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ABSTRAKT

V ramci experimentalni ¢asti bakalarské prace byl syntetizovan thiolovany hyaluronan, jako
potenciondlni materidl pro pfipravua hydrogeli pro biomedicinské aplikace. V
experimentalni ¢asti byla ptipravena fada vzorkul thiolovaného hyaluronanu (HA-SH) lisici
se koncentraci a molekulovou hmotnosti polymeru. Dil¢im tkolem bylo zhodnotit vliv
uvedenych parametri HA-SH, nasledné ptipravit hydrogely a provést jejich charakterizaci.
Uspé&sné navazani thiolové skupiny na fetézce hyaluronanu (HA(Na) bylo potvrzeno pomoci
FTIR a NMR spektroskopie. Reologické vlastnosti pripravenych hydrogeld na bazi
thiolovaného hyaluronanu byly charakterizovany rotacnim reometrem a pomoci SEM byla
stanovena porozita vysledného materidlu. Na zdkladé NMR spektroskopie bylo potvrzeno,
ze stupeni substituce (DS) ovliviiuje reologické vlastnosti materidlu. Zaroven bylo potvrzeno,
ze doba gelace nezadvisi na koncentraci polymeru, ale s rostouci molekulovou hmotnosti
roste. Krom¢ gelace byla porovnavéana tuhost vysledného hydrogelu. Nejvyssi tuhost gelt
(,,storage* modul) byla potvrzena u vzorkil s vySsi koncentraci i molekulové hmotnosti
polymeru. Nejvyssi dosazena tuhost byla 1710 Pa. Nejnizsi koncentrace, pii které dochézi
ke vzniku zesitované struktury je 2 % (w/w). Viskozita hydrogelu pii smykové rychlosti 100
rad/s byla v rozmezi 0,1 — 10 Pa. VétSina pora vysledného materialu odpovidala velikosti <
50 um. Na zaklad¢ dosazenych vysledki 1ze konstatovat, ze hydrogely na bazi thiolovaného
hyaluronanu predstavuji potencialné slibny material pro metodu 3D tisku v oblasti

tkanového inzenyrstvi nebo jako platforma pro aplikaci 1€kt do lidského téla.

Klicova slova: thiolace, hyaluronan, hydrogel, FTIR, SEM, reologické chovani, porozita



ABSTRACT

In the experimental part of the bachelor thesis, thiolated hyaluronan was synthesized as a
potential material for the preparation of hydrogels for biomedical applications. In the
experimental part, a number of samples of thiolated hyaluronan (HA-SH) with different
polymer concentration and molecular weight were prepared. A partial task was to evaluate
the influence of the mentioned HA-SH parameters, and subsequently prepare hydrogels and
perform their characterization. The successful attachment of the thiol group to the
hyaluronan (HA (Na) chains was confirmed by FTIR and NMR spectroscopy. At the same
time, it was confirmed that the gelation time does not depend on the polymer concentration
but increases with increasing molecular weight. In addition, the hydrogel stiffness was
evaluated. The highest achieved stiffness was 1710 Pa. The lowest concentration at which
the crosslinked structure is formed is 2 % (w/w). The viscosity of the hydrogel at a shear rate
of 100 rad/s was in the range of 0,1 - 10 Pa. Most of the pores of the resulting material
corresponded to a size < 50 um. Based on the results obtained, it can be stated that hydrogels
based on thiolated hyaluronan represent a potentially promising material for the 3D printing
method in the field of tissue engineering or as a platform for the application of drugs to the

human body.

Keywords: thiolation, hyaluronan, hydrogel, FTIR, SEM, rheological behavior, porosity
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UvVOD

V soucasné dobé se do poptedi zdjmu védeckych studii dostali materialy, které 1ze vyuzit
k ptiprave struktur, jejichz ukolem je nahradit ¢ast lidského téla nebo jeho funkci [1].
Zaroven musi tyto materidly (pro mozné aplikace do lidského téla) spliiovat prisné
podminky, mezi které patii pfedev§im biokompatibilita a biodegradabilita. Biokompatibilitu
lze definovat jako schopnost daného materidlu byt kompatibilni s Zivym organismem,
naopak biodegradabilita vyjadiuje schopnost materialu rozpadat se na jednodussi strukturni
jednotky, které nejsou pro organismus toxicke [2]. Obecné se takové materialy oznacuji jako
biomaterialy a jak je patrné z textu, na jejich vyrobu se kladou velmi piisné naroky. Mezi
materidly, které spliluji tyto vysoké naroky patii, napf. krom¢ kovi a keramiky, také
biopolymery. Jak uz nazev napovida, jedna se o polymery, které mohou byt z ptirodnich
1 fosilnich zdrojii a mohou nebo nemusi byt biodegradabilni [3]. Z pohledu této prace jsou
nejzajimavejsi ty, jez se ziskavaji z prirodnich zdroj a zaroven jsou biodegradabilni. Mezi
takové lze zaradit napt. sodnou stul kyseliny hyaluronové (HA(Na). Hyaluronan nebo-li
sodna stl kyseliny hyaluronové je ptirodni biopolymer, ktery se v soucasné dobé tadi
k velmi popularnim materidlim a ktery je diky svym unikatnim vlastnostem (napf.
biokompatibilita, minimalni imunogenicita, biodegradabilita) hojn¢ vyuzivan napt. v
kosmetice ¢i tkanovém inzZenyrstvi. Vzhledem k tomu, Ze hyaluronan je pfirozenou soucasti
lidského téla (napi. pokozka, synovialni tekutina), jevi se jako vhodny material pro aplikace
v biomedicin€. Velkou nevyhodou hyaluronanu, miize byt z pohledu jejiho pouziti napf.
v tkanovém inzenyrstvi, dobra rozpustnost ve vod¢, slabé mechanické vlastnosti atd. Proto
se ke zlepSeni jeho vlastnosti nejcastéji pristupuje k modifikaci hydroxylové a karboxylové
skupiny disacharidové jednotky HA(Na). V bakalaiské praci byla feSena modifikace
hyaluronanu pomoci thiolovych skupin. Hlavni vyhody thiolace totiz spocivaji predevsim
v jednoduché syntéze, kterd nevyzaduje pouziti chemickych aditiv a toxickych sitovacich
¢inidel, ale i ve vyslednych vlastnosti thiolovaného hyaluronanu (vyssi mukoadheze,
stabilita proti degradaci za fyziologickych podminek, viskoelasticita oproti cistému

