice bézn¢ oznacovany jednoduse
jako castice s alespoil jednim rozmérem v rozmezi 1 az 100 nm [12, 161]. Diky velkému
specifickému povrchu (pomér povrchu a objemu), kvantovym efektiim a zvySené reaktive,
maji nanocastice unikatni fyzikalni, chemické a biologické vlastnosti, kterych je vyuzivano

v Siroké skale odvétvi — véetné tkdnového inzenyrstvi [12].

Nanocastice Ize klasifikovat na zédkladé¢ riznych kritérii, jedno z nejbéznéjsich je déleni
podle chemické kompozice. RozliSujeme nanocastice napiiklad na bazi uhliku, dale
na anorganické nebo kovové NPs [12, 162]. Jednotlivé skupiny budou pftiblizeny
v nasledujicich podkapitolach, véetné uvedeni konkrétnich aplikaci v nanokompozitnich

hydrogelech.
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4.1.1 Anorganické nanocastice

Mezi anorganické nanocastice spadaji oxidy kovii jako je oxid titaniCity nebo oxid kiemicity,
dale také keramické materidly [163, 164]. Do této kategorie lze zaradit i fosfonatové
nanocastice, které budou podrobnéji popsany az v kapitole 4.2. Zminéné NPs jsou Casto
do hydrogelové matrice pfidavany za ucelem zvyseni mechanickych vlastnosti, bioaktivity

nebo zlepseni tisknutelnosti [165].

Naptiklad Xavier et al. (2015) popisuji, Ze nanocastice Laponitu (deskovity synteticky
smektitovy jil na béazi kifemicitanu hofecnatého) podpofily osteogenezi u hydrogelu
modifikovaného kolagenu (kolagen-metakrylat) [166]. Také bylo pozorovano, ze pridavek
NPs zvysil porozitu, mechanickou pevnost v tlaku a tisknutelnost scaffoldu. V dalsi praci
byl zkouman vliv nanohydroxyapatitu v tisknutelném syst¢ému modifikové Zelatiny
a hyaluronanu [14]. Zde autofi poukazuji na vyznamny pozitivni vliv NPs na osteogenezi in

vivo modelu pii implantaci u potkand.

4.1.2 Kovové nanocastice

Kovové nanocéstice, jako jsou zlato, stiibro nebo Zelezo, se vyznacuji svou elektrickou
vodivosti, plasmonickymi vlastnostmi nebo biokompatibilitou, v piipadé stiibra je také

vhodné zminit jeho antibakterialni vlastnosti [167].

Stiibrné nanocastice byly inkomporovany do hydrogelu na bazi dextranu, u kterého
byla pozorovana vybornéa antibakterialni aktivita vic¢i Bacillus cereus [168]. V jiné studii
byly zkoumény hydrogely polyvinylalkoholu/acetatu celul6zy/zelatiny s Ag nanoc¢asticemi,
kde ptritomnost NPs podpofila mechanickou a teplotni stabilitu hydrogelu a stejné jako
v predchozim ptipadé doslo ke zvySeni antibakteridlni schopnosti [169]. V dalsi praci byl
vyvinuty magneticky responzivni hyaluronovy hydrogel s karbonylem Zeleza. Pfi aplikaci
magnetického pole byl pozorovan nariist modulu pruznosti az 1000x, coz podle autort

otevira nové moznosti pro mechanickou stimulaci bun¢€k, jako jsou myocyty [11].

4.1.3 Nanodastice na bazi uhliku

Jako ptiklad nanocéstic na bazi uhliku lze uvést grafen, uhlikové nanotrubicky (CNT),
fullereny nebo také uhlikové tecky (CD). Tyto nanocastice jsou v biomediciné pouzivany
piredevsim z divodi jejich biokompatibility, fotoluminiscence, zlepSeni mechanickych

vlastnosti nebo elektrické vodivosti [170].
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Ku piikladu, Jia et al. popsal systém pH-responzivnich nanohydrogelli na bazi
hyaluronanu funkcionalizového kyselinou listovou a polyethylenglykolem, zesitovanych
uhlikovymi teCkami pro terapii a diagnostiku nddorovych bunck [171]. Autofi uvadéi,
ze diky vyjimecnym fluorescenénim vlastnostem CDs by mohl systém najit vyuziti
pro neinvazivni diagnostiku v redlném case. DalSim piikladem aplikace nanocastic na bazi
uhliku v kontextu hydrogell je prace Shi et al. (2015) [172]. Vyzkumny tym vytvofil elekto-
a pH-responzivni kompozit alginat/celul6za/CNT pro fizené uvolilovani léciv. Bylo
prokazano, ze elektricky zesilené uvoliovani vykazovalo selektivitu vzhledem k hodnoté pH
prostiedi, tj. rychlé uvolnovani v neutrdlnim médiu, ale pomalé v kyselém a zasaditém

prostiedi.

4.2 Fenylfosfonatové nanocastice

Fosfonaty jsou rozsahlou skupinou organofosforovych sloucenin, které obsahuji funkéni
skupinu C-PO(OR):, kde R muze byt vodik, alkyl nebo aryl. Tyto slou¢eniny jsou derivaty
fosfonovych kyselin (C—PO(OH):), které se vyznacuji pfitomnosti pfimé¢ vazby mezi
atomem uhliku a fosforu (P—C). Tato vazba odliSuje fosfonaty od jinych organofosforovych
sloucenin, napiiklad fosfatd, kde je fosfor vazan ptes kyslik (P—O—C). Struktura fosfonatové
skupiny ma tetraedricky tvar, atom fosforu je umistén ve stfedu a je obklopen dvéma
hydroxylovymi (nebo alkoxylovymi) skupinami, jednim organickym substituentem
a dvojnou vazbou P=O0. Fenylfosfondty jsou pak podskupinou fosfonati, u nichz je
organicky substituent tvofen fenylovou skupinou, struktura je zobrazena na Obrazku 12

[173, 174].

Obrazek 12 Strukturni vzorec fenylfosfonatu; upraveno dle PubChem [175]
Vapenaté¢ fenylfosfonaty (CaPhP) vznikaji reakci fenylfosfonové kyseliny
s vapenatymi ionty (Ca?"), ¢imz jsou tvofeny soli Ca(CeHsPOs) nebo jejich hydraty

[176-178]. Struktura vapenatych fenylfosfonati je charakteristickd vrstevnatou
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architekturou, kde ionty vapniku koordina¢né vazou kyslikové atomy fosfonovych skupin,
zatimco fenylové kruhy vyc¢nivaji do mezivrstevného prostoru a prispivaji k vyssi lipofilité
molekuly (Obrazek 13) [176]. Krystalicka struktura dihydratu vapenatych fenylfosfonat
byla v praci Kopecké et al. (2018) studovana technikami jako rentgenova difrakce (XRD),
kterd potvrzuje piitomnost pravidelné uspofaddanych vrstev s typickou mezivrstevnou
vzdalenosti kolem 15 A [177]. Dilezitou vlastnosti je také anisotropie nanoéastic, kdy

tloustka vrstev je v fadu nanometrl, zatimco jejich délka a Sitka dosahuje az stovek

nanometru.
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Obrazek 13 Model struktury vrstvy CaPhP; atomy vapniku jsou oznacené zelené€, atomy
fosforu zlut¢, kysliku ¢ervené a uhliku Sed¢; prevzato od Kopeckeé et al. (2018) [177]

4.2.1 ,,House of cards“ struktura

Vépenaté fenylfosfonatové a fostat-fenylfosfonatové nanocastice mohou tvofit tzv. ,,house
of cards* strukturu, jak uvadi dalsi prace Kopecké et al. (2023) [10] v kontextu jejich vyuziti
v 3D tisku algindtu sodného. Tento typ organizace je charakteristicky spontannim
uspotfadanim nabitych vrstevnatych destic¢ek, které jsou orientovany kolmo nebo pod tthlem
vuci sob€, aniz by byly pevné spojeny kovalentnimi vazbami. Stabilita trojrozmérné sité je
zajisténa slabymi mezimolekuldrnimi silami [10, 179]. Mezi destickami vznikaji mikro-
a nanoporézni prostory, coz zvysuje povrchovou plochu materidlu a umoznuje jeho disperzi

v polymernich matricich [180].

Ackoli piesny mechanismus tvorby této sité u systému CaPhP/alginat neni pIné popsan,
podobné chovani bylo pozorovano naptiklad u ethylenglykolové disperze Laponitu
v kombinaci s algindtem, jak uvadi Davila et al. [179]. Laponit, vrstevnaty destickovity
synteticky smektitovy jil na bdzi kiemicitanu hofecnatého, ma negativné nabité plochy

a pozitivné nabité okraje — a interaguje s alginatem prostfednictvim elektrostatickych sil.
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Mezi pozitivné nabitymi okraji Laponitovych desti¢ek a negativné nabitymi karboxylovymi
skupinami (-COQO") alginatu vzniké vazebny mechanismus, ktery svym usporadanim muze
pfipominat domecek z karet. Diky tomu zvySuje viskozitu a podporuje pseudoplastické
chovani, coz je nezbytné pro snadné vytlacovani a zachovani tvaru po depozici béhem 3D

tisku hydrogeld, jak je také schematicky naznaceno na Obréazku 14.

Obrazek 14 Schématické znazornéni struktury ,,house of cards* v kontextu 3D tisku;
upraveno dle Kopecké et al. (2023) [10]
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5 TECHNIKY 3D TISKU HYDROGELU

Aditivni vyroba, béZzn¢ oznaCovana jako 3D tisk, piedstavuje vyrobni technologii, ktera
umoziuje tvorbu trojrozmérnych objekti na zéklad¢ digitdlnich modeld, nejCastéji
ve formatech .STL nebo .G-code. Na rozdil od tradi¢nich subtraktivnich metod, jako je
obrabéni, frézovani ¢i liti, kde se material odebird z pevného bloku, 3D tisk stavi struktury

postupnym nanaSenim materidlu vrstvu po vrstvé [181].

V biomedicinském kontextu byly n¢které¢ metody 3D tisku pfizpisobeny specifickym
pozadavkiim, jako je zpracovani mékkych materiali a biologicky kompatibilnich systémd.
Pokud proces zahrnuje piimou integraci zivych bunék do tisknutého materialu, hovoiime
o biotisku a vysledné struktury oznacujeme jako konstrukty. Tyto konstrukty nachézeji
uplatnéni v tkanovém inZenyrstvi, regenera¢ni medicin€ ¢i vyvoji modell pro testovani
1é¢iv. Naopak, pokud zivé buiiky nejsou soucasti tiskového procesu, jedna se o standardni
3D tisk a tisténé struktury se nazyvaji scaffoldy. Ty slouzi jako podpirné matrice, které

mohou byt nasledné osidleny bunikami nebo vyuzity jako modely pro vyzkumné ucely [182].

Pro tisk hydrogela se nejcastéji vyuzivaji tfi technologie: inkjetovy tisk, mikroextruzni
tisk a laserem asistovany biotisk [183]. Tyto metody jsou popsané v podkapitolach 5.1
az 5.3. Kromé¢ téchto technik se v tkanovém inZenyrstvi a ptibuznych oblastech vyuZzivaji
1 klasické metody aditivni vyroby, naptiklad Fused Deposition Modeling (FDM)
a stereolitografie (SLA). FDM, zalozené na vytlaCovani roztaveného filamentu, a SLA,
vyuZivajici fotopolymeraci tekutych pryskyfic pod UV zafenim, jsou vhodné zejména pro
anatomickych modelt, avSak jejich pouziti pro ptimy tisk hydrogeli s buitkami je omezené

kvtli vyssim teplotam ¢i agresivnim chemickym podminkam [184].

5.1 Inkjet 3D tisk

Inkjetovy 3D tisk je zaloZen na principu fizeného vypousténi drobnych kapek bioinkoustu
obsahujiciho hydrogelovy prekurzor na pfedem definované misto [185]. Proces vyuziva dva
hlavni mechanismy: termalni nebo piezoelektricky [186, 187]. Pfi termalnim inkjetovém
tisku je bioinkoust lokaln€ zahtivan, coz vytvaii bubliny vedouci k vypuzeni kapek z trysky.
Kratka doba zahiivani (~2 ps) zplsobuje pouze mirny nartst teploty tiskové hlavy
(4-10 °C), ¢imz se minimalizuje tepelny stres na tisknuty material [188]. Piezoelektricky
systém naopak spoléha na mechanickou deformaci krystalli (piezoelektricky akutator)

v trysce, kterd kapalinu uvoliiuje bez tepelného plisobeni (Obrazek 15) [187, 189].
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Hlavni pfednosti inkjetového tisku je vysoké rozliSeni, kdy kapky dosahuji velikosti
10-50 um, coz umoznuje vytvaret jemné struktury s presnou kontrolou nad umisténim buné¢k
[185]. K tomu piispiva i1 rychlost tisku a relativné vysoka viabilita bunck, kterda muze
dosahovat az 90 %, diky Setrnému procesu bez vyrazného mechanického nebo tepelného
namahani [189, 190]. Metoda vSak nardzi na urcitd omezeni. Klicovym faktorem je nutnost
nizké viskozity bioinkoustu (<10—-15 mPa-s), coz vylu€uje zpracovani hustSich hydrogela.
Soucasné¢ nizkd generovana deformace znemoznuje tisk materiall s vysokou bunécnou
hustotou (>1-10° bunék/ml), protoze by mohlo dojit k ucpavani tiskové hlavy [183, 189].
Dalsi nevyhodou je omezend schopnost vytvaiet vysoké 3D struktury, jelikoz kapkovy

princip neposkytuje dostate¢nou stabilitu pro vicevrstvé konstrukce [183].

termalni piezoelektricky

topné piezoelektricky
""""" akutator

Obrazek 15 Termalniho a piezoelektricky inkjet 3D tisk;
upraveno dle Murphy et al. (2014) [183]

5.2 Mikroextruzni 3D tisk

Mikroextruzni 3D tisk pfedstavuje technologii, ktera vyuzivd mechanické sily k vytlaCovani
bioinkoustu pies trysku na tiskovou platformu, kde materidl tuhne a tvoii definované
trojrozmérné struktury [191]. Na rozdil od inkjetového tisku, ktery nandsi materidl ve forme
jednotlivych kapek, mikroextruzni tisk deponuje hydrogel kontinudlné, coz umoziluje
zpracovani materialli s Sirokym rozsahem viskozit — od 30 mPa-s az po vice nez 6-10” mPa-s
a zaroven zajistuje vysokou reprodukovatelnost pfi tvorb¢ slozitych struktur [183, 191].
Naopak nevyhodou oproti inkjetového tisku je nizsi rozliSeni (100500 pm) a v ptipadé
biotisku vlivem vyss§i mechanické zatéze béhem extruze dochézi ke snizeni viability bunék,

které se pohybuje v rozmezi 40—80 % v zavislosti na podminkach tisku [182, 184].
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Tiskovy systém se sklada z tiskové hlavy, tfiosého polohovaciho systému a tiskové
platformy. Material je uloZzen v injek¢ni stiikacce, odkud je pod pocitaCové fizenym
pohybem hlavy vytlacovan na zaklad¢ digitdlniho modelu. Polohovaci systém zajistuje
presné umisténi materialu ve smérech X, Y a Z, coz umoziiuje vyrobu robustnich,
vicevrstvych scaffoldt [192]. Mechanismus extruze se 1isi podle typu davkovani a zahrnuje
tf1 zakladni pfistupy: pneumaticky, pistovy a Snekovy [182]. Schematicky jsou jednotlivé
typy zobrazeny na Obrazku 16.

Pneumaticky systém vyuziva stlateny vzduch k vytlacovani materidlu z trysky,
pficemz tlak reguluje rychlost a objem nandSeného hydrogelu. Tento pfistup vynika
jednoduchou konstrukei a snadnou udrzbou, diky ¢emuz je oblibeny zejména pro materialy

muze komplikovat zpracovani viskoznéjSich hydrogelti [183].

Pistovy tisk naopak spoléhd na mechanicky pohyb pistu, ktery tlaci material smérem
k trysce. Tento systém poskytuje lepsi kontrolu nad davkovanim a je vhodny pro Sirsi

spektrum viskdznich materidli [183].
Snekovy tisk vyuziva rotacni Snek k posunu materialu, coz zajistuje presné davkovani
a homogenizaci, zejména u vysoce viskoznich hydrogeli. Na druhou stranu tento

mechanismus zvySuje mechanicky stres na buiiky, coz miize vést k nizsi bunécné viabilité

ve srovndni s pistovym nebo pneumatickym tiskem [183].

pneumaticky pistovy Snekovy

Voo —

Obrazek 16 Typy davkovani mikroextruzniho 3D tisku — pneumaticky, pistovy a Snekovy;
upraveno dle Murphy et al. (2014) [183]
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5.3 Laserem asistovany biotisk

Laserem asistovany biotisk je pokrocild technologie, ktera vyuziva pulzni laser k pfesnému
pienosu bioinkoustu z donorové vrstvy na piijimaci substrat [193]. Systém se sklada ze tii
hlavnich prvkl: pulzniho laserového zdroje, donorové vrstvy oznaCované jako ,,ribbon‘
a sbérného substratu. ,,Ribbon* je tvofena absorpcni vrstvou a donorovou vrstvou, kterd
obsahuje bioinkoust — typicky hydrogel s buiitkami. Princip metody spocivd v zaméfeni
laserového paprsku na absorpéni vrstvu, kde energie pulsu vypafuje jeji st a generuje
vysokotlakou bublinu. Tato bublina vytvoii tlakovou vinu, ktera vystieli kapku bioinkoustu
z donorové vrstvy na cilové misto na substratu, kde dochazi k jeho ulozeni a nasledné gelaci

(Obrazek 17) [183].