HA(Na)).

Z pohledu biomedicinskych aplikaci je thiolovany HA(Na) nej¢astéji vyuZivan pro piipravu
hydrogelii. Obecné 1ze hydrogely ptipravit fyzikalnim (napf. sitovani vodikovymi vazbami,
iontové sitovani) nebo chemickym (pf. radiaci, pomoci enzymil) sitovanim. Sitovani lze
definovat jako spojovani polymernich fetézcii piicnymi kovalentnimi vazbami za vzniku 3D

struktury (polymerni sité). V pfipad€, Ze volnd mista zesitované polymerni struktufe
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vyplituje voda, lze tuto struktur oznacit za hydrogel. Hydrogely na bazi thiolovaného
hyaluronanu Ize pfipravit nukleofilni (Michaelova adice) nebo radikalovou reakci
(oxidace). Thiolové polymery, sitované v ptitomnosti vzdusného kysliku ¢i oxida¢nich
¢inidel (H20»), situji za vzniku disulfidové vazby. Mechanismus jejich sitovani pfipomina
sitovani proteinti, které predstavuji jednu ze zékladnich slozek lidského téla. A pravé to
muze byt jeden z divodu, pro¢ je thiolace polymerii v soucasné dobé tak populdrni.
Hydrogely na bazi thiolovaného hyaluronanu se pouzivaji napt. v oftalmologii, ortopedii a
chirurgii (hojeni poSkozenych kloubnich chrupavek), estetické mediciné¢ (vyhlazovani

vrasek) nebo v onkologii (fizené uvoliiovani 1é¢iva pii 1écbé lokalniho tumoru).

Uspé&snou modifikaci hyaluronanu thioly lze potvrdit pomoci infradervené spektroskopie
(FTIR) nebo nuklearni magnetickou rezonanci (NMR), kterd poskytuje presnéjsi vysledky.
Pro aplikaci pfipravenych thiolovanych hydrogeld je dilezité znat nékteré reologické
parametry. Nejcastéji se jedna o dobu gelace, kterou 1ze definovat jako casovy okamzik, ve
kterém se z viskozni kapaliny stdva elasticky tuhd latka. Po lyofilizaci thiolovaného
hydrogelu ziskdme porézni strukturu, kterou lze charakterizovat na skenovacim
elektronovém mikroskopu (SEM). Tato metoda poskytuje informace o povrchu
analyzovaného vzorku, pocet a velikost port atd. Na zaklad¢ ziskanych parametrti je mozné

posoudit, zda-li z thiolovaného hyaluronanu lze pfipravit hydrogel metodou 3D tisku.

Cilem bakalatské prace bylo ptipravit derivat kyseliny hyaluronové (HA) pomoci thiolt
(HA-SH), ktery by byl vhodny k ptipravé hydrogeli pro biomedicinské aplikace. V ramci
experimentalni ¢asti byla pfipravena fada vzorki modifikovaného hyaluronanu (HA(Na))
lisici se koncentraci polymeru, molekulovou hmotnosti a molarnim pomérem latek. Dil¢im
ukolem bylo zhodnotit vliv vySe uvedenych parametrti syntézy HA-SH na pfipravu