LAB vynikd extrémné vysokym rozliSenim, kdy velikost pfenesenych kapek miize
dosahovat az 10 pm, coz umoziuje tisk jemnych a komplexnich vzoru, véetné heterogennich
tkani. Metoda je navic Setrnd k bunkam, protoZe eliminuje pfimy mechanicky kontakt
s tryskou, coz vede k viabilit¢ bun¢k presahujici 95 % [183]. Dalsi vyhodou je schopnost
zpracovavat materialy s Sirokym rozsahem viskozit (1-300 mPa-s) [192]. Mezi hlavni
nevyhody patii vysoka cena zafizeni a slozitost pfipravy ,,ribbon“ vrstvy, ktera vyzaduje
peclivou aplikaci bioinkoustu a absorpéniho materidlu. Kromé toho je rychlost tisku nizsi
ve srovnani s inkjetovym nebo mikroextruznim tiskem, coz mize omezovat jeji vyuZziti

pfi vyrobé vétsich struktur [189].

absorpéni
vrstva

donorova
vrstva

Obrazek 17 Princip laserem-asistovaného biotisku;
upraveno dle Murphy et al. (2014) [183]
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5.4 3D tisknuté hydrogely v tkanovém inZenyrstvi

Integrace technologie 3D tisku s hydrogelovymi materidly umoznuje v tkdiiovém inzenyrstvi
fizeni zdsadnich parametri, jako jsou struktura, porozita a bioaktivita vyslednych
konstrukci, které nejen vérné napodobuji pfirozenou extracelularni matrici, ale zaroven
poskytuji vhodné mikroprostiedi pro bunécny rist, adhezi, diferenciaci a dalsi biologické

procesy [194].

Kolagen je hlavni organickou slozkou kosti a chrupavek, z toho divodu jsou pro tyto
tkdn¢ vhodné kompozity bud’ pravé s kolagenem ¢i zelatinou [195] Naptiklad Yang et al.
(2018) vytvortili bioinkoust pro 3D tisk z kolagenu a alginatu v kombinaci s chondrocyty
[16]. Vysledky ukdzaly, nejen Ze kolagen zlepsil bioaktivitu a mechanickou pevnost
tisknutych scaffoldd, ale také, Ze tato kombinace byla ti€inna pii potlacovani dediferenciace
chondrocytl (tedy jejich pfemény na jiné typy bunék). V jiné praci byl vyvinuty a tisknuty
scaffold z fibroinu a zelatiny, ktery byl obohaceny o peptid se specifickou vazbou
k endogennim kmenovym bunkam kostni dien¢ [196]. Tato kombinace zajistila dostatecné
mechanické vlastnosti, kterd odpovidd nové tvofené chrupavce. Dale autofi dokladaji,
ze scaffold podporuje bunécnou adhezi, proliferaci, diferenciaci a produkci extracelularni
matrix. V jiz diskutované praci Kopecké et al. (2023) byl piedstaven bioinkoust alginatu
a vapenatych organofosfonatovych nanocastic [10]. Zde nanocastice plni funkci nejen
reologického cinidla, ale autofi také poukazuji na fakt, ze piitomnost véapenatych
a fosfatovych iontl ve scaffoldu zvySuje adhezi, migraci a diferenciaci osteoblasti [197].
Pfitomnost vapenatych iontli v matrici je také asociovdna se snizenim negativniho vlivu
smykového napéti na buiiky béhem tisku [198]. Jako posledni ptiklad mizou byt uvedeni
1 autofi Ma et al. (2020), kteii popisuji hydrogel na bazi alginatu/Zelatiny/HA, do n€hoz byly
inkorporovany gliové bunky [199]. Cilem bylo vytvofit strukturu napodobujici mechanické
vlastnosti nativni mozkové tkané¢. Studie ukazala, ze ptidani 7,5 % zelatiny vedlo ke vzniku
porézni, mékei sité s vysokou strukturalni stabilitou a zaroven ptiznivou bunéénou viabilitou
(>85% po 14 dnech kultivace). Vicevrstvé tisknuté konstrukce navic vykazovaly lepsi

distribuci bun€k a zvysenou adhezi oproti jedné vrstvé.
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6 CHARAKTERIZACE HYDROGELU

Pro pochopeni jejich funkénich vlastnosti a optimalizaci pro konkrétni aplikace v tkanovém
inZenyrstvi je nezbytna komplexni charakterizace materialu [200]. Tato kapitola se zamétuje
na kli¢ové metody analyzy hydrogell, jako je reologické chovani, morfologie, bobtnaci

schopnosti a v neposledni fad¢ i jejich biokompatibilita

6.1 Reologické vlastnosti

Reologie je védecka disciplina zabyvajici se proudénim a deformaci materialt pod vlivem
mechanického napéti. Studuje chovani latek od idedlné tekutych (viskdznich) az po idedlné
pevné (elastické), pficemz hydrogely predstavuji viskoelastické materialy kombinujici obé
tyto vlastnosti. Reologicka analyza hydrogeli umoznuje kvantifikovat jejich mechanické
chovani, coz je nezbytné pro posouzeni stability nebo zpracovatelnosti naptiklad béhem 3D
tisku. Zakladnim modelem pro popis chovani tekutin je Newtonova rovnice (Rovnice 1),
ktera plati pro idedlni viskdzni kapaliny, kde 7 je smykové napéti, 7 je dynamicka viskozita

a y je rychlost smykové deformace [201].

T=7Y (1)
Jak jiz bylo feceno, hydrogely vSak vykazuji pseudoplastické chovani, kdy dochazi
k poklesu viskozity srostouci rychlosti smykové deformace, diky polymerni sitové
struktufe. Proto je nezbytné vyuzit pokrocilejSich modeld jako je naptiklad
Herschel-Bulkley model, ktery popisuje tekutiny s vnitini strukturou. To znamena, Ze tyto
latky zacinaji téct jen v piipadé, Ze sila plisobici na tuto kapalinu je vyssi nez sila, ktera drzi
vnitini strukturu této latky. Matematicky je model dan Rovnici 2, kde je T je smykové napéti,

T, je prahove napéti, K je konzistence a n je index nenewtonského chovani [202].
T=1; +Ky" (2)

Reologicke vlastnosti hydrogelii se nejCastéji charakterizuji pomoci oscila¢nich méfeni
na rotacnim reometru. Pii t€chto experimentech je vzorek podroben sinusoidalni deformaci
o urcité frekvenci a amplitudé, pfi¢emz je sledovdna odpoveéd materidlu v podobé napéti.
Oscilacni testy zahrnuji frekvencni sweep (méfeni v zavislosti na frekvenci) a amplitudovy
sweep (méfeni v zavislosti na velikosti deformace), coz umoziuje urCit linearni

viskoelastickou oblast, kde je chovani materialu nezavislé na amplitudé deformace [201].
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Oscilacni meéteni poskytuje dva zékladni parametry: soufizovy modul (storage
modulus, G') a ztratovy modul (loss modulus, G"). Soufazovy modul G' reprezentuje
elastickou slozku materidlu, tj. energii uloZenou a vracenou béhem deformace, zatimco
ztratovy modul G" odrazi viskézni slozku, tj. energii rozptylenou jako teplo. Pokud G' > G",
hydrogel vykazuje prevazné elastické chovani a chova se jako pevny gel; pokud G" > G',
pfevazuje viskozni charakter a material je spise tekuty. Cas ve kterém G" = G' se oznaduje

jako Cas gelace a zna¢i moment, kdy se zac€ina v hydrogelu tvofit trojrozmérna sit’ [201, 202].

6.2 Morfologie hydrogeli

Morfologie hydrogelid predstavuje parametr, ktery zasadnim zpisobem ovliviuje jejich
fyzikalné-chemické, mechanické i biologické vlastnosti. Velikost porQ, stupeni zesitovani,
povrchova struktura a homogenita polymerni sit€¢ urcuji nejen mechanickou tuhost
a elasticitu materialu, ale 1 jeho biokompatibilitu, difuzni vlastnosti ¢i schopnost interagovat
s buitkami. V oblasti tkdflového inZenyrstvi, nosicli 1éCiv nebo 3D biotisku tak morfologie

do zna¢né miry definuje vyslednou funkénost hydrogelového systému [203, 204].

Porézni architektura naptiklad umoziuje prinik zivin a metabolitil, zatimco hustota sité
urcuje rychlost degradace ¢i uvolnovani aktivnich latek [204]. Dale bylo prokazano,
ze velikost porG ovliviiuje bunéénou migraci a miZe usnadnit nebo naopak inhibovat
orientaci bunék v materidlu [205]. Niz$i porozita ¢asto vede k agregaci bun¢k a omezené
proliferaci, zatimco nadmérné velké pory mohou oslabit mechanickou stabilitu materidlu
[206]. V kontextu tkdflového inzenyrstvi jsou specifické rozméry porl zasadni pro tispéSnou
regeneraci ruznych typu tkani — naptiklad kostni tkan vyzaduje pory o velikosti vétsi nez

300 um a chrupavka 250-500 um [207, 208].

Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM) ptedstavuje jednu z nejcastéji vyuzivanych
metod pro hodnoceni mikrostruktury hydrogelti [204]. SEM funguje na principu interakce
elektronového svazku s povrchem vzorku, kdy je vzorek skenovan tenkym elektronovym
paprskem vychazejicim z elektronového déla. Elektrony interaguji s atomy vzorku, coz vede
k emisi sekundarnich elektronli, zpétn¢ odrazenych elektronti a charakteristického
rentgenového zafeni, které jsou detekovany a vyuzity k vytvofeni obrazu povrchové
topografie s vysokym rozliSenim (fadové nanometry) [209]. Jelikoz hydrogelové systémy
obsahuji vysoké procento vody, je pfed vlastnim snimkovanim nutna piiprava vzorku,

typicky lyofilizaci, ktera vSak muze strukturu ¢aste¢né¢ deformovat [203, 204].
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6.3 Bobtnaci testy

V tkanovém inZenyrstvi hraje bobtnaci schopnost hydrogelti zasadni roli, nebot’ vytvari
hydratované prosttedi napodobujici extracelularni matrici, ¢imz podporuje transport zivin,
kysliku a odpadnich latek nezbytnych pro proliferaci a diferenciaci bun€k [194].
Tato schopnost hydrogelu absorbovat velké mnozstvi vody miize byt zkoumana pomoci
tzv. swelling testll. Ziejmé& nejcasteji uzivanym vyjadienim bobtnacich schopnosti je stupen
bobtnadni (SR, swelling ratio), coZ je pom&r hmotnosti nabobtnalého hydrogelu muapobimaty,

k hmotnosti suchého vzorku myucny, jak také popisuje Rovnice 3 [210].

Muabobtnaly—"Msuchy
SR = y y 3)

Msyuchy

Tento ukazatel odrazi pevnost struktury polymerni sité a jeji kapacitu zadrzet vodu nebo
puft, coz zavisi predevsim na hustoté sit€. Vyssi hustota vede k vétSimu mnozstvi spojti, coz
mutze zvySovat mechanickou odolnost, zatimco niz§i hustota podporuje schopnost
absorbovat vétsi objem tekutiny a tim vice nabobtnat [211]. Thned po kontaktu hydrogelu
s vodnym prostiedim dochazi k solvataci hydrofilnich skupin na polymernim fetézci, coz
vede k rozvolnéni polymernich fetézcl a zvétSeni vzdalenosti mezi nimi. Po nasyceni
kapalina pronikd do hydrofobnéjsich oblasti polymerni sité, kde miize dochéazet ke slabym
vazebnym interakcim. Déle je bobtnani ovlivnéno osmotickym tlakem. Proti tomuto tlaku

pusobi elastické sily sité. Rovnovazny stav nastava, kdyz se tyto sily vyrovnaji [212].

6.4 Testy biokompatibility

Pro biomedicinské aplikace je nezbytné zajistit kompatibilitu s biologickymi systémy,
protoze tyto materidly Casto piichazeji do piimého kontaktu s tkanémi nebo télesnymi
tekutinami [2]. Postupy hodnoceni biokompatibility zdravotnickych prostiedktl, vcetné
materiall jako jsou hydrogely, stanovuje soubor mezindrodnich norem vydanych
Mezinarodni organizaci pro normalizaci ISO 10993 [213]. Zde miiZeme najit definici
biokompatibility jako schopnost materidlu byt pifi specifické aplikaci sndSen zivym

systémem, pficemz musi dojit k odpovidajici reakci ptijemce.

Primarnim ukazatelem biokompatibility pro kterykoliv zdravotni prostfedek
je cytotoxicita, kterd se hodnoti obvykle pomoci MTT testu. Tento test méti metabolickou
aktivitu bun¢k po expozici materialu a je zaloZen na redukci tetrazoliové soli MTT (Zlutd)

na formazan (fialovy) zivymi builkami pomoci mitochondridlniho enzymu
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sukcinatdehydrogenazy [214], podle reakce na Obrazku 18. Stanoveni se provadi

spektrofotometricky.
N N
/ »\ _NH mitochondrialni / »\ _NH
S N sukcinat- s NH
\I\ILN dehydrogenaza N=N

o
r

Obrazek 18 Mechanismus MTT testu; upraveno dle Niu et al. (2024) [215]

Dalsi nezbytné testy zdravotnického prostfedku pak urcuje norma ISO 10993-1
v zavislosti na ¢asu a zpuisobu kontaktu s organismem [213]. Napftiklad u kostniho scaffoldu
je kromé citlivosti, akutni toxicity nebo genotoxicity sledovana podpora osteogeneze,

mechanické pevnost odpovidajici kosti (4-30 GPa) [216].
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IL.

PRAKTICKA CAST
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7 POPIS EXPERIMENTU

Tato kapitola popisuje jednotlivé faze experimentu, které tvoii zdklad pro néslednou
metodickou ¢ast, predstaveni dosazenych vysledku a jejich srovnani s dostupnou literaturou.

Samotny experiment byl rozdélen do nékolika fazi.

V prvni fazi experimentu probihal vyvoj a vybér vhodné polymerni smési pro 3D tisk
z nasledujicich  biopolymerii: alginat, Zelatina, hyaluronan/oxidovany hyaluronan
a oxidovany dextran. Jednotlivé typy hydrogelt byly poté ptipraveny odliSnym zplisobem —

chemickym a fyzikalnim sitovanim. Konkrétné se jednalo o nasledujici typy hydrogel:

(A) chemicky zesitované¢ hydrogely prostiednictvim Schiffovy baze (na bazi
zelatiny, oxidovaného dextranu (DEX-OX) a oxidovaného hyaluronanu (HA-OX),

(B) fyzikalné zesitované hydrogely na bazi alginatu, HA, Zelatiny a nanocéstice

(CaPhP nebo Ca3.1), které byly po vytisknuti zesitovany ionty Zn*" nebo Fe*",

(C) hybridni hydrogel kombinujici slozky (A) 1 (B), tj. smés Zelatiny, DEX-OX,

HA-OX, nanocastic a alginatu, které byly po vytisknuti dositovany ionty Zn?*, Fe3".

U systému (A) bylo nejprve nutné pfipravit oxidované polysacharidy, DEX-OX
a HA-OX, aby mohly reagovat s aminovymi skupinami Zelatiny za vzniku kovalentni vazby.
Modifikované polymery byly charakterizovany metodami '"H NMR (pro ovéfeni Cistoty),
GPC (pro stanoveni molekulové hmotnosti a polydisperzity po oxidaci) a titra¢ni stanoveni
stupné oxidace s vyuzitim hydroxylamin-hydrochloridu. Nasledn€¢ byly testovany rtizné
pomeéry pouZzitych polymert a vysledna schopnost gelace pfipravenych hydrogelt. U smési
na bazi HA-OX a Zelatiny byla pozorovana tvorba vlaken svédcici o pocinajicim sitovani,
avSak mira gelace byla natolik nizkd, Ze nevznikl soudrzny hydrogel vhodny pro 3D tisk
a proto byly z dal$iho testovani vylouceny. Kombinace hydrogelii na bazi DEX-OX
a zelatiny sitovala do 2 minut. Vzhledem k pozadavku na zvySeni bioaktivity byly dale
testovany trojkomponentni systémy DEX-OX/HA-OX/Zelatina, jejichz kombinace zajistila
dostate¢nou pevnost vysledného gelu. Vhodny pomér polymerd pro 3D tisk byl vybran

na zéaklad¢ oscila¢niho reologického méteni v rozsahu 1-100 rad/s.
U systému (B) byly pfipraveny hydrogelové smési na bazi alginatu, HA, Zelatiny
a nanocastice (CaPhP nebo Ca3.1). Vhodny pomér polymera pro 3D tisk byl opét stanoven

na zakladé oscilaéniho reologického méfeni v rozsahu 1-100 rad/s.
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U posledniho systému hydrogelti (C) byly kombinovany dva piechozi pfistupy,
tzn. fyzikalni 1 chemické sitovani. Byly testovany riizné pomeéry slozek spolu se zplisoby
jejich homogenizace. 1 ptfesto doslo, po ponotfeni piipravenych hydrogeli do vodného
prostfedi s obsahem sit'ovacich iontd, k okamzitému rozpadu struktury. Z tohoto diivodu byl

systém z dal$iho testovani vyloucen.

Ve druhé fazi experimentu byla u vybranych vzorkii hydrogeli hodnocena mira
nartstani za hubici, tiskova piesnost a Sitka jeho filamentu. Poté nasledovala optimalizace
tiskovych parametri a pfiprava vicevrstvych scaffoldi. U systému (B) bylo nezbytné
tisknuté struktury nasledné zesitovat ionty Zn?** nebo Fe**. Hydrogely (A) a (B) byly dale
podrobeny charakterizaci — z pohledu reologického méfeni, morfologie pomoci SEM
a bobtnacim schopnostem, za ufelem vyhodnoceni moznych aplikaci v tkanovém

inZenyrstvi.
7.1 Pouzité materialy

V experimentalni ¢asti prace byly pouzity nasledujici chemikélie a materidly: sodna stl
kyseliny hyaluronové (kosmeticka Cistota) o molekulové hmotnosti 1,18 MDa a 1,5 MDa
(Contipro group a.s., Dolni Dobroug, Ceska republika); dextran o molekulové hmotnosti
100kDa (Merck KGaA, Darmstadt, Némecko); sodna siil kyseliny alginové z hnédych fas
(stfedni viskozita) (Merck KGaA, Darmstadt, Némecko) a farmaceuticka Zelatina (Noventis
5..0., Zlin, Ceska republika); disperze nano&astic — dihydrat fenylfosfonat vapenaty (CaPhP)
a fosfat-fenylfosfonat vapenaty (Ca3.1) v ethylenglykolu o koncentraci 5g/1 (Synpo a.s.,
Pardubice, Ceské republika); demineralizovana voda (18,2 mS/cm; DEMI); &pavkova voda
30 0bj.% (NHz3); 0,1 M fosfatovy pufr (pH 7,4; PBS); hydroxid sodny (NaOH); 0,25 M
hydroxylamin-hydrochlorid (NH:OH-HCIl); jodistan sodny (NalOs); 0,1 M kyselina
stavelova ((COOH),); pentahydrat thiosiranu sodného (Na>2SO3'5H>0); chlorid zine¢naty
(ZnCly) a chlorid zelezity (FeCls) (Merck KGaA, Darmstadt, Némecko).

7.2 Modifikace vychozich biopolymeru

Jak jiz bylo uvedeno vyse, pfi oxidaci nativniho dextranu (My, = 100 kDa) i hyaluronan
My = 1,18 a 1,5 MDa) bylo jako oxida¢ni ¢inidlo pouZit jodistan sodny, za ucelem ziskani
aldehydovych skupin, potiebnych k naslednému sitovani pomoci tzv. Schiffovy baze
s aminovymi skupinami pfitomnymi na Zelatin€. Princip oxidace dextranu je popsana

v podkapitole 2.3.1 a oxidace hyaluronanu v podkapitole 2.4.1.
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7.2.1 Oxidace dextranu

Pro oxidaci dextranu byl nejprve byl pfipraven 13 hm.% zasobni roztok dextranu
(0,00309 mol; 100 kDa) rozpusténim 5 g v 38,46 ml DEMI vody pii 50 °C za stadlého michani
po dobu 24 hodin. Poté byl roztok polymeru ochlazen na laboratorni teplotu. Déle byl
pfipraven vodny roztok jodistanu sodného rozpusténim 2,64 g v 50 ml DEMI vodé
(5,3 hm.%). Takto rozpustény jodistan byl nasledné ptidan k roztoku dextranu (ekvimolarni
poméru 0,400; 0,01235 mol), ¢imz byla zahajena oxidacni reakce. Samotna oxidace
probihala pti 25 °C po dobu 4 hodin. Reakce byla poté ukoncena postupnym ptikapavanim
7,81 g 30 hm.% roztoku thiosiranu sodného v ekvimolarnim poméru 1,2 (0,0099 mol) vici
NalO4. Smés byla ponechana na michadle po dobu jedné hodiny, aby doslo ke zreagovani
piebytku jodistanu. Z diivodu fotosenzibility oxidacni reakce bylo pouzito tmavé laboratorni

sklo, které bylo navic obaleno alobalem.

Zreagovana sm¢es byla za ucelem purifikace zfedéna DEMI vodou na pfiblizné
trojnasobek ptvodniho objemu (~300 ml) a prevedena do dialyza¢ni membrany Snake
Skin™ (cut-off 3 500 g/mol). Dialyza probihala po dobu 3 dni proti demineralizované vodé
pii laboratorni teploté, kdy vodné prostiedi bylo béhem dne 3x meénéno. Purifikovany
produkt byl ptelit do sklenéné Petriho misky, nasledn¢ zamrazen na teplotu -18 °C a poté
lyofilizovan. Proces lyofilizace probihal ve dvou fazich suSeni. V prvni fazi suSeni probihalo
pfi tlaku 0,06 mbar a teploté¢ -80 °C po dobu 30 hodin, nasledné¢ byl vzorek dosuSen

v tzv. findlnim suSeni, probihajicim po dobu 10 hodin pfi tlaku 0,001 mbar.

7.2.2 Oxidace hyaluronanu

Stejné jako v piipadé oxidace dextranu, byl pfi oxidaci hyaluronanu pfipraven 1 hm.%
zéasobni roztok (0,0075 mol; 1,18 MDa/1,5 MDa) jeho rozpousténim 3 g v 300 ml DEMI
vody pfi teploté 50 °C po dobu 24 hodin za neustalého michani. Po ochlazeni na laboratorni
teplotu byl kroztoku polymeru pfidan 11,7 hm.% roztok jodistanu sodného
(1,76 g rozpusténych v 15 ml DEMI vody) v ekvimolarnim poméru 1,1 (0,0083 mol).
Samotna oxidacni reakce pak probihala po dobu 10 hodin za neustadlého michani pfi 25 °C.
Reakce byla nasledné¢ ukoncena postupnym piikapadvanim 5,22 g 30hm.% thiosiranu
sodného v ekvimolarnim poméru 1,2 (0,0099 mol) ku NalO4. Smés byla poté ponechéna na
michadle po dobu jedné hodiny, aby doSlo ke zreagovani veskerého piebytku jodistanu.
Z divodu fotosenzibility oxida¢ni reakce bylo pouzito tmavé laboratorni sklo, které bylo

navic obaleno alobalem.
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Zreagovana smés byla za UCelem purifikace zfedéna DEMI vodou na pfiblizné
trojnasobek plivodniho objemu (~1000 ml) a ptevedena do dialyzacni membrany Snake
Skin™ (cut-off 3 500 g/mol). Dialyza probihala po dobu 3 dni proti demineralizované vodé
pti laboratorni teploté, kdy vodné prostiedi bylo béhem dne 3x ménéno. Purifikovany
produkt byl pfelit do sklenéné Petriho misky, nasledné zamrazen na teplotu -18 °C a poté
lyofilizovan. Proces lyofilizace probihal ve dvou fazich suSeni. V prvni fazi suSeni probihalo
pii tlaku 0,06 mbar a teploté¢ -80 °C po dobu 30 hodin, nasledn¢ byl vzorek dosusen

v tzv. findlnim suSeni, probihajicim po dobu 10 hodin pfi tlaku 0,001 mbar.

7.3 Charakterizace modifikovanych biopolymeru

Za ucelem potvrzeni chemické modifikace a charakterizace oxidovanych polymert byly
vzorky zkouméany pomoci metod protonové nuklearni magnetické rezonance (NMR), gelové

permeacni chromatografie (GPC) a titraci hydroxylamin-hydrochloridem.

7.3.1 Nuklearni magneticka rezonance (NMR)

Nuklearni magneticka rezonance (NMR) je analytickd metoda zalozend na interakci
atomovych jader s vné&j$im magnetickym polem a elektromagnetickym zafenim v radiové
oblasti. Umoznuje detailni strukturni analyzu molekul na zakladé zmén energetickych stavii
jader a poskytuje informace o chemickém prostiedi jednotlivych atomi [217]. Jak jiz bylo
zminéno vyse, pritomnost aldehydovych skupin na oxidovaném dextranu a hyaluronanu byla

ovefena praveé pomoci NMR spektroskopie.

Protonové spektrum ("H NMR) bylo zméfeno na pfistroji JEOL ECZ 400 (JEOL Ltd.,
Tokio, Japonsko), pracujicim pfi frekvenci 'H 399,78 MHz a teploté 60 °C. Vzorky byly pro
analyzu rozpustény v D20 v koncentraci 10 mg/ml po dobu 24 h pfi laboratorni teploté
za stalého michani. Vzorky byly pfevedeny do specidlnich NMR kyvet a méfeny pfi teploté
25 °C. Name¢tfena data byla poté zpracovana a vyhodnocena v programu ACD/NMR
Processor Academic Edition pomoci komplexni Fourierovy transformace. Jako reference

byl pouzit signal deuterované vody, odpovidajici chemickému posunu 4,75 ppm.

7.3.2 Gelova permeacni chromatografie (GPC)

Gelova permeacni chromatografie (GPC) je separacni technika zalozena na rozdéleni
molekul podle jejich molekulové hmotnosti v roztoku. Molekuly o vétsi molekulové
hmotnosti jsou vylu¢ovany z pori stacionarni faze a eluuji diive nez molekuly mensi [218].

Primérnd molekulovd hmotnost oxidovanych derivatd dextranu a hyaluronanu byla
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provedena na systému vysokovykonné kapalinové chromatografie Shimadzu Prominence,
vybaveném UV-Vis a refraktometrickym detektorem (Shimadzu Prominence, LC-20 series,

Shimadzu, Kyoto, Japonsko).

Samotnd analyza probihala za nasledujicich podminek: jako mobilni faze byl pouzit
0,1 M fosfatovy pufr (pH 7,4), jehoz pritok byl nastaven na 0,8 ml/min pfi teploté 30 °C.
Analyza byla provedena v sérii zapojenych kolonach PL aquagel-OH 60 (8 pm, 300-7,5 mm)
a PL aquagel-OH 40 (8 um, 300-7,5 mm). Pro kalibraci molekulové hmotnosti byly vyuzity
pullulanové standardy, analyza byla zaloZzena na datech ziskanych refraktometrickym

detektorem. Hodnota uvedena ve vysledcich je dana jako primér z celkem dvou méteni.

7.3.3 Stanoveni stupné oxidace modifikovanych biopolymeri

Dle Zhao a Heindel (1991) byl u oxidovanych derivati dextranu a hyaluronanu stanoven

stupent oxidace (SO), ktery udava pocet nove vzniklych aldehydovych skupin [219].

Nejprve bylo rozpusténo 17,5 g hydroxylamin-hydrochloridu ve 150 ml DEMI vodé
spole¢né se 6 ml 0,05hm.% roztoku methyloranze, poté byl tento roztok nafedén na objem
1 1 a upraven na pH 4 pomoci 0,1 M HCI. Do 25 ml pfipraveného roztoku hydroxylamin-
hydrochloridu byl pfidan 0,1 g polymeru, u néhoz mél byt analyzovan stupeii oxidace. Byly
pripraveny vzorky jak s nativni formou (oznacené jako tzv. slepy pokus), tak s oxidovanym
derivitem polymeru. Principem metody je reakce hydroxylamin-hydrochloridu
(NH2OH-HC) s aldehydovymi skupinami (-CH=0). Pti pH 4, dochazi k tvorb¢ oximovych
derivati dextranu/hyaluronanu (R-CH=N-OH), a uvolnéni jednoho ekvivalentu HCI na
kazdou aldehydovou skupinu (Rovnice 4). Samotna reakce probihala po dobu 2 hodin pii

teploté 25 °C za stalého michani.

R—(CH=0),+H,N—OH-HCl>R— (CH=N—-0H), + H,0+ HCl (4

Uvolnénéd kyselina chlorovodikova je nésledné neutralizovdna standardizovanym
roztokem hydroxidu sodného (Rovnice 5). V tomto piipadé byla reakéni smés titrovana
roztokem 0,1 M NaOH az do dosaZeni hodnoty pH 4. Titrace byla provedena s vyuzitim

automatického titratoru Titronic® universal (SI Analytics GmbH, Mainz, Némecko).

HCl + NaOH — NaCl + H,0 (5)



60 UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

Pfesnd koncentrace hydroxidu sodného byla urcena titraci 0,1 M kyseliny $tavelové

podle Rovnice 6, opét za pouziti automatického titratoru.

HCOO — COOH + 2 NaOH — NaOOC — COONa + 2 H,0 (6)

Spotieba NaOH je pfimo imérnd poctu aldehydovych skupin v oxidovaném dextranu

¢1 hyaluronanu. Na zéklad€ toho lze vypocitat stupen substituce dle Rovnice 7.

(7)

M
SO = cNaoH * (VNaoH-ox — VNaOH-nativn() * (FW) 107
1

Kde cnaon je koncentrace NaOH (mol/dm?®), Vnaom-ox je spotieba NaOH pii titraci
oxidovaného polymeru (ml), Vnaor-naivi j€ spotfeba NaOH pii titraci nativniho polymeru
(slepy pokus; ml), M, je molekulovd hmotnost nativniho biopolymeru (g/mol) a m; je

navazka (g).

7.4 Priprava polymernich smési pro 3D tisk

Nejprve byla pozornost zaméfena na tzv. fyzikalné sitované hydrogely, jejichz pfiprava
vychézela z prace Kopecké et al. (2023) zabyvajici se ptipravou materidlu pro 3D tisk na
bazi alginitu sodného s nanocéasticemi popsanymi v podkapitole 4.2, dihydrat-vapenatymi
fenylfosfonaty (CaPhP) a véapenatymi fosfat-fenylfosfonaty (Ca3.1) ve formé
ethylenglykolové disperze [10]. Pro zlepSeni bunécné adheze a stability béhem kultivace
materidlu, ur¢eného pro potencialni vyuziti jako scaffoldu nebo bioinkoustu ve tkanovém
inZenyrstvi, byly z pohledu 3D tisku testovany nové smési alginatu sodného s hyaluronanem

a zelatinou.

Kromé fyzikalnich hydrogeli byly pfipravovany 1 hydrogely sitované Schiffovou bazi.
Tato ¢ast se odviji od clanku Musilové et al. (2022), ve které autofii piipravili tisknutelnou
biopolymerni smés z zelatiny a oxidovaného dextranu [6]. Za ucelem zvySeni bioaktivity
materidlu pfi soucasném zachovani optimalnich vlastnosti pro 3D tisk byl v ramci diplomové
prace vyvinut novy biopolymerni material slozeny z Zzelatiny, oxidovaného dextranu

a oxidovaného hyaluronanu.

V neposledni fadé byly pfipraveny tzv. hybridné sitované hydrogely. Cilem bylo
vhodné zkombinovat oba diive popsané systémy k vytvoreni hydrogelu, jehoz stabilita je
podpofena jak chemickou siti ( tzv. Schiffova baze), fyzikalni siti (tvorba komplext
s vicevalentnimi ionty - iontové sitovani), tak elektrostatickym sildm (podpora vrstvenych

destickovitych nanocastic ). Pfestoze takovy material se vytvofit v ramci diplomové prace
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nepodafilo, jednotlivé kroky pfipravy budou dale v textu popsany a ve vysledcich

diskutovany.

7.4.1 Priprava polymerni smési s nanocasticemi pro 3D tisk

Prvnim krokem pfipravy polymerni smési s nanocasticemi pro 3D tisk byla ptiprava
zasobnich roztoki biopolymerti — alginatu sodného, hyaluronanu a zelatiny. Roztok 3hm.%
alginatu sodného byl pfipraven rozpusténim odpovidajiciho mnozstvi polymeru (1,5 g)
v 50 ml demineralizované (DEMI) vodé pti 50 °C po dobu 18 hodin v susarn¢€ bez michani.
Dale byl ptipraven i 1hm.% roztok hyaluronanu sodného (1,5 MDa), tzn. 0,5 g, ktery byl
rozpoustén v 50 ml DEMI vod¢ pii 50 °C po dobu 24 hodin za stdlého michéni. Naopak
15hm.% roztok farmaceutické Zelatiny pfipraveny rozpusténim 7,5 g v 50 ml DEMI vodé

byl rozpustén pii 50 °C v suSarn¢ po dobu 24 hodin bez michani.