hydrogeld, nasledné hydrogely ptipravit a provést jejich charakterizaci.
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SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Hyaluronan (HA(Na)) je linearni polysacharid patfici do skupiny glukosaminoglykant,
jehoz struktura se sklada z opakujici se disacharidové jednotky — kyseliny D-glukoronové a
N-acetyl-D-glukosaminu navzajem spojenych stiidajici se B-(1,3) a B-(1,4) glykosidickou
vazbou [4]. Diky své vysoké biokompatibilit¢ a nizké imunogenicité je HA(Na) bézné
vyuzivan napt. jako material k 1€cbé poranéni a osteoartrdézy (onemocnéni kloubt), v ocnim
1ékatstvi, v tkanovém inzenyrstvi €1 jako materidl pro transport 1é€iv. I pfes vSechny unikatni
vlastnosti, kterymi ¢isty HA(Na) disponuje, je jeho vyuziti pro rtizné aplikace znacné
omezeno napf. jeho vybornou rozpustnosti ve vode [5], rychlou degradaci ve fyziologickém
prostiedi nebo slabymi mechanickymi vlastnostmi [6]. Aby bylo dosazeno poZadovanych
vlastnosti je treba HA(Na) modifikovat, tzn. upravit, at’ uz chemicky ¢i fyzikaln¢, jeho
strukturu. Jednou z moZnosti, jak chemicky modifikovat HA(Na), aniZ by doslo k naruSeni
jeho biokompatibility a nulové cytotoxicity, je navazat na jeho strukturu napt. thiolovou
skupinu (-SH). V soucasné dob¢ se problematikou modifikace hyaluronanu thioly vénuje
celd fada védeckych studii [5]. Naptiklad autofi Kafedjiiski et al. (2007) syntetizovali
thiolovany hyaluronan (HA-SH), ktery ma 6,5krat lepSi mukoadhezivni vlastnosti (17 hod)
a vyrazné nizsi rychlost degradace nez Cisty HA(Na). Na zakladé vysledku jejich studie
predstavuje thiolovany polymer slibny material pro vyvoj raznych systémut podavani 1éciv
[7]. Thiolovany hydrogel jako nosi¢ protirakovinovych 1é¢iv zkoumali ve své praci Xu et al.
(2021). Oxida¢nim cCinidlem syntézy hydrogelu bylo DMSO, (a) iniciujici vznik disulfidové
vazby, ale 1 (b) podilejici se na rozpusténi protirakovinného 1€ku (XY) uloZzeného v porézni
struktuie thiolované¢ho hydrogelu. Diky botnaci schopnosti a degradabilité thiolovaného
hydrogelu, 1ze nésledné 1€k z jeho struktury fizen¢ uvolnit. Diky tomu pfedstavuje hydrogel
na bazi thiolovaného hyaluronanu slibny materidl pro ptipravu tzv. ,platformy pro rtizné
1éky* pti 1é€bé lokalnich tumort [8].

Dalsi autofi Cao et al. (2019) a Hong et al. (2020) se ve svych studiich zabyvali ptipravou
thiolovanych hydrogelli, které 1ze aplikovat v oblasti tkafiového inZenyrstvi. Thiolovany
hydrogel (v kombinaci s akrylatovymi skupinami) ma podle studie Cao et al. (2019) velky
aplika¢ni potencial jako novy chirurgicky antiadhezivni material, cytoprotektivni ¢inidlo a
bioinertni tkafiovou vypln [9]. Hong et al. (2020) se zase ve své praci zaméfili na piipravu
injektovatelnych HA-SH hydrogeld, jez byly obohaceny nanocasticemi fosfore¢nanu
vapenatého “ (BCP). Diky poddajnosti thiolovaného hydrogelu usnadiiujici napf. vypli

kostnich defektli, a BCP nanocéstic, vynikajici zejména osteoinduktivni (svou ptitomnosti
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vyvolava rist kostnich buné¢k) a osteokonduktivni (schopnost materidlu slouzit jako scaffold
pro tvorbu nové tkang) funkci, Ize tento kompozitni material (HA-SH/BCP) uplatnit pii 1é¢bé
poranénych kosti [10].

Zabudovanim nanocéstic do struktury thiolovaného hyaluronanu se zabyvali také Yegappan
et al. (2019). Tito autofi prokazali, ze HA-SH hydrogely obsahujici nanocastice
polydopaminu (PDA), vykazuji vyrazné vyssi tuhost (163 Pa), nez hydrogely HA-SH bez
pridavku PDA nanocastic (99 Pa). U hydrogelu s ptidavkem PDA nanocastic byla prokazana
zvySena migrace a proliferace bunck. PDA castice plnéné lécivem, rovnéz vykazovaly
kontinualni uvolnovani 1é¢iva po dobu 7 dnti. Z uvedenych informaci vyplyva, ze thiolované
hydrogely s ptidavkem PDA nanoc€astic lze vyuzit pfi fizeném uvoliiovani 1éCiv v tkanovém
inZenyrstvi [11]. Chovani PDA nanocastic ve struktufe HA-SH hydrogelu pozorovali také
autofi Qu-Hang Yu (2020), ktefi studii PDA nanocastic Yegappan et al. (2019) rozsitili o
poznatek, ze zavedenim PDA ¢astic do struktury HA-SH se zvySila bunécna afinita, tkanova
adheze, ale 1 schopnost hydrogelu pohlcovat volné radikaly. Diky kombinaci vyhod HA-SH
(napt. biokompatibilita) s PDA (schopnost zachycovat volné radikaly), tento materidl

spliuje pozadavky na ptipravu antimikrobialnich I€katrskych obvaza [12].

Vsechny studie zabyvajici problematikou thiolace hyaluronanu uvadi, ze synt¢ézu HA-SH
lze provést jednoduchym zpisobem a za fyziologickych podminek. Thiolace predstavuje
jeden z mnoha zpisobt, jak modifikovat HA(Na). Za jeji nespornou vyhodu lze povazovat
skutecnost, Ze napft. k ptiprave zesitované struktury se jako tzv. crosslinker vyuziva vzdusny
kyslik na rozdil od modifikace HA(Na) napft. divinyl sulfonem (DVS) [13], ktery miize
piedstavovat potencialni riziko, diky své mozné toxicité. Dalsi vyhodou tohoto zplisobu
modifikace hyaluronanu je moznost fizené¢ho procesu sitovani HA-SH pomoci pH. Nizké
hodnoty pH (pH < 7) totiz blokuji thiolové skupiny a tim brani sitovani, zatimco pfi zvyseni

pH nad 7 dochazi k tzv. self-crosslinku za vzniku zesitované struktury [14].