Roztoky biopolymerti algindtu, hyaluronanu a Zelatiny byly kombinovany
v hmotnostnich pomérech, které jsou uvedené v Tabulce 1. Pro zachovani strukturalni
integrity vytiSt€éného hydrogelu bylo nezbytné, aby smés biopolymeri obsahovala
minimalné¢ 50 hm.% algindtu sodného. Pfi niz§im zastoupeni algindtu dochdzelo
k vyraznému poklesu mechanické stability, coz vedlo k rychlému rozpadu a deformaci
struktury ihned po vytisténi. Diive popsané disperze nanocastic (CaPhP a Ca3.1) byly
pfidany do pfipravené smési polymerti v koncentraci 2-10°¢ ¢astic na 1 ml polymeru, coz
odpovidalo 400 pl disperze nanocastic o koncentraci 5 g/l na 1 g polymeru. Po ptidavku
¢astic byl vysledny roztok intenzivné promichan sklenénou tyc¢inkou, aby bylo dosazeno
homogenni smési. Michani vedlo ke zvySeni viskozity a vytvoieni tzv. pastovité konzistence
materidlu. Cely proces probihal pfi laboratorni teploté. Takto pfipraveny material, tiskova
napln, byla nasledné tisknuta na 3D tiskarné.

Tabulka 1a Pomérné hmotnostni zastoupeni biopolymerti ve fyzikaln¢ sitovanych
hydrogelech; koncentrace nanoc¢astic

Alginit : Zelatina :
Typ nanocéastic Oznaceni vzorku
Hyaluronan

2:1:1 fvz_ 1_CaPhP

CaPhP 3:1:1 fvz 2 CaPhP

(400 1 /1 g polymeru) 4:2:1 fyz 3 _CaPhP
4:1:2 fyz 4_CaPhP

4:1:1 fyz 5 CaPhP
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Tabulka 1b Pomérné hmotnostni zastoupeni biopolymert ve fyzikaln¢ sitovanych

hydrogelech; koncentrace nanocastic

Alginit : Zelatina :
Typ nanoc¢astic Oznaceni vzorku
Hyaluronan

2:1:1 fz 1 Ca3.l

Ca3.1 3:1:1 fz 2 Ca3.1

(400 ul /1 g polymeru) 4:2:1 fz 3 Ca3.l
4:1:2 fz 4 Ca3.l

4:1:1 fz 5 Ca3.l

7.4.2 Priprava polymerni smési pro 3D tisk chemickym sitovani metodou Schiffovy

baze

Chemicky sitované hydrogely byly pfipraveny kombinaci roztokl Zelatiny, oxidovaného
hyaluronanu (1,18 MDa, 1,5 MDa) a oxidovaného dextranu (100 kDa). Pro chemické
sitovani byl pouzit 15hm.% zasobni roztok farmaceutické Zelatiny, stejny jako u fyzikalné
sitovanych hydrogeld, pfipraveny rozpuSténim 7,5 g zelatiny v 50 ml demineralizované
vody pii 50 °C po dobu 24 hodin bez michani. Roztoky obsahujici 2hm.% oxidovaného
dextranu nebo hyaluronanu byly pfipraveny rozpusténim 0,2 g polymeru v 10 ml 0,1 M PBS
(pH 7,4) za stalého michani po dobu 10 minut. Koncentrace polymerti byly zvoleny podle

Musilové et al. (2022) [6].

Pred sitovanim byla Zelatina zahtata na 45 °C v susarné, aby byl zajistén uplny prechod
do kapalného (sol) stavu. K zelating¢ byly pfidavany roztoky oxidovanych biopolymert
v riznych pomérech, ¢imZ vznikla kovalentné vazana trojrozmérna sit’. Sitovaci reakce byla
iniciovana ptidanim 50 pl 25hm.% roztoku amoniaku na 1 g Zelatiny. Smés byla michdna
sklenénou tyCkou, dokud nedoslo ke gelaci. Pocatek gelace byl urCen vizuadlné podle
tzv. ,,tahani vldkna* a tato doba byla zaznamenana. Pokud smés ani po 10 minutdch michani
nevytvoftila gelovou strukturu, byla oznacena jako nesit'ujici. Pfehled testovanych kombinaci
a pomért biopolymert je uveden v Tabulce 2.

Tabulka 2a Piehled testovanych kombinaci a pomérti biopolymert pro pfipravu hydrogelt
sitovanych Schiffovou bazi

Pomérné zastoupeni
Chemické zastoupeni biopolymeri Oznaceni vzorku
biopolymeri
GEL : HA-OX (1,18 MDa) 1:1 chem_1
GEL : HA-OX (1,5 MDa) 1:1 chem 2
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Tabulka 2b Ptehled testovanych kombinaci a pomért biopolymert pro ptipravu hydrogelt
sitovanych Schiffovou bazi

Pomérné zastoupeni
Chemické zastoupeni biopolymeri Oznaceni vzorku
biopolymeri
1:1 chem_3
GEL : DEX-0X

2:1 chem_4

2:1:1 chem 5

GEL : DEX-OX : HA-OX (1,18 MDa) 4:1:3 chem_6
4:3:1 chem 7

Je rovnéZ diilezité zdlraznit, Ze méteni Casu gelace pomoci vizualni metody je zatiZzeno
znacnou chybovosti. Uvedené Casy v tabulkdch je proto tfeba chapat jako orientacni

hodnoty, které¢ slouzi piedevSim k odhadu vhodnosti daného systému pro 3D tisk.

7.4.3 Priprava polymerni smési pro 3D tisk hybridné sitovaného hydrogelu

V ptipadé tohoto systému se vychazelo z chemicky sitovaného hydrogelu, ktery byl popsan
v predeslé kapitole, do kterého mél byt zakomponovan alginat sodny spolu s nanocasticemi
CaPhP nebo Ca3.1. Pro pfipravu materialu byly vyuzity: 2hm.% oxidovany hyaluronan
(1,18 MDa), 2hm.% oxidovany dextran (100 kDa), 15hm.% Zelatina, 3hm% alginat sodny,
disperze nananocastic CaPhP a Ca3.1 o koncentraci 5 g/l v ethylenglykolu. Ptiprava kazdého
z polymernich roztokti byla rozvedena jiz v podkapitole 7.4.1 nebo 7.4.2.
Pro zakomponovani jednotlivych slozek do matrice byly testovany ruzné pfiistupy:
jednokrokova a dvoukrokovéd ptiprava reakéni smési, dale také dvoukrokova piiprava

s nanoc¢asticemi ve formée prasku.
Jednokrokova priprava

Jednokrokova ptiprava hydrogelu byla realizovana simultdnnim smisenim vSech
roztokd polymert (15hm.% zelatina, 2hm.% HA-OX, 2hm.% DEX-OX, 3hm.% alginat
sodny) a disperze nanocastic v jedné reakéni nadobé v pomérech, které jsou uvedeny
v Tabulce 3. Sitovaci reakce byla iniciovana 25hm.% roztoku amoniaku, testovana mnoZzstvi
jsou také popsana v Tabulce 3. Smés byla michana sklenénou tyCinkou po dobu 10 minut

pii laboratorni teploté.
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Tabulka 3 Ptehled testovanych kombinaci a poméra biopolymert pro ptipravu hybridnich

hydrogela
Nanocastice NH;
HA-OX : DEX — OX : Zelatina : alginat
(X pl/1 g polymeru) (X pl/1 g Zelatiny)
1:1:2:1
1:1:2:2 10, 25, 50, 200, 400 50, 70, 100
1:1:1:2

Pfitomnost alginatu sodného a disperze nanocastic ve vSech testovanych kombinacich
neumoznila efektivni sitovaci reakci pomoci Schiffovy baze, jelikoz nedoslo k pozadované
tvorbé gelové struktury. Z toho divodu bylo pfistoupeno k tzv. dvoukrokové piiprave

hydrogelu.
Dvoukrokova priprava

Ptiprava hybridniho hydrogelového systému probihala ve dvou oddélenych krocich
s naslednym spojenim komponent. V kadince A byl smichan 3 hm.% alginat sodny s disperzi
nanocastic (400 ul/g), smeés mela pastovitou konzistenci. Soucasné v kadince B byla
pfipravena smés pro tvorbu Schiffovy baze, 15hm.% Zelatina, 2hm.% HA-OX a 2hm.%
DEX-OX vpoméru 2:1:1, reakce byla iniciovina 25hm.% roztoku amoniaku
(50 pl/1 g Zelatiny). Reakéni smés byla michana sklenénou ty¢inkou do momentu, kdy bylo
pozorovano tzv. ,tahani vldkna®. V ten moment byl postupné mechanicky zaclefiovan
alginat s nanocasticemi, dokud nebylo dosazeno homogenniho materidlu. Timto zpiisobem
byl vytvofen 3D tisknutelny materidl, inkoust, jehoz tisténd struktura ve tvaru kosticky

o rozmérech 10x10x5 mm je zobrazena na Obrazku 19.

Obrazek 19 Vytisknuta struktura hybridniho hydrogelu; pficemz oranzové téleso odpovida
modelu (10x10 mm) tisknuté geometrie.

Pred dalsi charakterizaci materidlu byla ovétena schopnost komplexace alginatu
s kovovymi multivalentnimi ionty. Po ponofeni vzorku hydrogelu do roztoku situjicich

iontli (roztoky ZnCl; a FeCl; o iontové sile 0,1 mol/l) vSak doslo k okamzitému rozpadu
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struktury. Identického vysledku bylo dosazeno i pfi postupném piikapavani sitovaciho
roztoku, které mélo za cil minimalizovat tzv. mechanicky a chemicky Sok. Ani tento Setrnéjsi

pristup vSak nezabranil dezintegraci struktury.
Dvoukrokova priprava s nanocasticemi ve formé prasku

Na zaklad¢ vysledkii z jednokrokové piipravy bylo zjisténo, ze ptidavek alginatu sodného,
disperze nanocastic nebo jejich kombinace ke smési nezesitovanych polymert nevedl
k vytvoreni stabilni hydrogelové struktury. Proto byla déle testovana varianta, ve které byly
pred zahdjenim sit'ovaci reakce ptidany nanocastice v praskové forme. Vzhledem k tomu,
ze nanocastice byly dostupné pouze ve formé ethylenglykolové disperze, bylo nutné je pred

dal$im pouzitim izolovat. Samotnd izolace probihala nasledujicim zptisobem.

Zasobni disperze byla nejprve dikladn¢ zhomogenizovana, poté bylo odebrano 20 ml
disperze a pipetou pieneseno do Eppendorfovych zkumavek, kde nasledovala jejich
centrifugace (5000 ot./min po dobu 3 minut). Po oddéleni sedimentovanych nanocastic byl
supernatant (ethylenglykol) odstranén a nahrazen ethanolem. Nasledovalo protiepani,
opétovna centrifugace za stejnych podminek a dvoufazové promyvani ethanolem za ucelem
odstranéni zbytkii ethylenglykolu z nanocastic. Izolované nanocastice byly nasledné

prevedeny do Petriho misky a suseny pfi 30 °C do Gplného odpateni rozpoustédla (24 h).

Takto ziskané nanocéstice byly poté pfidany (10 mg) do polymerni smési obsahujici
HA-OX, DEX-OX a Zelatinu (pomér 1:1:2; tedy 2,5 g HA-OX a DEX-OX a 5 g Zelatiny).
Pokusy o jejich redispergaci pomoci mechanického michani (30 minut) ani pomoci
ultrazvukové lazné€ (30 minut) nebyly dostatecné u¢inné. Az kratk4 sonikace (1 minuta;
20 kHz) vedla k homogenni dispergaci nanoc¢astic, coz umoznilo nasledné zesitovani
systému. Vysledny hydrogelgel vykazoval stabilitu po dobu minimalné jedné hodiny
ve vodném roztoku iontll. Dodatecny piidavek alginatu (2,5 g/ 5 g) vSak zptsobil okamzité
naruseni gelové struktury a jeji rozpad ve vodném prostiedi. Z vyse uvedenych diivoda byl
tento hybridné sitovany hydrogel vyhodnocen jako nevhodny a byl z dalSiho testovani

vyfazen.

7.5 Charakterizace hydrogeli z pohledu 3D tisku

Ptipravené materialy byly nejprve zkoumany z pohledu jejich chovéani pii 3D tisku.
Na zakladé reologickych oscilacnich testli byly vybrany nejlepsi vzorky, pro které poté byly

charakterizovany tiskové parametry jako nartistani za hubici, primér filamentu, piesnost
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tisku a samonosnost materidlu. Podle téchto informaci byly optimalizovany vysledné tiskové

podminky pro jednotlivé hydrogely.

7.5.1 Reologické méreni

Dulezitou vlastnosti 3D tisknutelnych hydrogeli je jejich pseudoplastické chovani,
tzn. chovani, kdy je viskozita materialu zavisla na rychlosti smykové deformace. Nizké
rychlosti smykové deformace (1072-10"! s7!) reflektuji stabilitu hydrogelu v klidovém stavu.

Naopak, proces mikroextruze obvykle odpovidd hodnotam kolem 10° s~1[220].

Oscilacni méfeni byla provedena na rotacnim reometru Anton Paar MCR 502
(Anton Paar, Graz, Rakousko) s vyuzitim geometrie deska-deska o priméru 25 mm, pfi¢emz
mezera mezi geometriemi byla nastavena na 2 mm. Testy probihaly pfi konstantni amplitudé
1 % (linearni oblast viskoelasticity) v rozmezi tthlové rychlosti 1-100 rad/s a teploté 37 °C,
pfi pouziti pfiblizn¢ 2 ml vzorkli smési biopolymeru s nanocasticemi (fyz 5 CaPhP,
fyz 5 Ca3.1). Pro chemicky sitovany systém (chem_6) byla teplota méteni zvolena jako
30 °C. Béhem méfeni byla sledovana zavislost komplexni viskozity na rychlosti smykové

deformace.

7.5.2 Naruastani za hubici

V idedlnim piipadé by pii 3D tisku méla tloustka filamentu odpovidat priméru pouzité
trysky, aby byla zajiSt€na dostatecna ptresnost vysledné struktury [10]. U hydrogell, které
vykazuji viskoelastické chovani, vSak ¢asto dochdzi po opusténi trysky béhem k extruze
k expanzi materidlu v dasledku relaxace normalovych napéti. Primér filamentu se tak oproti

nominalnimu priméru trysky zvysuje [201].

K posouzeni nartistaini za hubici byla provedena optickd analyza, ktera byla
vyhodnocena na zakladé¢ Rovnice 8 [10]. Chovani materidlu pfi vystupu z trysky bylo
zachyceno na video pomoci mobilniho zafizeni. Z videa bylo vybrano a exportovano
10 snimkti odpovidajicich toku v riznych casech, ze snimkl byly odecteny hodnoty
nominalniho priméru trysky (0,26 nebo 0,41 mm) a priméru vytlaceného filamentu

(Obrazek 20) pomoci software Image].

nominalni primeér trysky

Narustani za hubici =

(8)

primér vytlaceného filamentu



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 67

== nominalni prdmér trysky

prameér vytlateného filamentu =

Obrazek 20 Schematické zobrazeni vyhodnoceni nartstani za hubici
7.5.3 Vyhodnoceni piesnosti tisku

Pfi analyze piesnosti tisku byla vyuzita metoda vyvinuta prof. RNDr. Petrem Ponizilem,
Ph.D. (Ustav fyzikalniho a materialového inzenyrstvi, Fakulta technologicka, Univerzita
Tomase Bati ve Zling, nepublikovano). Princip metody vychazi z porovnani trajektorie
planovaného tisku, definovanou v souboru (.gcode) (Obrazek 21A), s fotografii redlného
vytisknutého vzorku (Obrazek 21B). Za definovanou S§itku trajektorie vzorkl byla zvolena
hodnota priméru vytlaceného filamentu, ktera byla méfena jiz pii analyze nartistani
za hubici. Z divodu vytvofeni vys$siho kontrastu mezi vytiskem a pozadim, byla pro lepsi
optickou analyzu do biopolymerni smési sklenénou ty¢inkou pfimichana modra tempera

(0,5 hm.%).

| 7 ® 7 v
| — 7 Y g
| - 41

— / 'C

Obrazek 21 A) model trajektorie planovaného tisku; B) fotografie redlného vytisknutého
vzorku fyz 5 CaPhP

Jelikoz (.gcode) pracuje v kartézskych soufadnicich (x, y) a obrazova data jsou
vyjadiena pixely, bylo nezbytné provést transformaci soufadnice mezi témito dvéma
systémy. Za timto ucelem byly na zaklad¢ (.gcode) uréeny soutadnice prvniho a posledniho
tiskového bodu. Tyto body byly nasledné ru¢né identifikovany na vytiS§téném vzorku a na
fotografii oznaCeny. Jejich souradnice v obou soustavach byly uloZzeny do textového souboru

s piiponou (.trn), tvofeného dvéma tadky a Ctyfmi sloupci (x_gcode, y gcode, x img,
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y_img). Tento soubor by pouzit k urceni transformacni matice, kterd definuje méfitko,

natoceni a posun obrazu vzhledem k planovanému tisku.