I prestoze se problematikou thiolovaného hyauluronanu zabyva cel4 fada odbornych ¢lanki
a studii, jak je patrné z vySe uvedeného textu, tak problematika ptipravy thiolovanych
hydrogell na bazi hyaluronanu pomoci metody 3D tisku (popf. biotiskem), se v literature

pfiliS nezminuje.
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I. TEORETICKA CAST
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1 BIOMATERIALY

Biomaterialy lze definovat jako materialy vyuzivané k ptipravé struktur, jejichz ukolem je
nahradit ¢ast téla nebo jeho funkci bezpecnym, spolehlivym, ekonomickym a fyziologicky
prijatelnym zptisobem. Dle Park a Lakes (2007) Ize biomaterialy chapat jako: ,,systémove a
farmakologicky inertni latky, které jsou navrzeny pro implantaci nebo zaclenéni do zivych
systemi. “[1]. Jedna se tak o materidly, které¢ umoziuji komunikaci s biologickym systémem
s cilem 1écit nebo nahradit ptislusnou tkén, organ, poptipadé¢ specifickou funkci v lidském

tle [2].

Problematikou interakce biomateriall s biologickym organismem se zabyvaji materialové
védy. Mezi oblasti jejich zdjmu Ize zahrnout napf. mechanické vlastnosti materialu
(houZevnatost, kiehkost, pevnost v tahu atd.), modifikaci povrcha, a biologické discipliny
(imunologie, toxikologie, proces hojeni ran atd.). Pokud ma byt pfipravovany material pouzit
v oblasti tkdnového inzenyrstvi, nesmi byt opomenuty ani dal§i aspekty jako napft.
biokompatibilita a biodegradabilita materialu. Biokompatibilita je obecny pojem
vyjadiujici schopnost materidlu byt kompatibilni, tedy vzajemné slucitelny, s zivou tkdni
[2]. Naopak biodegradabilita popisuje schopnost materidlu rozpadat se tzn. degradovat, na

jednodussi strukturni jednotky, které jsou pro zivy organismus netoxickeé.

Jak uz bylo zminéno v ptfedchozi ¢asti textu, pfipraveny biomaterial musi spliiovat nékolik
podminek (pii jeho aplikaci do lidského téla):
1) implantat (biomateridl aplikovany do organismu) neni vyloucen biologickym
systém, tedy je biokompatibilni,
2) pfi aplikaci do systému nevykazuje toxicitu, nezptisobuje alergické ani imunologické
reakce, neni karcinogenni atd.,
3) je chemicky inertni a staly (degradace nezavisi na ¢ase),

4) materidl ma adekvatni mechanické vlastnosti (pevnost, hmotnost, hustota atd.),

5) relativné levna, reprodukovatelnd a lehka vyroba, s moznosti nasledné velkovyrobni

produkce atd.

Za predpokladu, Ze materidl spliiuje tyto parametry, lze jej vyuzit napf. pii vyrobé
analytickych pftistrojii (biosenzory), zdravotnickych materialt (krevni vaky, chirurgické
nastroje a zafizeni) a v oblasti tkanového inZenyrstvi a regenerativni mediciny (ndhrada

kaze, scaffoldy, chrupavky apod.) [15].
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Obecné l1ze biomateridly rozdélit do tii kategorii: kovy, keramika a polymery [15, 16].

Prvni kategorii tvofi kovy, fadici se mezi biomateridli predevsim diky jejich vyborné
elektrické a teplotni vodivosti a mechanickym vlastnostem. Nékteré kovy jsou vyuzivany
jako nahrady tvrdych tkani, tj. kolenni a kycelni klouby, kostni dlahy a Srouby pro hojeni
zlomenin, fixa¢ni prostfedky patefe, nebo zubni implantaty. Divodem jsou jiz zmiflované
mechanické vlastnosti, ale také jejich odolnost proti korozi. Kovové slitiny rovnéz nachazi
uplatnéni pii pripraveé specifickych materiald jako napt. cévni stenty, vodici draty katetrd
nebo ortodontické obloukové draty [16]. Mezi nejvice vyuzivané kovy a jejich slitiny v
biomedicinskych aplikacich lze zafadit slitinu kobaltu a chromu, zlato, platinu, nerezovou

ocel a slitiny titanu [2].

Druhou kategorii biomaterialll tvoii keramika. Jednéd se o tfidu anorganickych pevnych
latek s iontovou nebo kovalentni vazbou, ktera se zpracovava pii vysoké teploté [2, 17].
Keramika mtize obsahovat krystalickou a amorfni f4zi. Oproti koviim ma tu vyhodu, zZe je
odolnéjsi vici degradaci v rtiznych prostfedich. Na druhou stranu diky iontové vazbé ma
vyrazn€ji kiehc¢i strukturu. Vzhledem chemické podobnosti keramiky s kostmi lidského téla,
ji lze uplatnit v ortopedickych implantatech nebo zubaiskych materidlech. Do této skupiny

patii napt. oxidy hliniku, bioaktivni skla nebo fosfore¢nan vapenaty [2].