Nasledné byla fotografie pomoci software Imagel] binarizovana funkci Threshold
(Obrazek 22A). Na tomto obraze byly pomoci skriptu detekovany hrani¢ni pixely (Cerné
pixely sousedici s alespon jednim bilym), které byly dale vyznaceny cervené (Obrazek 22B).
Do stejné¢ho obrazku byla zakreslena také dréha tiskové hlavy podle (.gcode) (modie) a osa

skutecného tisku, definovana jako stfed mezi levym a pravym okrajem tisténé oblasti

(tyrkysove).
’ 71 1 Y'Exe 7 >
L Y e 0 ,

Obrazek 22 A) binarizovana fotografie realného tisku vzorku fyz 5 CaPhP ; B)
detekované hrani¢ni pixely (Cervené), draha tiskové hlavy (modfe) a osa skute¢ného tisku
(tyrkysove) vzorku fyz 5 CaPhP

Vysledné porovnani bylo vizualizovano v Obrazku 23, kde jsou barevné odliSeny tii
mozné pripady: 1) tmavé modra (oblast, kde tisk probéhl spravné — tisk mél byt a byl),
2) fialova (chybéjici tisk — tisk mél byt, ale nebyl) a 3) svétle modra (pfetisk — tisk nemé¢l

byt, ale je pfitomen).

| /7
P
| = 7

Obrazek 23 Porovnani planovaného tisku s redlnym tiskem u vzorku fyz 5 CaPhP

Pro kvantitativni popis byl zaveden koeficient ptesnosti £, definovany jako pomér poctu

spravné vytisténych pixelil k celkovému poctu relevantnich pixeld (Rovnice 9).

Kk = Ntmavé modra (9)

Ntmavé modra + Nfialové + Nsvétle modra

Koeficient £ nabyva hodnot 1 v piipadé dokonalé shody mezi planovanym a realnym
tiskem, a hodnoty 0 v piipadé tplné neshody. Cim vysii je tento koeficient, tim lépe

odpovida vytisknuta struktura modelu. Celkem byly ziskany koeficienty soutfadnic levého
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a pravého okraje tisku, oznacené jako (xxs, yx1) a (x k2, y x2). Z t&€chto soutadnic byla nasledné

urcena osa realného tisku jako stfedova souradnice (Rovnice 10; 11)

_ Xg1 T Xkp _ Y1 T Vke (10; 11)
Xstted = T' Ystted = T

Soucasné, jak bylo naznaceno vySe, byla urcena i Sitka tiSténého segmentu podle

Rovnice 12.

Sirka = \/(Xk1 — Xk2)? + (Vi1 + Yk2)? (12)

Poté¢ byla ke kazdému bodu modelové trajektorie (x,y) spoCtena jeho vzdalenost

od stiedu realného tisku, tzn. odchylka (Rovnice 13).

odchylka = \/(x — Xgtrea)? + (7 + Vstred)? (13)

Procentualni ptesnost tisku byla definovana jako relativni vzdéalenost tohoto bodu

od osy tisku, vztazend k polovin¢ §itky segmentu (Rovnice 14).

odchylka (14)

-10009
§ivka,/2 ) 00%

presnost = (1 —

Celkova presnost tisku byla vyhodnocena jako aritmeticky primér lokalnich

procentualnich ptesnosti. Pro kazdy vzorek byla analyza provedena ve dvou opakovanich.

7.5.4 Test fuze filamentu

Test fuze filamentu (,,filament fusion test*) spociva v tisku paralelnich ¢ar se zvySujicim se
odstupem mezi jednotlivymi segmenty (Obrazek 24A). Timto zplisobem je mozné
analyzovat casteCnou fuzi filamentu (Obrazek 24B), kterou lze popsat jako vzdalenost,
pfi které se sousedni filamenty castecné spojuji, ale zachovavaji si ¢ast své individuality.
Dale 1ze pozorovat uplnou separaci filamentu (Obrazek 24B), ta vypovida o vzdalenosti,
pii které filamenty ztstavaji zcela oddélené bez jakéhokoli kontaktu. Poslednim méfenym
parametrem byla primérna tloustka tisténych filamenti (Obrazek 24C), ktera odrazi

rozliSeni tisku a reologické vlastnosti materialu [10, 221].
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Obrazek 24 A) Tisknuty model testu fuze filamentu; B) ¢aste¢na fuze filamentu (vlevo) a
uplna separace filamentu (vpravo); C) tloustka filamentu po depozici

Parametry castecné flze a uplné separace byly odeéteny z vytisknutého vzoru.
Tloustka filamentu byla analyzovana pomoci software ImagelJ, vysledna hodnota je uvedena
jako primér 10 hodnot zmétfené tloustky v riiznych mistech. Test byl pro kazdy material

proveden ve 2 opakovanich.

7.5.5 Nastaveni parametri 3D tisku smési biopolymerit s nano¢asticemi

Experimenty mikroextruzniho 3D tisku byly provadény s vyuzitim biotiskarny BioX
(Cellink, Gothenburg, Svédsko). Pro tisk byla pouzita polypropylenova kuzelové tryska,
3 ml polypropylenovéa stfikacka a pistovd tiskova hlava s vyhfivanim. Podlozni
mikroskopické sklicko nebo sklenéna Petriho miska (pramér 9 cm) slouzily jako tiskova

podlozka.

Vyska jedné vrstvy vytisku byla stanovena na 2 + 0,5 mm, to bylo ur€eno
na zakladé¢ zmeérené tloustky filamentu (pifiblizné 1,5 mm) a zaroven s cilem zabranit
kontaktu tiskové Spic¢ky s jiz vytisknutymi vrstvami, coz by mohlo vést k deformaci
struktury. Rychlost vytlacovani byla nastavena na 1,5 ul/s, aby byl zajistén kontinuélni tok
materidlu. Niz§i rychlosti vedly k pferuSovanému vytlatovani, pii némz se tvofily mezery
v disledku nedostate¢ného tlaku, zatimco vyssi rychlosti (3 mm/s) zptisobovaly nadmérné
vytlaeni materidlu, coz vedlo k nerovnomérnému rozlozeni. Teplota tiskové hlavy byla
nastavena na 37 °C, aby odpovidala fyziologickym podminkdm, z divodu budouci
potencialni inkorporace bun¢k a minimalizaci jejich stresu béhem tisku. Teplota podlozky
byla zvolena na 8 °C po ptedchozim testovani pti 4 °C, které vSak nebylo dlouhodobé
udrzitelné z divodu technickych omezeni tiskarny. Nizsi teplota podlozky byla zvolena
za Ucelem urychleni gelace prvni vrstvy a zachovani tvaru scaffoldu [222]. Parametry tisku

jsou pro ptehlednost shrnuty v Tabulce 4.
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Tabulka 4 Parametry tisku pro vzorky fyz 5 CaPhP afyz 5 Ca3.1

Parametry tisku fyz 5 CaPhP/fyz 5 Ca3.1
Vngjsi/vnitini pramér trysky 0,515/0,26 mm
Vyska vrstvy 2+ 0,5 mm
Vyska prvni vrstvy 66 %
Rychlost vytlacovani 1,5 pul/s
Objem retrakce 1,35 ul/s
Rychlost tiskové hlavy 2 mm/s
Hustota mtizky 15 %
Teplota tiskové hlavy 37°C
Teplota podlozky 8°C

Rozméry tisknutych hydrogelt pro analyzu morfologie a bobtnéni byly nastaveny jako

10x10x5 mm s typem miizky rectilinear (Obrazek 25).

Obrazek 25 Pouzity typ miizky pro 3D tisk — rectilinear

Jednim z pozorovanych problémi béhem tisku byla nehomogenita zplsobena
pfitomnosti vzduchovych bublin, které se do smési dostaly pii plnéni tiskové stiikacky.
Ptitomnost bublin vedla k lok4lnim nepravidelnostem ve struktuie. K minimalizaci tohoto
jevu byl pouzit postup pretlaceni materialu mezi dvéma stiikackami, coz vyrazné snizilo
jejich obsah. Ptes tuto optimalizaci vSak se ne vzdy podafilo eliminovat vSechny bubliny.
Z toho divodu by mohlo byt vhodné v budoucnu zatadit krok centrifugace stiikacky

s materidlem pied samotnym tiskem [223]. Vysledna struktura hydrogelu je na Obrazku 26.

Obrazek 26 Vytisknuty hydrogel s nano¢asticemi fyz 5 CaPhP (rozméry 10x10x5 mm)
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7.5.6 3D tisk chemicky sitovaného hydrogelu

Experimenty mikroextruzniho 3D tisku byly i1 v tomto piipadé provedeny s vyuzitim
biotiskdrny BioX. Pro tisk byla pouzita polypropylenova kuzelovd tryska, 3 ml
polypropylenova stiikacka a pistova tiskova hlava s vyhfivanim. Podlozni mikroskopické
sklicko nebo sklenéna Petriho miska (primér 9 cm) slouzily jako tiskova podlozka. Vyska
vrstvy byla nastavena na hodnotu 1,5 = 0,5 mm, na zdkladé zmétfené tlouStky filamentu
(pfiblizn€ 1,2 mm), zaroven tato hodnota zajistovala, aby tiskova tryska nezasahovala do jiz
vytisknutych vrstev. Optimalni plynulosti toku filamentu bylo dosazeno pfi rychlosti
vytlacovani 1,47 ul/s a nastaveném objemu retrakce 1,35 pl. Piivodné byla pouzita Spicka
s vnitinim primérem 0,26 mm, avSak vzhledem k jejimu ¢astému ucpavani byla nasledné
nahrazena Spi¢kou s vnitinim primeérem 0,42 mm. Tisk pii teploté 37 °C nebyl uspokojivy,
pravdépodobné v diisledku sol-gel prechodu zelatiny, coz vedlo k nekontrolovanému toku —
material se akumuloval na kraji Spicky a oddéloval se az po dosazeni vétsiho objemu.
Pii laboratorni teploté (~22 °C) se naopak prvni vrstva Spatn€ prichytavala ke sklenéné
podloZzce a nedochazelo ke splynuti vrstev tisku, coz zpiisobovalo snadnou delaminaci
vytisku. Nejlepsich vysledkl bylo dosazeno pfi nastaveni teploty tiskové hlavy na 30 °C.
P11 této teplot¢ byla zajisténa dobra ptilnavost prvni vrstvy k podlozce i dostatecna fuze mezi
jednotlivymi vrstvami filamentu, coz vedlo ke zlepSeni stability hydrogelu. Pro ptehlednost
jsou parametry tisku shrnuté v Tabulce 5. Stejn€ jako v predchozim piipadé byly pro
morfologickou analyzu a bobtnaci testy tisknuty hydrogely o rozmérech 10x10x5 mm

s typem miizky rectilinear.

Tabulka 5 Parametry tisku pro vzorek chem 6

Parametry tisku chem_6
Vngéjsi/vnitini pramér trysky 0,72/0,41 mm
Vyska vrstvy 1,5+0,2 mm
Vyska prvni vrstvy 66 %
Rychlost vytlacovani 1,47 pl/s
Objem retrakce 1,35 ul/s
Rychlost tiskové hlavy 2 mm/s
Hustota mfizky 15%
Teplota tiskové hlavy 30 °C
Teplota podlozky 8°C
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I v tomto pfipadé jsou vSak patrné nehomogenity v tisknuté struktute, které¢ se poji
s jevem tzv. ,,over-gelation® (nadmérné zesitovani). Jednd se o stav, pii kterém dochazi
k pfili§ intenzivnimu nebo rychlému zesitovani hydrogelu, coz vede ke ztraté¢ optimalnich
vlastnosti pro tisk [6]. Prace Ouyang et al. (2019) popisuje, ze bioinkoust tvofeny 7,5 hm.%
zelatinou a 1 hm.% algindtem je nutny tisknout do 10 minut od jeho ptipravy, aby se tomuto
chovani béhem tisku zabranilo. Autofi také konstatuji, Ze takové ¢asové okno je nepraktické,
pokud se tiskne vice konstrukti nebo jsou tisknuta télesa o vétsim objemu [224]. Vzhledem
k tomu, ze pocatek gelace byl u vzorku oznaceného chem 6 urcen kolem 2 minut, je nutné
provést blizsi analyzu kinetiky sitovaci reakce za ucelem optimalizace procesu a parametri

pro tisk konstruktli o vice vrstvach. Vysledna struktura je zobrazend na Obrazku 27.

S Em

Obrazek 27 Vytisknuty hydrogel pfipraveny chemickym sitovanim chem 6
(rozméry 10x10x5 mm)

7.5.7 Samonosnost vicevrstevného hydrogelu

V neposledni fad¢ byla analyzovana také samonosnost hydrogelu, coz je vlastnost
charakterizujici schopnost vytisténé struktury odoldvat deformaci ¢i kolapsu pod vlivem
vlastni hmotnosti [10]. Tato vlastnost byla hodnocena prostiednictvim testu, jehoz cilem
bylo ur¢it maximalni pocet vrstev, které¢ lze vytisknout pfed zhroucenim struktury.
Experiment byl proveden s kazdou testovanou tiskovou naplni ve tfech opakovanich za

tiskovych podminek, které jsou popsany v piedchozi kapitole.

7.6 Fyzikalni sitovani multivalentnimi ionty

Vzorky fyz 5 CaPhP a fyz 5 Ca3.1 byly ihned po tisku nasledn¢ zesitovany
multivalentnimi ionty, konkrétné ionty Zn>* a Fe*". Pro tyto udely byly pfipraveny zasobni
roztoky ZnCl, a FeCls o iontové sile 0,1 mol/l rozpusténim 0,9076 g ZnCly, resp. 0,5417 g
FeCls, v 200 ml DEMI vody. Vytisknuty hydrogel byl ponofen do 10 ml sitovaciho roztoku

byl ponoten po dobu 24 h pfi laboratorni teploté a bez michani.
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Srovnani mezi ptvodni tisknutou strukturou a vyslednym zesitovanym hydrogelem
je znazornéno na Obrazku 28. Hydrogely zesitované ionty Fe*" ziskaly charakteristickou
hnédooranzovou barvu, zatimco ty zesitované ionty Zn*" vykazovaly bilé¢ zabarveni [142].
Proces sitovani vedl ke smrsténi a Castecné deformaci tisknutych struktur, ptiCemz
vyraznéjsi ztrata tvarové presnosti byla pozorovana u vzorkti ponofenych do roztoku ZnCl..
Tento jev lze pravdépodobné pficist pomalejsi difuzi iontl do stiedu scaffoldu, kterd je

zodpoveédna za nehomogenni sit’ a nasledné mechanické deformace [225].

rw
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Obrazek 28 Fyzikaln¢ sitované hydrogely; vzorek fyz 5 CaPhP A) ZnCl; B) FeCls,
(rozméry 10x10x5 mm)

Po jiz zminéném fyzikalnim dositovani hydrogelti bylo nutné odstranit ptebytec¢né
zinecnaté a Zelezité ionty za ucelem jejich purifikace [135]. Toho bylo docileno ponofenim
hydrogelu do 400 ml DEMI vody, kdy byly hydrogely minimélné¢ po dobu 6 hodin pii
laboratorni teploté a za stalého michani promyvany. Béhem toho bylo vodné prostiedi
nejméné 3x meénéno. Difuze iontlh z hydrogelu do DEMI vody byla kontrolovana
konduktometricky, tzn. byl sledovan nartst vodivosti prostiedi oproti vodivosti ¢ist¢ DEMI
vody. Jako purifikovany byl oznacen takovy hydrogel, u kterého minimalné¢ po hodiné

promyvani nebyl pozorovan narlst vodivosti oproti ¢istému médiu.

Purifikovany produkt byl nasledné zamraZen na teplotu -18 °C a poté lyofilizovan.
Proces lyofilizace probihal ve dvou fazich suseni. V prvni fazi suSeni probihalo pfi tlaku
0,06 mbar a teploté -80 °C po dobu 30 hodin, nasledn¢ byl vzorek dosusen v tzv. findlnim
suseni, probihajicim po dobu 10 hodin pfi tlaku 0,001 mbar. Takto ziskané hydrogely byly

nasledné vyuzity pro dalsi charakterizaci vzorkl, napf. pro bobtnaci testy a pro
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morfologickou analyzu, které budou rozepsany nize. Stejnym zpusobem byl pfipraven i

vzorek pro testovani tuhosti hydrogelu, ovsem s vynechanim kroku zamrazeni a lyofilizace.

7.7 Charakterizace 3D vytisknutych hydrogeli

Vytisténé a zesitované hydrogely byly v posledni ¢asti diplomové prace charakterizovany
z pohledu jejich mechanické stability pomoci oscilaéniho méfeni na rotaénim reometru. Déle
byla sledovana morfologie lyofilizovanych vzorkli pomoci elektronové mikroskopie.
Nakonec byla zkoumana 1 stabilita hydrogelu za fyziologickych podminek, tedy v prostiedi
fostatového pufru pii 37 °C.

7.7.1 Oscilaéni méieni — tuhost zesitovanych hydrogela

Oscilacni méteni byla provedena na rotaénim reometru Anton Paar MCR 502 (Anton Paar,
Graz, Rakousko) s vyuzitim geometrie deska-deska o priméru 25 mm, pfi¢emz mezera mezi
geometriemi byla nastavena na 2 mm. Testy probihaly pfi konstantni amplitudé 1 % (linearni
oblast viskoelasticity) v rozmezi thlové rychlosti 1-10 rad/s a laboratorni teploté (22 °C).
Pro tento test byly vytiStény vzorky o rozmérech 30x30x2 mm, dle parametri popsanych
v podkapitole 7.5.5 nebo 7.5.6. V piipadé vzorkl fyz 5 CaPhP a fyz 5 Ca3.1 bylo

provedeno sitovani podle postupu uvedené¢ho v podkapitole 7.6 bez kroku lyofilizace.

7.7.2 Morfologie hydrogeli

Morfologie lyofilizovanych hydrogeli byla analyzovana skenovacim elektronovym
mikroskopem (SEM; Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Ptfi¢né sefiznuté vzorky
byly pfipevnény na uhlikovou péasku na kovovém ter¢iku a pokoveny v napraSovacce
po dobu 60 sekund pii proudu 18 mA, ¢imz vznikla tenka vrstva zlata na povrchu vzorku.
Takto pfipravené vzorky byly zkoumany v SEM pfi urychlovacim napéti 10 kV v rezimu
zobrazeni zpétné odrazenych elektronii (BSD). Analyza orienta¢ni porozity a primérné
velikosti port v lyofilizovaném hydrogelu, byla nasledné provedena v software ImagelJ pies
funkce Threshold a Analyse Particles. Vysledek byl zaznamenan jako primérnd hodnota

z celkem 5 méfeni pro kazdy vzorek.

7.7.3 Bobtnaci testy

Bobtnaci testy byly provedeny za tucfelem stanoveni mnozstvi absorbované kapaliny
analyzovanym hydrogelem. Toto méteni bylo provedeno gravimetricky, teplota a prostfedi

byly zvoleny s ohledem na podminky v biologickém prosttedi. Nejprve byly zvazeny
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lyofilizované hydrogely m, které byly vloZeny do specidlni cely (dérovany kosik). Zvazené
vzorky byly nésledné ponofeny do 0,1 M fosfatového pufru (pH 7,4) a v Casovych
intervalech 1, 2, 5, 15, 30, 45, 60, 120, 180, 240 a 1440 min byly vzorky vazeny m,,. Test
probihal pfti teploté 37 = 1 °C ve tiech opakovanich. Pro vyhodnoceni byl zvolen rovnovazny

pomér bobtnani ES, ktery byl vypocitan dle Rovnice 15.

ES:w.loo% (15)

My
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8 VYSLEDKY A DISKUSE

Tato kapitola prezentuje a analyzuje vysledky méfeni provedenych pii vyvoji
biopolymernich hydrogelii pro 3D tisk s potencidlnim vyuzitim ve tkanovém inzenyrstvi.
Zahrnuje charakterizaci modifikaci polymert, hodnoceni tisknutelnosti a nastaveni
parametru 3D tisku, véetné iontové komplexace. Dale porovnava mechanické a strukturalni
vlastnosti vytisknutych hydrogeli. Vysledky jsou porovnany s literaturou a diskutovany

s diirazem na jejich vyznam pro navrh funkénich scaffoldf a budouci vyvoj biomateriali.

8.1 Charakterizace modifikovanych biopolymerii

Jak uz bylo zminéno, nejprve byly provedeny chemické modifikace tfi biopolymert —
dextranu a hyaluronanu (1,18 MDa a 1,5 MDa) — za Gc¢elem jejich oxidace tzn. ziskani
aldehydovych skupin. U pfipravenych derivati byl hodnocen vytézek reakce oxidovaného
polymeru, ktery v piipadé¢ dextranu odpovidal 92 %, zatimco v piipad¢ hyaluronanu

(1,18 MDa, resp.1,5 MDa), prob¢hla oxida¢ni reakce s konverzi 83 %, resp. 86 %.

Porovnanim '"H NMR spekter modifikovanych a nativnich polysacharidf byla ovéfena
Cistota a uspésna oxidace (Ptiloha I). V vSech piipadech byly pozorovany charakteristické
piky v regionu 5,1-4,8 ppm, které odpovidaji signdlim protond hemiacetali (aldehydova
skupina R-CHO ve vodném prostfedi mize casteCné ¢i plné ptrechizet do hemiacetalu
R-CH(OH),) [6, 52, 71]. Vysledky z gelové permeacni chromatografie (Tabulka 6) ukazuji,
ze oxidace vSech polysacharidi vedla ke znacnému poklesu molekulové hmotnosti se
Sirokou distribuci, coz je v souladu s dostupnou literaturou [6, 11, 71]. Konkrétné u HA-OX
(1,18 MDa) doslo k poklesu na 7 993 Da, u HA-OX (1,5 MDa) na 9 662 Da a u DEX-OX
(100 kDa) na 12 387 Da.

Tabulka 6 Pocetni a hmotnostni sttedni molekulova hmotnost, index polydisperzity
oxidovanych polysacharidi

Pred oxidaci Po oxidaci
Vzorek
M,, [Da]* M, [Da] M,, [Da] PDI
HA-OX (1,18 MDa) 1 180 000 2 832 7993 2,82
HA-OX (1,5 MDa) 1 500 000 5100 9662 1,89
DEX-OX 100 000 5947 12 387 2,08

* Hodnota uvedend vyrobcem

Stupen oxidace oxidovaného hyaluronanu (1,18/1,5 MDa) byl vypocten dle Rovnice 7
jako 33/70 aldehydovych skupin na 100 disacharidovych jednotek a pro dextran jako
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48 aldehydovych skupin na 100 glukézovych jednotek. Vyssi stupeii oxidace znamend veétsi
pocet karbonylovych skupin, které mohou reagovat se skupinami aminovymi za vzniku
iminovych vazeb, coz podporuje vznik trojrozmérné sité a tedy tvorbu stabilniho gelu.
Naopak pii nizkém stupni oxidace je koncentrace reaktivnich skupin nedostatecna
k vytvoreni kontinualni polymerni sité, coz vede ke slabé nebo zadné gelaci [226]. Obdobné
vysledky jako v této praci uvadi napiiklad Musilova et al. (2022), kde byl syntetizovan
periodaty DEX-OX s pfiblizné 50 aldehydovymi skupinami na 100 jednotek polymerniho
retézce [6]. V praci Vitkové et al. (2022) byly pfipraveny polyaldehydy hyaluronanu
1 dextranu s riznymi stupni oxidace — pro HA-OX autofi uvadéji 35 a 62 aldehydovych

skupin a pro DEX-OX 49 aldehydovych skupin [11].

8.2 Vybér vhodné smési biopolymeri pro 3D tisk
Tato ¢ast diplomové prace se zabyva vybérem materidlu, ktery by byl vhodny pro zpracovani
metodou 3D tisku s ohledem na jeho potencidlni aplikace ve tkanovém inzenyrstvi.
8.2.1 Vybér vhodné polymerni smési pripravené chemickym sit’ovani pro 3D tisk

Casy odpovidajici zagatku gelace, stanovené na zakladé vizualniho pozorovani tzv. ,.tahani
vlédkna“, jsou uvedeny v Tabulce 7. Tyto hodnoty jsou povazovany pouze jako orientacni
pro posouzeni vhodnosti materialu pro 3D tisk.

Tabulka 7 Doba do poc¢atku gelace modifikovaného dextranu a hyaluronanu se Zelatinou
Schiffovou bazi

Chemické zastoupeni Pomérné zastoupeni Pocatek gelace
Oznaceni vzorki
biopolymeri biopolymeri [min]
chem_1 1:1 0:42
chem_2 GEL : DEX-O0X 1:2 -
chem_3 2:1 -
GEL : HA-OX
chem 4 1:1 3:02
(1,18 MDa)
GEL : HA-OX
chem_5 1:1 5:30
(1,5 MDa)
chem_6 2:1:1 1:40
GEL : DEX-OX :
chem_7 4:1:3 3:18
- HA-OX (1,18 MDa)
chem_ 8 4:3:1 1:26
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Nejrychleji situjicim systémem byla kombinace Zelatina a oxidovany dextran v poméru
1:1, ten také béhem nékolika dalSich minut vytvofil pevnou gelovitou strukturu. Musilova et
al. (2022) ve své praci popisuji, také systém DEX-OX a zelatiny sitované Schiffovou bazi,

dobu gelace uvadi do jedné minuty [6]. Tvorba sit¢ nebyla pozorovana u poméru 1:2 ani 2:1.

ZvySeni viskozity a tvorba vldken byly pozorovany i u kombinace Zelatiny
s oxidovanym hyaluronanem v obou testovanych molekulovych hmotnostech. Ani v jednom
piipad¢ vSak béhem 10 minut michani nedoslo k vytvofeni tuhého gelu. Tvorbu Schiffovy
baze mezi HA-OX a zelatinou (1:1, 10 hm.%) potvrdili Sajjadi et al. (2024) pomoci NMR
spektroskopie [5]. V praci Kuth et al. (2022) byl pouzit systém s 7,5 hm.% zelatinou
a HA-OX v poméru 1:1, pficemz autofi uvadéji, Ze vzorek byl nasledné inkubovan 5 minut
pii 4 °C pro indukci termalni gelace Zelatiny, zatimco dodatecné sitovani bylo zajiSténo
pomoci mikrobidlni transglutaminazy [227]. V kontextu tisknutelnosti byl obdobny systém
popsan naptiklad u hydrogelu zalozené¢ho na hyaluronanovém monoaldehydu, sitovaného
Schiffovou bazi s karbohydrazidovou formou Zelatiny [228]. Vysledky tohoto méfeni, spolu
s dostupnou literaturou, naznacuji, ze dany typ systému neni vhodny pro 3D tiskové

aplikace.

Vzhledem k tomu, ze dextran sice neni povazovan za bioaktivni latku, ale umoziuje
tvorbu pevné sit¢ ve spojeni se zelatinou, zatimco hyaluronan naopak dostatecné
nepodporuje gelaci, avSak vykazuje vyznamnou bioaktivitu, byly testovany riazné
kombinace téchto komponent [145, 229]. Pro dalSi experimenty byl zvolen oxidovany
hyaluronan (HA-OX) s molekulovou hmotnosti 1,18 MDa, a to z divodu rychlejsi iniciace
sitovaci reakce. VSechny pfipravené kombinace (chem 6, chem 7 a chem &) vykazovaly
dostatecné rychlou gelaci a zaroven vznik stabilni hydrogelové sité s potencidlem vyuziti
pro 3D tisk. Tokové vlastnosti téchto vzorkii byly testované také na rotatnim reometru.

Obrazek 29 popisuje zavislost komplexni viskozity na tthlové rychlosti.
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Obrazek 29 Zavislost komplexni viskozity na thlové rychlosti u chemicky sitovanych
hydrogelt podle pomérného zastoupeni polymera
GEL:DEX-OX:HA-OX; chem_6 (4:1:1), chem_7 (4:1:3), chem_8 (4:3:1)

Vysledky oscilaéniho reologického méteni prokazaly, Zze vSechny testované vzorky
vykazuji pseudoplastické chovani, které je nezbytné pro jejich zpracovatelnost metodou 3D
tisku [189]. Vzorek oznaceny jako chem 7, s nejvys$S§im zastoupenim oxidovaného
hyaluronanu, vykazuje oproti ostatnim pfiblizné fadové nizsi viskozitu (10' Pa‘s), coz
pravdépodobné souvisi s tvorbou volnéjsi a vice hydratované polymerni sit¢ [154]. DalSim
faktorem, ktery je tieba zminit, je jisté i nizsi stupenn oxidace HA-OX oproti DEX-OX.
Pii vysSich thlovych frekvencich, kolem 100 rad/s, dochazi v disledku slabé struktury

k naruseni integrity hydrogelu.

Vzorky chem 6 a chem_ &8 vykazuji srovnatelné reologické chovani v celém rozsahu
méfenych thlovych rychlosti (3-4:102 Pa's pti deformaci 1 rad/s a 3:10° Pa's pti deformaci
100 rad/s ), pticemZ u vzorku chem 8§ je pti vySSich frekvencich patrnd mirna nestabilita.
Naopak vzorek chem_6 prokazal stabilitu napfi¢ celym méfenym rozsahem. S ohledem na
tato zjisténi a vzhledem k vys$Simu obsahu hyaluronanu, ktery podporuje biokompatibilitu,
byl pro dalsi experimenty vybran vzorek chem 6 (GEL:DEX-OX:HA-OX; 4:1:1), jelikoz

kombinuje optimalni reologické chovani s potencidlem pro biologické aplikace.
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8.2.2 Vybér vhodné smési biopolymeri s nanocasticemi pro 3D tisk

V pocatku byl ovéfen vliv nanocastic na reologické a tisknutelné vlastnosti polymerni
matrice. Ktomu bylo vyuzito oscilacni méfeni na rotatnim reometru a 3D tisk
vicevrstevného konstruktu pro tiskovou naplin sa bez nanocastic. Vysledky jsou

prezentovany na Obrazku 30 pouze pro vzorky fyz 5 CaPhP, fyz 5 Ca3.1 afyz 5 bezNPs.
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Obrazek 30 Zavislost komplexni viskozity na tuhlové rychlosti pro vzorky s obsahem
nanocastic: fyz 5 CaPhP afyz 5 Ca3.1; a pro tiskovou napli bez nanocastic
fyz 5 bezNPs. Obrazek v pravém rohu ilustruje vliv pfitomnosti nanocastic na strukturu
pfi tisku vice vrstev materidlu A) s nanocasticemi CaPhP a B) bez nanocéstic, pficemz
oranzove¢ téleso odpovida pocitacovému modelu (10x10 mm) tisknuté geometrie.

Vliv nano¢éstic na vlastnosti biopolymerni smési pro 3D tisk je jednozna¢ny. Pfidavek
nanocastic zvysuje komplexni viskozitu smési az o jeden a pul fadu na hodnotu 10* Pa-s
ve srovnani se smeési bez nanocastic. Nezbytnym predpokladem pro materidl vhodny k 3D
tisku je pokles viskozity s rostouci deformact, ktery usnadiiuje zpracovani, pricemz hydrogel
v klidovém stavu musi zachovavat pevnou strukturu. Tyto vlastnosti byly u obou typl
nanocastic experimentalné potvrzeny. Mouser et al. (2016) také uvadi, ze vyssi prahové

napéti materialu vede k lepsim tiskovym vlastnostem hydrogelu [230].

Po ovéfeni vlivu nanocastic na reologické vlastnosti polymerni matrice byly
oscila¢nimu testu podrobeny vSechny zkoumané vzorky s obéma typy nanocéstic. Zavislost

komplexni viskozity na uhlové rychlosti je uvedena na Obrazku 31.
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Obrazek 31 Zavislost komplexni viskozity na uhlové rychlosti hydrogela s nanocasticemi
v podle polymerniho zastoupeni A) Ca3.1 a B) CaPhP

Z Obrazku 31A, ktery zachycuje zavislost viskozity na thlové rychlosti u hydrogela
s obsahem nanocastic Ca3.1, vyplyva nékolik informaci. Pfi niz§ich thlovych rychlostech je
rozdil mezi jednotlivymi vzorky zanedbatelny, piicemz viskozita dosahuje hodnot kolem
10* Pa-s. Rozdily mezi jednotlivymi kompozitnimi vzorky se zacinaji projevovat az pfi
tihlovych rychlostech nad 3-10" rad/s, viskozita viech vzorki se nachazi v intervalu 10' aZ
10° Pa-s. Vzorky oznadené jako fyz I Ca3.1, fyz 3 Ca3.1a fyz 5 Ca3.1 vykazuji idealng
linearni pseudoplastické chovani v celém zkoumaném rozsahu uhlovych rychlosti (1 az
100 rad/s). Na rozdil od nich vzorky fyz 2 Ca3.1 a fyz 4 _Ca3.1 prokazuji toto chovani
pouze do thlové rychlosti 3-10' rad/s; pti vysSich rychlostech 1ze pozorovat mirné odchylky,
které mohou signalizovat strukturalni zmény vyvolané namahanim materialu. Toto chovani
by mohlo pfi 3D tisku ovlivnit stabilitu hydrogelu, zejména schopnost udrzet tvar po extruzi

[129].