Do treti kategorie spadaji polymery. Jedna se o organické latky, které jsou charakteristické
velkou molekulovou hmotnosti a jejich hlavni fetézec je tvotfen prvky C, H, O a N spojenych
kovalentni vazbou [2, 17]. Dle ptivodu se polymery dé€li na syntetické a ptirodni polymery.
Poly(etylen), poly(2-hydroxyethylmetakrylat) nebo napiiklad poly(etylenglykol) se fadi
mezi syntetické polymery vyuzivané jako biomaterialy a mezi ptirodni polymery lze zatradit

napiiklad fibrin, kolagen, nebo kyselinu hyaluronovou [2].

Mezi hlavni vyhody polymernich biomaterialii, ve srovnani s biomateridly kovovymi a
keramickymi, patii jejich snadnd vyroba (latexy, filmy, vldkna atd.), sekundarni
zpracovatelnost, cenovd dostupnost nebo pozadované mechanické a fyzikalni vlastnosti
[16]. Diky témto vyhoddm se polymery fadi k materidlim hojné vyuZivanym v

biomedicinskych aplikacich.
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1.1 Biopolymery

Podle Niaounakise (2015) lze biopolymery klasifikovat dvéma riiznymi zptsoby. Dle
prvniho piistupu jsou biopolymery déleny dle zdroje pivodu, zatimco u druhého pfistupu

dle schopnosti jejich biodegradability.

Na zékladé¢ téchto kritérii mizeme biopolymery rozlisit na: biopolymery, z obnovitelnych
ptirodnich zdrojt, které jsou biodegradabilni (pt. hyaluronan, kolagen, celul6za, alginat);
biopolymery z obnovitelnych zdroji, které nejsou biodegradabilni (pt. polyamid 11, bio-
polyethylen, bio-polyvinylchlorid) a biopolymery z fosilnich paliv, které se v biologickém
systému rozloZi (pf. polybutylen sukcinat, polyvinylalkohol) [3].

Bez ohledu na zdroj piivodu lze polymery dale klasifikovat do mensich podskupin, a to na
zéklad¢ vhodného vyuziti pro urcité typy tkani. Pfikladem takové podskupiny mohou byt
napt. elastomery. Diky jejich schopnosti odolat vysoké deformaci, byly vyhodnoceny jako
vhodné materidly pro kardiovaskularni aplikace (napt. jako membrana pro krevni pumpy
[18] nebo jako srde¢ni néaplast pro regeneraci tkan¢ po infarktu myokardu [19]), kde hraje
dualezitou roli predev§sim pruznost. Mezi dalsi kategorii polymert, patii hydrogely, které
piedstavuji zesitované polymerni materialy disponujici schopnosti botnat ve vod¢ a
zadrzovat ve své struktufe vyznamnou ¢ast vody, aniz by doslo k jejich degradaci. Vzhledem
k vysokému obsahu vody, se hydrogely staly pfedmétem zkoumani pro mozné materialové
nahrady do mekkych tkanich. Ke zlepSeni objemovych nebo povrchovych vlastnosti
biomateriall se také vytvari tzv. kompozitni materialy [2] tedy materialy slozené ze dvou

¢i vice latek s odlisSnymi vlastnostmi [20].

Zdrojem polymert na ptirodni bazi mohou byt rostliny, mikroorganismy, ale i samotné
lidské télo. Jedny z nejvice béznych biomateriali ziskavanych z lidského téla jsou kolagen

a kyselina hyaluronova.

1.1.1 Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronova (HA) pfedstavuje nejvice vyuzivané materialy pro pfipravu hydrogeli
pro biomedicinské aplikace, a to pfedevsim diky jeji biokompatibilité, biodegradabilité a
pfirozené biologické funkci (napf. zachytdvani volnych radikald, distribuci latek v téle
(kolagen)). Zaroven neptedstavuje pro organismus hrozbu ve form¢ imunologické toxicity

[2].
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Aby HA existovala jako kyselina, musi se nachazet v prostfedi se siln¢ kyselym pH. Ve
fyziologickém pH nese kazda karboxylova skupina zaporny naboj a vyrovnava jej volnymi
kationty napt. Na*, K*, Ca** nebo Mg?*. Ve vodnych roztocich, a tedy i v lidském organismu,
na sebe zaporn¢ nabita kyselina hyaluronova vaze kladné nabité kationty a vytvari soli,
obecné nazyvané jako hyaluronan nebo hyaluronat sodny [2, 15]. V ramci bakalaiské prace

byly vSechny experimenty provadény praveé se sodnou soli kyseliny hyaluronové.
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2 SODNA SUL KYSELINY HYALURONOVE

Hyaluronan nebo-li sodnad sil kyseliny hyaluronové HA(Na) je pfirodni linearni
polysacharid pattici do skupiny heteropolysacharidii nazyvané glukosaminoglykany (GAS).
Konkrétné se jedna o nesulfatovy glukosaminoglykan, ve kterém se stiidaji disacharidové
jednotky, kyselina D-glukoronova a N-acetyl-D-glukosamin (obr. 1) navzajem spojeny
sttidajici se B-(1,3) a B-(1,4) glykosidickou vazbou [4, 5, 21, 22]. Piestoze je polymer tvofen
jednoduchym polysacharidovym fetézcem, jeho molekulova hmotnost miize dosahovat
nékolik milionti Daltond. Jeho priimérna molekulova hmotnost se pohybuje okolo 10° az 107

Daltonii [4, 21, 22].