U hydrogelti s nanoc¢asticemi CaPhP Ize na Obrazku 31B pozorovat vétsi rozdily
viskozit mezi testovanymi vzorky nez v piedchozim ptipad¢, ovSem viskozita stalé odpovida
piiblizné 102 Pa-s pfi malé deformaci a 10! az 10° Pa-s pii deformaci 100 rad/s. Idealné
linearni pseudoplastické chovani v intervalu 1 az 100 rad/s vykazuje pouze vzorek
fyz 5 CaPhP, ktery mé zaroven nejvyssi viskozitu. Vyssi viskozita pfispiva k lepsi pfesnosti
a stabilité 3D tisknutych struktur tim, Ze omezuje tok a rozprostfeni materidlu po vytisténi
[231]. U zbyvajicich vzorki dochéazi pii thlovych rychlostech kolem 2-4-10' rad/s

k odchylce, coz opét miize poukazovat na naruseni integrity hydrogelové struktury.

Zajimavym aspektem je také zminénd variabilita viskozit v zavislosti na typu

nanocastic a pomérném zastoupeni biopolymerl v matrici. VysSi rozptyl viskozity
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u hydrogelti s CaPhP lze pravdépodobné piipsat jejich hydratované povaze, ktera podporuje
intenzivnéjsi interakce s hydrofilnimi skupinami biopolymert [232]. Naopak u hydrogela
s fostat-fenylfosfonatovymi nanocasticemi tento efekt neni pozorovany. Toto tvrzeni také
podporuji vysledky bobtnacich testli, kdy u hydrogelu s obsahem CaPhP byl v prvnich

minutach pozorovana vyssi absorpce pufru nez u hydrogelt s nanocasticemi Ca3.1.

Z vysledkii testu se tedy jako nejvhodnéj$i materidl pro 3D tisk jevi vzorky
fyz 5 CaPhP a fyz 5 CaPhP (4:1:1; alginat: Zelatina: hylaronan). Z tohoto divodu budou

dale diskutovany pouze tyto polymerni smési.

8.3 Tisknutelnost hydrogela

V této Casti jsou diskutovany vybrané parametry, které¢ ovliviiuji tisknutelnost hydrogeli —
nariistani za hubici, pfesnost tisku, tloustka filamentu, Castecna flze a Uplna separaci
filamentu. Dosazené vysledky jsou uvedeny v Tabulce 8. V nasledujicim textu je rovnéz

popsana tzv. samonostnost tisknutych struktur.

Tabulka 8 Tiskové charakteristiky hydrogel

Tloust’ka . B
Nartstani Piesnost Castecna Uplna
filamentu po
Vzorek za hubici tisku fuze separace
depozici
-] [%o] [mm] [mm]
[mml]
fyz_ 5 bez NPs 3,31+£0,12 - 2,04 £0,08 2,1 2,4
fvz 5 CaPhP 1,61 £0,03 33£2 1,53 +0,11 1,2 1,9
fz 5 Ca3.l 2,07 £0,05 31+£2 1,49 £ 0,06 1,3 1,9
chem 6 2,9+0,17 76 £4 1,21 +£0,19 0,9 1,1

V praci Kopecké et al. (2023) byly zkoumany tiskové charakteristiky systému
alginat/CaPhP a alginat/Ca3.1 [10]. Autoii uvadéji, ze pti pouziti trysky o primeéru 0,26 mm
bylo dosaZeno nartistani za hubici v hodnoté 2,3 pro systém s nanoc¢asticemi CaPhP, zatimco
u Ca3.1 byla tato hodnota nizsi, a to 1,4. Dale autofi vyslovuji hypotézu, Ze hydrogel plnény
pozorovan opacny trend, kdy u vzorku fyz 5 CaPhP byla uréena hodnota nartstani za hubici
1,61 £ 0,03 a pro vzorek fyz 5 Ca3.1 tato hodnota odpovidala 2,07 + 0,05. Stabik et al.
(2004) navic prokézali, ze pritomnost nanocastic v nizkych koncentracich obecné snizuje
nariistani za hubici, coZ je v souladu s vysledky prezentovanymi v této praci [233]. Hydrogel

pfipraveny chemickym sitovdnim naopak vykazoval nardstani za hubici 2,9 + 0,17, coz
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souhlasi s vysledky popsanymi v praci Musilové et al. (2022), kde byly zméfeny hodnoty
2,4 — 3,0 u hydrogeli na bazi DEX-OX a zelatiny (riizny ptvod) v poméru 1:1 [6].

Krom¢ nartstani za hubici byla pozornost zaméfena 1 na ptesnost tisku, kterd
odpovidala u vzorku fyz 5 CaPhP hodnoté¢ (33 + 2) % a u vzorku fyz 5 Ca3.1 hodnoté
(31 £ 2) %. Ziskané hodnoty jsou projevem rozlivu materidlu po depozici na sklenénou
podlozku, coz zna¢i omezené tixotropni chovani. Tixotropni materidly vykazuji sniZeni
viskozity pfi smykovém namdhani, coz usnadiiuje jejich vytlaceni, avSak pro dosazeni
vysokého rozlieni tisku je nutna rychld obnova vnitini struktury po ukonceni toku [129].
Vysoké rozlévani mlze byt také ovlivnéno povrchovym napétim mezi materidlem a
sklenénou podlozkou [234]. U vzorku oznaeného chem 6 ptesnost dosahovala (76 £ 4) %,
coz vypovida o jeho mensi tendenci k rozlévani, pravdépodobné diky pritomnym pevnym
kovalentnim vazbam. S timto chovanim souvisi také hodnoty zméfené tloustky filamentu.
Kopecka et al. (2023) uvadi tloustku filamentu 0,45 mm pro Ca3.1 a 0,39 mm pro CaPhP,
pfi¢emz vysS§i rozprostirdni u Ca3.1 pfisuzuje niz8i viskozit¢ hydrogelu [10]. V této
diplomové praci vSak byla u obou typl nanoc¢astic naméiena obdobna tloustka filamentu —
(1,53 £ 0,11) mm pro vzorek fyz 5 CaPhP a (1,49 + 0,66) mm pro vzorek fyz 5 Ca3.l.
To naznacuje, ze dominantni vliv na vyslednou tloustku ma polymerni slozeni matrice nez
samotné nanocastice. Tento faktor se pravdépodobné promitd i do zmétené Sitky filamentu,
ktera je az Ctyfndsobné vyssi nez ve zminéné studii. Pfi¢inou tohoto chovani miize byt také
teplotni citlivost Zelatiny, ale 1 snizend schopnost nanocastic efektivné stabilizovat sit’
ve viceslozkovém systému. Tloust'ku filamentu po depozici Soufivand et al. (2023) uvadé;i
jako 0,6 mm u hydrogelu slozené¢ho z 2 hm.% alginatu a 5 hm.% Zelatiny, pfiC¢emz tato
hodnota pfiblizné odpovidala priméru pouzité trysky [15]. Naopak kolektiv Chung et al.
(2013) pozorovali tloustku filamentu 0,32 mm pfi pouZiti systému s 2 hm.% alginatem a

10 hm.% Zelatinou, kde byl pramér jehly 0,2 mm [235].

Parametry ¢astecné fize a uplné separace filamentu po tisku jsou dilezité zejména pro
vhodné nastaveni tiskovych parametri. Pokud pfi tisku dochézi mezi vrstvami k tplné fuzi,
je disledkem nizsi rozliSeni vysledného scaffoldu, naopak upln¢€ separované filamenty
mohou sice vést k presnéjsSimu tisku s vys$si porozitou, ale zaroven k niz§i mechanické
pevnosti. Casteéné spojené filamenty mohou byt mechanicky pevnéjsi, ale méné porézni
[10, 129]. Naméiené hodnoty castecné flze, resp. Uplné separace, jsou pro systém
fyz 5 CaPhP 1,2 mm, resp. 1,9 mm a pro systém fyz 5 Ca3.l/ 1,3 mm, resp. 1,9 mm.

Na zakladé toho Ize konstatovat, Ze typ nanocastic na tyto parametry nema vyznamny vliv.
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Vysledky téchto parametrti predklada i Kopecka et al. (2023) na systému alginat/CaPhP jako

1,4 mm, resp. 1,8 mm a na systému alginat/Ca3.1 jako 1,4 mm, resp. 1,8 mm [10].

V neposledni fad¢ byla charakterizovana i schopnost materidlu nerozpadnout se pod
svou vlastni tihou, tzv. samonosnost. U systému fyz 5 CaPhP bylo mozné pted zhroucenim
struktury vytisknout az 18 vrstev, a u fyz 5 Ca3.1. 17 vrstev materidlu. Kopecka et al.
(2023) popisuje, Ze pro alginat/CaPhP a alginat/Ca3.1 bylo mozné tisknout struktury az
o 25 vrstvach [10]. Lze tedy ptredpokladat, ze ptitomnost dalSich biopolymerti — Zelatiny
a hyaluronanu, je zodpovédna za niz$i stabilitu a pevnost tisknutého hydrogelu, coz
koresponduje s tvrzenimi uvedenymi v piedchozich odstavcich. U vzorku, ktery je oznaceny
chem_6, byla vyti§téna struktura aZ o 23 vrstvach. To poukazuje na vys§i mechanickou
stabilitu, ktera je disledkem pfitomnosti pevné kovalentni sit¢ Schiffovych bazi [154].
Z hlediska potencidlnich aplikaci je tento parametr dilezity pro dosazeni velikosti a objemu

scaffoldu, které odpovidaji cilené nahrazené tkani [10].

8.4 Tuhost 3D tisknutych hydrogeli

Soufazovy modul (G') u hydrogeli predstavuje miru elastického chovani materialu, tedy
jeho schopnosti ukladat mechanickou energii a odoldvat deformaci, pficemz vyssi hodnoty
G' indikuji tuzsi a pevnéjsi strukturu sité. Naproti tomu G", ztratovy modul, reprezentuje
viskézni slozku a zachycuje energii disipovanou jako teplo v dasledku vnitiniho tfeni béhem
deformace, coz odrazi schopnost materidlu tlumit dynamické zatizeni [202]. Studium G'
a G" je tedy nezbytné pro charakterizaci mechanickych vlastnosti hydrogeli k zajisténi jejich

biokompatibility a funk¢nosti pti regeneraci tkani [2].

8.4.1 Tuhost 3D tisknutych fyzikalné sitovanych hydrogeli s nanocasticemi

Zavislost soufdzového a ztratového modulu fyzikalné sitovanych hydrogelii s nanocésticemi

na uhlové rychlosti je zobrazena na Obrazku 32.
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Obrazek 32 Zavislost soufazového (G', plné znaky) a ztratového (G", prazdné znaky)
modulu fyzikalné sitovanych hydrogelli s nanoc¢asticemi na uhlové rychlosti

U hydrogelt zesitovanych ionty Fe** byla zaznamenéana hodnota soufdzového modulu
G' piiblizn€ 10° Pa, pficemz v celém rozsahu méienych thlovych rychlosti (1-10 rad/s) byly
oba moduly (G'i G") prakticky linearni a nezavislé. Ztratovy modul G" dosahoval hodnoty
kolem 10*Pa. Toto chovani svéd¢i o stabilni a siln¢ zesitované polymerni siti, coz je
v souladu s literaturou - alginat ma vys§i afinitu k Fe*" neZ k jinym multivalentnim iontéim
[142, 236]. Tomu odpovidaji i vysledky hydrogelti zesitovanych ionty Zn*', které
vykazovaly pfiblizn€ o fad niz$i hodnoty soufdzového modulu 10* Pa a ztratového modulu
10° Pa. Frekvenéni sweep alginatového hydrogelu sitovaného témito ionty popisuji
1 Malektaj et al. (2023) [135]. Autofi 48 hodin sitovali alginat v 1 M ZnCl., pfi¢emz
nameétend hodnota G' €inila 102 kPa a v ptipadé¢ pouziti 0,1 M FeCls dosahoval G' hodnoty
107! kPa pfi frekvenci 1 Hz s amplitudou 0,5 %.

Mechanicka stabilita hydrogelu je ovlivnéna nejenom sit'ovacim iontem, hustotou sité
a pfitomnymi plnivy, ale také kvalitou tisku [10]. Z vysledkti neni mozné urcit, jestli rozdil
pozorovany mezi vzorky sitovanymi stejnym iontem je disledkem samotnych nanocéstic

nebo vytisknutym tvarem hydrogelu.
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8.4.2 Tuhost 3D tisknutého hydrogelu pripraveného chemickym sit'ovanim

Zavislost soufazového a ztratového modulu chemicky sitovanych hydrogelt zelatiny,

oxidovaného hyaluronanu a dextranu na tthlové rychlosti je zobrazena na Obrazku 33.
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Obrazek 33 Zavislost soufazového (G', plné znaky) a ztratového (G", prazdné znaky)

modulu chemicky sitovaného hydrogelu na thlové rychlosti

Z grafu je patrné dominantni elastické chovani, coz odpovida pevné gelové struktuie.

Soufizovy modul o hodnot& 2:10% Pa je v celém méfeném rozsahu stabilni, tzn. neni zavisly

na aplikované deformaci. Ztratovy modul nabyvéa hodnot piiblizn€ o ad nizsich (~10 Pa)

a lze pozorovat mirny pokles s rostouci tthlovou rychlosti, coz vypovida o situaci, kdy

relaxaéni mechanismy (segmentalni pohyb polymernich fetézcl nebo restrukturalizace

vnitini sit€) nestihaji reagovat na rychlou oscilaci, a tim padem dochazi k mensi disipaci

energie. Musilova et al. (2022) zkoumali viskozitni chovani na DEX-OX kovalentné

vazanym s riznymi typy zelatiny v poméru 1:1 [6]. Autofi popisuji frekvenéné nezavisly

G* hydrogelt pti uhlovych rychlostech 107" az 10' rad/s pti 10 % deformaci v intervalu

10'-10? Pa v zavislosti na pouzité Zelating. Vyzkumny tym Holt et al. (2009) zkoumali

vzorek lidské kiize oscilaénim méfenim pomoci rotaéniho reometru a pii thlové rychlosti

1 rad/s (konstantni napéti 0,5 %) uvadi soufazovy modul 3-10? Pa, coZ je blizké hodnotam

popisovaného hydrogelu [237].
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8.5 Morfologie 3D tisknutych hydrogeli

Morfologie hydrogelu je zasadnim parametrem, ktery urcuje jeho fyzikaln&-chemické,
mechanické a biologické vlastnosti. Charakteristiky, jako je velikost a uspotadani porti nebo
uroven zesit'ovani, ovliviiuji nejen mechanickou odolnost a pruznost hydrogelu, ale také jeho
schopnost podporovat bunécné interakce, biokompatibilitu a transport molekul [203, 204].
V nésledujicich podkapitolach budou prezentovany a diskutovany vysledky morfologie

lyofilizovanych hydrogell ziskanych SEM analyzou.

8.5.1 Morfologie 3D tisknutych fyzikalné sitovanych hydrogeli s nanocasticemi

Morfologie lyofilizovanych 3D tisknutych hydrogeli s nanoc¢asticemi zesitovanych

zineCnatymi a zelezitymi ionty jsou vyobrazené na Obrazku 34.

Obrazek 34 SEM snimky lyofilizovanych fyzikalné sitovanych hydrogelt
s nano¢asticemi; A) fyz 5 CaPhP sitovany Zn*" ionty, B) fyz 5 CaPhP sitovany Fe*"
ionty, C) fyz 5 Ca3.1 sitovany Zn*" ionty, D) fyz 5 Ca3.1 sitovany Fe*" ionty
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Snimky na podélnych fezech lyofilizovanych hydrogelti naznacuji, Ze jejich vnitini
struktura je tvofena listovit¢ usporddanymi vrstvami. Bylo rovnéz pozorovano,
ze mikrostruktura porii se vyznamné lisi v zévislosti na typu iontu pouzitych pro fyzikalni
zesitovani. Hydrogelové struktury zesitované ionty Fe** vykazovaly vyssi hustotu sité
ve srovnani se vzorky zesitovanymi ionty Zn**. Primérnad plocha pért byla u vzorka
zesitovanych ionty Zn?" uréena obrazovou analyzou na pfiblizné 500 pm?, zatimco u vzorkl
zesitovanych Fe** ¢inila kolem 150 pm?, pficemz v obou piipadech byla pozorovéna Siroka
distribuce velikosti pori, coz je v souladu s dostupnou literaturou [11, 142]. Stanovena
porozita byla ptiblizn€ urcena jako (60 + 4) % pro Zn** a (40 £ 3) % pro Fe*" hydrogely.
Obdobné chovani bylo popsano také autory Zhang et al. (2024) pfi studiu ¢istého alginatu
sodného, kde bylo pozorovano, ze ionty s vyssi afinitou k alginatovym fetézcim, jako je
Fe**, vedou k tvorbé kompaktnéjSich zesitovanych struktur, které se vyznacuji mensi
velikosti port [238]. Ze snimkl se také zda, ze typ pouzitych nanocCastic na samotnou
morfologii nemé vyznamny vliv. Ve studii Ma et al. (2020) byl analyzovan vliv morfologie
poru hydrogelu na bazi alginatu, zelatiny a hyaluronanu, zesitovaného CaCl., na adhezi,
proliferaci a diferenciaci gliovych bunck [199]. Autofi uvadéji, Ze inkoust tvofeny pouze
alginditem a hyaluronanem s listovit¢ uspofadanou mikrostrukturou, morfologicky
pfipominajici strukturu hydrogell zesitovanych ionty Zn** v této praci, podporoval adhezi
bunck, které vykazovaly relativné nizkou kruhovitost a nepravidelné tvary. Naopak
hydrogely s vy$§im obsahem zelatiny (7,5 hm.%), vizualné¢ podobné morfologii hydrogelt
zesitovanych ionty Fe*', vykazovaly vyraznéji protahlou morfologii bun¢k a tendenci

k agregaci do shlukti, coz podle autorii svédci o lepsi proliferaci a zvySené mobilit¢ bunck.

8.5.2 Morfologie 3D tiského chemicky sitovaného hydrogelu

Vnitini morfologie lyofilizovaného hydrogelu Zelatiny/HA-OX/DEX-OX vazaného skrz

Schiffovy baze je zobrazend na Obrazku 35.
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Obrazek 35 SEM snimek chemicky sitovaného hydrogelu

Mikrostruktura hydrogelu je charakterizovana pfitomnosti poérd s pifevazné
polygonalnim az ovalnym tvarem, které jsou oddéleny tenkymi sténami. Tyto stény misty
vykazuji nepravidelnosti, trhliny a mirnou drsnost povrchu, pravdépodobné v disledku
lyofiliza¢niho procesu. Velikost porti dosahuje hodnot od desitek az stovek mikrometrt,
piicemz priimérna plocha pora dosahuje priblizné 14 000 um?. Celkova porozita hydrogelu
¢ini (65 = 4) %. Musilova et al. (2022) zkoumali porozitu systémi zelatina/DEX-OX a
popisuji hydrogely s propojenymi pory jejichZ rozméry se pohybuji piiblizné v rozmezi 50—
100 pum [6]. Také uvadi relativni porozitu v intervalu 30-80 % s primérnou plochou pora 9
000—40 000 um? v zavislosti na ptivodu zelatiny a poméru polymert. Guan et al. (2022)

rovnéz reportuji u systému Zelatina/DEX-OX vnitini rozmér pora kolem 160 um [239].

8.6 Bobtnaci testy

Bobtnaci testy hydrogelii se provadéji za tcelem hodnoceni schopnosti materialu absorbovat
kapalinu a zvétsit svlj objem, coz je dulezita vlastnost ovliviiyjici jejich mechanické
chovani, transportni vlastnosti i biologickou interakci [240]. V této kapitole budou uvedeny

a diskutovany vysledky bobtnacich testd hydrogeli ptipravenych v ramci diplomové prace.

8.6.1 Bobtnaci schopnost fyzikalné sitovanych hydrogelu s nanocasticemi

Na Obrazku 36 jsou prezentovany vysledky méfeni bobtnacich schopnosti fyzikalné
sitovanych hydrogell zine¢natymi a Zelezitymi ionty s nano¢éasticemi v zavislosti na casu

v prostiedi fosfatového pufru.
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Obriazek 36 Zavislost rovnovazného stupné bobtnani (ES) fyzikalng sitovanych (Zn*",

Fe*") hydrogell s nano¢asticemi (fyz 5 CaPhP, fyz 5 Ca3.1) na Case
Z vysledki vyplyva, ze vSechny vzorky absorbovaly témé maximalni mnozstvi kapaliny
béhem prvnich nékolika minut, coz je typické chovani pro alginitové hydrogely [240].
Nejvyssi bobtnaci schopnost byla zaznamendna u vzorku fyz 5 CaPhP sitovaného
fyz 5 Ca3.1, rovnéz sitovany Zn*' ionty. Tento rozdil mize byt zplsoben variacemi
ve struktufe, jak naznacuji i vysledky SEM analyzy, kterd odhalila vyssi heterogenitu.
Naopak, Fe** sitované hydrogely vykazovaly obdobné chovani bez ohledu na typ pouzitych
nanocastic. Malektaj et al. (2023) ve své praci zkoumali vliv riiznych kationtl na sitovani
alginatu a uvadi, Ze rovnovazny stupen bobtnani je vyssi pii sitovani zineCnatymi ionty nez
zelezitymi ionty [135].

Také bylo pozorovano, Zze hydrogely sitované Fe*" z pohledu dlouhodobé stability
vydrzely az 24 hodin, zatimco pro vzorky sitované Zn?* ionty to byly pouze 2 hodiny, po
kterych byl patrny poc¢inajici rozpad struktury, coz se projevilo poklesem ES. Po 24 hodinach
se Zn*" hydrogely kompletné rozpustily. Takové chovani je mozné nalézt i v literatute, ktera
Fe*" hydrogely popisuje jako stabilni diky své pevné siti, na rozdil od hydrogelt sitovanymi

zine¢natymi ionty, které tvoii fids$i a méné pevnou sit’ [143, 240].

Dalsi trend v pocatku méteni byl zaznamenén u hydrogelti s nanocasticemi CaPhP

(dihydrat vapenatych fenylfosfonatl), které dosahovaly mirné vysSich hodnot stupné
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bobtndni ( 97 %) ve srovnani s hydrogely obsahujicimi nanoc¢éstice Ca3.l1 (vapenaté
fosfat-fenylfosfondty), tedy piiblizne 96 %. Tento rozdil lze pficist hydratované povaze
CaPhP nanocastic, kterd pravdépodobné zvySuje afinitu k vod¢ a usnadiiuje jeji difuzi

do gelové site [232].

8.6.2 Bobtnaci schopnost chemicky sitovaného hydrogelu

Na Obrazku 37 jsou prezentovany vysledky métfeni bobtnacich schopnosti chemicky
sitovaného hydrogelu slozeného z zelatiny, oxidovaného dextranu a oxidovaného

hyaluronanu, sitovani bylo provedeno prosttednictvim Schiffovy baze.
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Obrazek 37 Zavislost rovnovazného stupné bobtnani (ES) chemicky sitovaného
hydrogelu (chem_6) na Case

Graf zachycuje rychlé pocatecni bobtnani béhem prvnich 15 minut, kdy hydrogel
absorbuje zna¢né mnozstvi pufru. Rovnovazny stav je dosazen piiblizné po 3 hodinach, kde
nabyl hodnoty (93 £ 1) %. Nicméné po 24 hodinach dochdzi k rozpadu struktury hydrogelu,
coz naznacuje omezenou dlouhodobou stabilitu materialu ve vodném prostiedi. Ve srovnani
s fyzikaln¢ sitovanymi hydrogely, vykazuje tento chemicky sitovany hydrogel nizsi
bobtnaci kapacitu a pomalejsi difuzi pufru do své struktury. Tento rozdil I1ze pficist pevnym
kovalentnim vazbam vytvofenym Schiffovou bazi, které zvySuji tuhost sit¢ a omezuji jeji
roztaznost, ¢cimz klesd bobtnaci schopnost [241]. Soucasné vSak niz§i hustota sité a vétsi

pory (az stovky mikrometrit) ve struktufe, jak potvrzuji snimky z elektronového mikroskopu,
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mohou vysvétlit pozorovany rozpad hydrogelu po 24 hodinach. Toto tvrzeni lze podpofit
1 niz§im stupném oxidace hyaluronanu, ktery byl 33 aldehydovych skupin na disacharidovou
jednotku. Ve studii Musilové et al. (2022), byly zkoumény hydrogely na bazi Zelatiny
a oxidovaného dextranu, rovnéz sitované prostfednictvim Schiffovy baze. Tyto hydrogely
vykazovaly vys$si bobtnaci kapacitu (az 96 % ES) a zlstavaly stabilni i po 24 hodinach

expozice fosfatového pufru [6].
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ZAVER

Cilem ptedloZzené diplomové prace bylo pfipravit a charakterizovat hydrogely na bazi
alginatu, dextranu, hyaluronanu a zelatiny pro 3D tisk saplikacnim potencidlem
ve tkanovém inzenyrstvi. Tyto materidly byly sitovany nckolika mechanismy, a to bud’
fyzikalné pomoci multivalentnich iontd, a/nebo chemicky prostiednictvim Schiffovy baze.
Do vybranych systémi byly navic zalenény organofosfonitové nanocastice za tcelem

zlepSeni jejich tiskovych vlastnosti.

V ramci praktické ¢asti se podafilo uspésné oxidovat hyaluronan (1,18 MDa a 1,5 MDa)
a dextran (100 kDa) reakci s jodistanem sodnym. Uspé&$nost provedené oxidace byla
potvrzena pomoci "H NMR spektroskopie, zmény v molekulové hmotnosti byly stanoveny
metodou gelové permeacni chromatografie. U oxidovaného hyaluronanu (HA-OX) doslo
k vyraznému poklesu molekulové hmotnosti z 1,18 MDa na 7 993 Da a z 1,5 MDa na
9 662 Da. U dextranu (100 kDa) byla stanovena vysledn4 molekulova hmotnost 12 387 Da.
Na zaklad¢ titraéniho stanoveni byl rovnéz stanoven stupeii oxidace. U HA-OX
(1,18 MDa/1,5 MDa) ¢inil 33/70 aldehydovych skupin na 100 disacharidovych jednotek,
zatimco u DEX-OX bylo detekovano 48 aldehydovych skupin na 100 gluk6zovych jednotek.

Sitovaci reakci metodou Schiffovy baze byly pfipraveny systémy obsahujici zelatinu,
DEX-OX a HA-OX v riznych pomérech (4:1:1, 4:1:3, 4:3:1). Jejich reologické vlastnosti
byly hodnoceny pomoci frekvencniho sweepu v rozmezi 1-100 rad/s. VSechny vzorky
vykazovaly pseudoplastické chovani, coz je nezbytné pro jejich zpracovani pomoci 3D tisku.
Pro podrobnéjsi charakterizaci byl vybran vzorek oznaceny jako chem 6 (pomer 4:1:1),
ktery vykazoval jako jediny idedln¢ linedrni pseudoplastické chovani v celém méifeném
rozmezi rychlosti smykové deformace a zaroven u néj byla pozorovana nejvyssi komplexni

viskozita 4-10% Pa-s pfi 1 % deformaci.

Vzorek chem 6 byl nasledné testovan z hlediska tisknutelnosti. Na zéklad¢ narGstani
za hubici, testu fuze filamentu a samonosnosti bylo moZzné optimalizovat podminky pro
3D tisk vicevrstvych scaffoldd. Presnost tisku byla pro tento systém za danych podminek
urcéena na (76 £4) %. Mechanické vlastnosti vytisténého vicevrstevného scaffoldu byly déle
charakterizovany pomoci frekvencéniho sweepu v rozmezi 1-10 rad/s, pfi¢emz soufazovy
modul (G') dosahoval hodnoty ptiblizn¢ 10* Pa a ztratovy modul (G") se pohyboval kolem
10 Pa, coz indikuje stabilni hydrogelovou strukturu v daném rozmezi. Morfologicka analyza

pomoci SEM odhalila poérovitou strukturu s pory polygondlniho aZz ovalného tvaru
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o velikostech v rozsahu desitek az stovek mikrometri. Celkova porozita byla kvantifikovana
na (65 £4) %. Bobtnaci chovani bylo sledovéano pti inkubaci v PBS pti 37 °C. Rovnovéazného
stupné bobtnani bylo dosaZeno po 3 hodinach s hodnotou (93 + 1) %. AvSak po 24 hodinach
doslo k rozkladu struktury, coz poukazuje na jeho omezenou dlouhodobou stabilitu

v podminkéch napodobujici biologického prostiedi.

V dalsi casti diplomové prace byly pfipraveny hydrogely na bazi alginatu, Zelatiny
a hyaluronanu, do jejichz polymerni matrice byly inkorporovany destickovité vrstevnaté
nanocastice dihydratu fenylfosfonatu vapenatého (CaPhP) nebo fosfatu-fenylfosfonatu
vapenatého (Ca3.1). Tyto nanocastice slouzily jako reologické plnivo, diky jejich schopnosti
tvofit tzv. strukturu domecCku z karet. Jejich pfitomnost v polymerni matrici vedla k
vyraznému naristu komplexni viskozity z vychozi hodnoty 4 Pa‘s az na ptiblizn¢ 10* Pa-s
pii thlové frekvenci 1 rad/s a zaroven zajistily pseudoplastické chovani (1-100 rad/s), které
u kontrolniho vzorku bez nanocastic pozorovano nebylo. Za ucelem optimalizace slozeni
tiskového materialu byly testovany rizné poméry biopolymert (alginat:zelatina:hyaluronan)
— konkrétng 2:1:1, 3:1:1, 4:2:1, 4:1:2 a 4:1:1 — a to s obéma typy nanocastic. Na zakladé
reologickych méteni byly jako nejvhodné;jsi pro 3D tisk vyhodnoceny formulace s pomérem
4:1:1, oznacené jako fyz 5 CaPhP a fyz 5 Ca3.1, které vykazovaly stabilitu v celém
intervalu métenych thlovych rychlosti (1-100 rad/s) a zaroven také nejvyssi komplexni

viskozitu ze vSech testovanych pomért (2:10% Pa-s pii 1 rad/s).

Stejné jako v pfedchozim piipadé byla u vzorkl fyz 5 CaPhP a fyz 5 Ca3.l
hodnocena tisknutelnost na zaklad¢ nartstani za hubici, testu fuze filamentu a samonosnosti,
coz umoznilo optimalizovat parametry tisku vicevrstvych hydrogelti. Za danych podminek
byla stanovena ptesnost tisku pro fyz 5 CaPhP (33 = 2) % a (31 £ 2) % u vzorku
sklenéném substratu, coz signalizuje omezené tixotropni chovani hydrogelu. Vytisknuté
vicevrstvé scaffoldy byly nasledné iontové zesitovany v roztocich ZnCl: a FeCls.
V disledku pomalé difuze iontli do objemu gelu bylo pozorovano objemové smrsténi
a CasteCna ztrata tvarové piesnosti, pricemz tento efekt byl vyraznéjsi pti sitovani pomoci
Zn*" nez u Fe*', a to nezdvisle na typu pfitomnych nanocastic. Mechanické vlastnosti
zesitovanych scaffoldii byly charakterizovany frekvenénim sweepem v rozmezi 1-10 rad/s.
Bylo zjisténo, Ze soufazovy modul (G') u scaffoldt sitovanych FeCls dosahoval hodnot
3-10° Pa (fyz 5 Ca3.1) a 1'10° Pa (fyz_ 5_CaPhP), zatimco u ZnCl. byl G' pfiblizné o tad

nizs$i pro oba vzorky. Morfologicka analyza pomoci SEM ukazala, Ze sitovani Zn?*" vedlo ke
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vzniku porézni struktury s primérnou porozitou (60 £ 4) % a stfedni plochou p6rt ptiblizné
500 um?. Oproti tomu pouziti Fe** vedlo k tvorbé kompaktnéjSich struktur s porozitou
(40 + 3) % a stfedni plochou port ptiblizné 150 um?. Nejvyssi rovnovazny stupen bobtnani
(ES) doséhl vzorek fyz 5 CaPhP sitovany ionty zinku, s hodnotou (97,3 + 0,2) %. Zatimco
vzorky sitované Zn?** se zacaly rozpoustét jiz po 2 hodinach a po 24 hodinach doslo k jejich
uplné degradaci, hydrogely sitované pomoci Fe** zlstaly po celou dobu experimentu
strukturdIng stabilni s maximem ES (96,8 + 0,2) % pro fyz 5 Ca3.1 a (96,7 + 0,12) % pro
fvz 5 CaPhP.

V neposledni fad¢ byl pfipraven i hybridni hydrogelovy systém zaloZeny na chemicky
sitovaném HA-OX/DEX-OX/zelatina rozsifeny o alginat sodny a nanoc¢astice CaPhP nebo
Ca3.1. Byly testovany razné strategie jeho ptipravy (jedno- a dvoukrokova, v¢etné pouziti
nanocastic v praskové formé€), nicméné€ 74dné z nich nevedla k pfipravé materialu vhodného

pro mikroextruzni tisk s naslednou tvorbou druhé fyzikalni sité.

Na zéklad¢é vySe popsanych informaci lze konstatovat, ze z testovanych materiald
se pro zpracovani pomoci 3D tisku jevi jako nejvhodnéjsi vzorek chem 6, ktery se
vyznacoval nejvyssi tiskovou presnosti, dobrou porozitou a viskoelastickymi vlastnostmi
podobné mékkym tkanim. Do budoucna je vSak pro urceni bliz§iho aplika¢niho potencialu

nutné navazat predevsim bunécnymi testy.
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Mezinarodni unie ¢isté a aplikované chemie

rentgenova difrakce
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Obrazek 38 1H NMR spektra A) dextranu (DEX) a oxidovaného dextranu (DEX-0X); B)
hyaluronanu (HA) a oxidovaného hyaluronanu (HA-OX)