O Na
O§ HO OH
e} o 0
HaC™
CHs
0
NH
OH
0=
HO
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Obr. 1 Opakujici se disacharidové jednotky hyaluronanu

2.1 Struktura HA(Na)

Pro pochopeni biologickych funkci hyluronanu je dilezité znat prostorové usporadani jeho
molekuly. Na disacharidovych jednotkach se vykytuji objemné funkéni skupiny
(hydroxylova, karboxylova a N-acetylova) [5]. Pokud se oba monosacharidy nachazeji v 3
konfiguraci vznika energeticky velmi stabilni struktura. To je dano pfedevSim tim, ze se
hlavni funkéni skupiny (hydroxylova, karboxylovéa, N-acetylovd) uspotadaji do stericky
vyhodné tzv. ekvatoridlni roviny, a tim minimalizuji energii, kterd zplsobuje pnuti v
molekule. Naopak atomy vodiku se nachazi v tzv. axidlni roving, ktera se jevi jako
energeticky méné vyhodna [5, 23]. Objemné boc¢ni skupiny tvoii polarni, hydrofilni ¢ast
molekuly, zatimco atomy vodiku v axialni roviné tvoii hydrofobni ¢asti molekuly [5].
Primérni struktura hyaluronanu je dana jiz zminénou disacharidovou jednotkou, kterd se
sklada z kyseliny D-glukoronové a N-acetyl-D-glukosaminu spojenych stfidajicimi se
glykosidickymi vazbami [24-26].

V fetézci je kazda strukturni jednotka pooto¢end o 180° vici nasledujici 1 pfedchozi

jednotce. Dva monomery jsou tedy vzdjemné pootoceny o 360°, coz znamend, Ze nasledujici
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disacharidova jednotka, tedy tieti v poradi, se vraci do stejné polohy jako jednotka prvni.
Takova posloupnost tvoti elementarni Sroubovici, kterou lze nazvat jako tzv. sekundéarni

struktura [24, 25, 27].

Terciarni sktruktura hyaluronanu je tvofena dvousroubovici, kdy fetézce Sroubovice vytvari
antiparalelni (opacné orientovanou) strukturu, ve které vznikaji vazby mezi hydrofobnimi
oblastmi sousedniho fetézce. Ve dvousroubovici je amidova skupina vici karboxylové
skupin€ v poloze trans. Tuto strukturu stabilizuji mezimolekularni sily (vodikové mistky),
které plisobi mezi amidovymi a karboxylovymi skupinami. Tercidrni struktura je formalné

ekvivalentni struktute B-listu (konformace skladaného listu) [24-27].

2.2 Vyskyt a syntéza HA(Na)
Vyskyt HA(Na)

Jak je uvedeno vyse, hyaluronan se ptirozené vyskytuje v mekkych tkanich vSech obratlovct
[4, 5, 22, 28]. T¢élo dospélého Cloveéka o hmotnosti 70 kg obsahuje asi 15 g HA(Na). Téméet
polovina tohoto mnozstvi se vyskytuje v kizi (epidermis 1 dermis), pfi¢emz vétSina je
soucasti extracelularni matrice [5, 28, 29]. HA(Na) je nepostradatelnou soucasti
extracelularni matrice, ve které zastava roli fizeni a distribuce dulezitych latek (napf.
proteoglykany, kolagen, elastin) [4]. Kromé¢ toho se podili na bunécné signalizaci,

proliferaci, diferenciaci a adhezi bun¢k [30].

Hyaluronan mazeme ve vyssich koncentracich najit také v pupecni $nare (Mw = 3-4 MDa),
synovialni tekutin¢ a ocnim sklivci [4, 5, 22, 31]. Prave synovialni (kloubni) tekutinu tvoii
tzv. vysokomolekularni (Mw = 6 MDa) HA(Na) [31], ktery diky svému sloZeni a vysoké
viskozité poméha tlumit narazy, sniZovat tfeni mezi klouby, a snizovat jejich opotiebeni [28,
32]. Nezanedbatelné mnozstvi HA(Na) se vyskytuje ve svalech, plicich, ledvinach a mozku.
Naopak jeji vliibec nejnizs§i mnozstvi bylo zjiSténo v jatrech ¢i v krevnim séru [4]. Jednim
z dalsich klicovych zdroji vyskytu hyaluronanu jsou kohouti hiebinky (7,5 mg/ml) [5] ¢i
povrch bakterii rodu Pasteurella multicida a Streptococcus skupiny A a C [22].
Streptococcus pyogenes (lidsky patogen), Streptococcus equi a Streptococcus uberis (zviteci
patogeny), patii mezi bakterie rodu Streptococcus. Schopnost syntetizovat hyaluronan
pravdépodobné ziskaly okopirovanim enzymatického aparatu od svych hostitell, tj.
obratlovcll. Tyto mikroorganismy vyuZzivaji hyaluronan k enkapsulaci (zapouzdieni) svych
bunék, ¢imzZ se pro obranny systém hostitele stavaji neviditelnymi. Hyaluronan také zlepsuje

adhezi a kolonizaci bakterialnich bunék [31].
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Biosyntéza HA(Na)

K syntéze hyaluronanu nedochazi jako u vétSiny glukosaminoglykanti v Golgiho aparatu
nebo endoplazmatickém retikulu [4, 21, 22]. HA(Na) se syntetizuje na vnitini strané
plazmatické membrany jako volny linearni polymer. Biosyntéza HA probiha za pfitomnosti
kontroly tfi trans-membranovych enzymu, které jej produkuji pii soucasném vytlacovani na

povrch bunky nebo do extracelularni matrice [21, 22, 28, 33].
Izolace HA(Na)

Jednou z prvnich moZnosti, jak izolovat hyaluronan, byla izolace z odpadnich Zivocisnych
tkani (napf. kohouti hiebinky, praseci klize, zralo¢i chrupavky, rybi sklivec) [31], jehoz
vysledkem byl, vlivem nefizené rychlosti degradace a ptirozené polydisperzité hyaluronanu,
vysoce polydisperzni polymer. Vytézek polymeru byl, vzhledem k malé koncentraci
hyaluronanu v Zivoc¢iSnych tkéanich, velmi nizky. Velkou nevyhodou extrakce HA
z zivoc¢isSnych tkani je zvysSené riziko kontaminace HA(Na) napiiklad viry [5]. Alternativou
dle Swanna (1968) je tzv. docisténi produktu srazenim pomoci latky zvané
cetylpyridiniumchlorid (CPC), jehoz vysledkem je pokles viskozity (LVC = 2200 ml/g)
hyaluronanu, zapti¢inény degradaci HA, aniz by doslo ke zmén¢ jeji molekulové hmotnosti

[34].

Dalsi metodou primyslové produkce hyaluronanu je bakterialni fermentace [5, 29]. Vytézky
prvnich izolaci hyaluronanu z povrchu bakterii ¢inily 300400 mg/L. Od té doby doslo
k vyraznému posunu a zlepSeni metod ziskavani HA(Na), zahrnujici optimalizaci procesu
extrakce, adaptaci kultivatniho média a selekci kmenit s vysokou produktivitou
biopolymeru. Diky tomu se podafilo navysit mnoZzstvi izolovaného hyaluronanu az na 6-7
g/L, coz je technicky limit zpsobeny vysokou viskozitou Zivného média. Mezi bakterie,
schopné produkovat HA(Na) patii Streptococcus skupiny A a C, gram-pozitivni bakterie a
Pasteurella, gram-negativni bakterie [29]. Bakterie Streptococcus skupiny C, které nejsou
patogennimi organismy (na rozdil od Streptococcus A nebo Pasteurella) a neohrozuji zdravi
Cloveéka, se hojné¢ vyuzivaji kizolaci hyaluronanu. Nejpouzivanéj§imi kmeny jsou
Streptococcus equi subsk. equi a S. equi subsk. zooepidemicus [31]. Krom& zminénych
bakterii byla z mléénych potravin izolovana bakterie kmene S. thermophilus produkujici
HA(Na), a kterda po genetické modifikaci je schopna produkovat az 1,2 g/L tohoto
biopolymeru. HA(Na) ziskany z geneticky upravené¢ho kmene bakterii ma srovnatelnou
primérnou molekulovou hmotnost s hyaluronanem produkovanym piirodnimi kmeny

bakterii.
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Jak uz bylo zminéno, primyslova vyroba HA stoji predevsim na (1) extrakci z zivoc¢isnych
tkani a (2) bakterialni fermentaci, které shodné produkuji polydisperzni vysokomolekularni
hyaluronan (M,,> 1 x 10° Da, polydisperzita od 1,2 do 2,3) vyuzitelny v biomedicinskych i
kosmetickych aplikaci [31].

2.3 Vlastnosti HA(Na)

Vzhledem k vyjimeénym vlastnostem hyaluronanu, kterymi jsou napf. vysoka
hydroskopicita (1), viskoelasticita (2), minimalni imunogenicita (3), biodegradabilita (4),
biokompatibilita ¢i  vstiebatelnost, nachdzi HA(Na) uplatnéni v Siroké Skale
biomedicinskych aplikaci [24, 29]. Vysledné vlastnosti HA(Na) jsou siln€ zéavislé na jeji

molekulové hmotnosti.

(1) HA(Na) dokaze, diky hydrofilit¢ molekuly, vyborné zadrzovat vodu, a to aZ na
1000nasobek svého plvodniho objemu a tvofit tak volné hydratované domény.
Hyaluronan je polyelektrolytem, tj. latkou, kterd ve své struktufe obsahuje postranni

karboxylovou skupinu, schopnou elektrolytické disociace (pii fyziologickém pH) [29].

(2) Hyaluronan ptitomny napt. v synovialni tekutiné nebo o¢nim sklivci, proptijcuje témto
télnim tekutindm jejich viskoelastické vlastnosti. To znamena, Ze v Castech téla, kde se
tyto tekutiny vyskytuji (napt. klouby), jsou schopné pohlcovat mechanickou energii
(naraz) elasticitou nebo ji rozptylit visk6znim tokem [35]. Viskozita roztoku se s rostouci
molekulovou hmotnosti a koncentraci polymeru zvysSuje [24]. Roztoky hyaluronanu Ize
oznacit za tzv. pseudoplastické kapaliny, u kterych viskozita klesé s rostouci smykovou
rychlosti [29]. Reologické vlastnosti zavisi na molekulové hmotnosti a koncentraci
polymeru, ale i podminkach prostiedi jako je pH ¢i teplota [29]. Viskoelastickych
vlastnosti hyaluronanu se vyuziva v celé fadé 1ékarskych aplikaci (napt. v oftalmologii,

nitroo¢ni injekce pii operacich oka atd.) [27].

(3) Jelikoz se jednd o ptirodni biopolymer pfitomny v lidskych tkéni, nelze pochybovat o
jeho vysoké biokompatibilit¢ ¢i nulové toxicité. Navic se v kazdé tkani vyskytuje
molekula hyaluronanu se stejnou strukturou, takZe nedojde k vyvolani reakce imunitniho

systému [29].

(4) Degradace HA(Na) v biologickém prostfedi je zplsobena hydrolyzou katalyzovanou
enzymy zvanymi hyaluronidazy [27, 29]. Enzymy rozklddaji hyaluronan na

nizkomolekularni latky, které nejsou toxické, a stejné¢ jako samotnd molekula,
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nevyvolavaji imunitni odpovéd’ organismu. V kizi se polocas rozpadu hyaluronanu
pohybuje okolo 24 hod, v oku 24-36 hod, v chrupavce 1-3 tydny a ve sklivci az 70 dni
[29].

2.4 Vyuziti HA(Na)

Dle vyse uvedenych vlastnosti, hyaluronan, v¢etné¢ jeho moznych derivatl, ptredstavuje
perspektivni biomaterial pro rizné 1€kaiské, farmaceutické, kosmetické (dermalni vypln¢) i

potravinatské aplikace [22, 36]. Na obr. 2 je piehled moznych aplikaci HA(Na).

Stejné jako biologické funkce, tak i vyuziti hyaluronanu je siln¢€ zavislé na jeho molekulové
hmotnosti. (1) Vysokomolekularni hyaluronan (My > 5-10° Da) je soudasti extracelularni
matrice, vykazuje antiangiogenni (pisobi proti tvorbé krevnich kapilar, které hraji dilleZitou
roli pfi tvorbé nddorti) a imunosupresivni ucinky, (2) hyaluronan se stfedni molekulovou
hmotnosti (My mezi 2-10*a 2-10° Da) se uplatiiuje pii ovulaci, embryogenezi a procesu
hojeni ran, (3) HA(Na) s 15 — 50 opakujicimi se disacharidovymi jednotkami (My mezi
6-10% a 2-10* Da) plisobi naopak zanétlive, angiogenné a imunostimulaéné, (4) a hyaluronan
s malou molekulovou hmotnosti (Mw od 400 do 4000 Da) vykazuje antiapoptotické ucinky
(ptsobi proti apoptoze, tj. bunécna smrt) [31].
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Obr. 2 Mozné aplikace HA(Na) a jeho derivatii

Jedno z mnoha vyuziti HA(Na) je napf. pii 1é€b¢ osteoartrézy (degenerativni onemocnéni

kloubtl). Pfitomnost hyaluronanu v kloubech podporuje mechanické spoje (mezi klouby a
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kostmi) a lubrikaci kloubt. Pti osteoartréze dochazi ke snizeni koncentrace a molekulové
hmotnosti HA(Na) v kloubu, coz ma za nésledek snizeni jejich lubrikace, které prispiva
k vyssimu opotiebeni kloubt. Pti 1€¢bé osteoartrézy se hyaluronan (o rizné My) vpravuje
tzv. intra-artikularni injekci, tj. vpravenim injekce pfimo do postizeného kloubu [22]. Bylo
dokézano, ze aplikace hyaluronanu snizuje opotiebeni chrupavky, piispiva ke zlepSeni

viskoelastickych vlastnosti synovialni tekutiny a k redukci jejich bolesti [32, 37].

Hyluronan lze déale vyuzit v oénim lékafstvi, konkrétn¢ v ocni chirurgii, kde napomaha
implantaci umélé nitroocni Cocky [25, 27]. Jeho uplatnéni lze nalézt 1 ve formé
viskoelastického gelu urychlujici hojeni a regeneraci poranéné tkan¢ po operacnich zékrocich

v obecné chirurgii [5, 25].

2.5 Modifikace HA(Na)

Vyuziti samotného polymerniho fetézce hyaluronanu je pro rizné aplikace zna¢né omezeno
napft. jeho vybornou rozpustnosti ve vodé [5], slabymi mechanickymi vlastnostmi ¢i rychlou
degradaci (vliv oxidace, enzymy) [6] a pro dosazeni poZzadovanych vlastnosti, aniz by doslo

ke zméné jeji biokompatibility, je tfeba jej chemicky modifikovat [5].

Z pohledu chemické modifikace rozliSujeme dva zakladni typy — konjugaci a sitovani.
V piipadé konjugace dochédzi k navazani substituentu pifimo na fetézec hyaluronanu
jednoduchou vazbou. Zatimco pfi sitovani se rizné fetézce polymeru HA(Na) poji navzajem

dvéma nebo vice vazbami (obr. 3) [38].

Vétsina chemickych modifikaci hyaluronanu se provadi ve vodném prostiedi. V ptipadech
zvySeného rizika hydrolyzy se vyuzivaji organickd rozpoustédla jako je DMSO

(dimethylsulfoxid) ¢i DMF (dimethylformamid) [38].
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Obr. 3 Rozdily mezi sitovanim a konjugaci polymeru [36]

Z pohledu strukturniho uspotadani HA(Na), které je naznaceno na obr. 4, je ziejmé, ze mezi
funk¢ni skupiny vhodné k modifikaci hyaluronanu patii primarn¢ skupina karboxylova a
hydroxylova. Sekundarné je mozné provést 1 deacetylaci N-acetylu a ziskat tak funkcéni
aminoskupinu nebo napiiklad také oxoskupinu selektivni oxidaci Cs—OH. [39].
V nasledujicich kapitolach je uveden piehled nejcastéjSiho navazani moznych substituenti
na pozadované funk¢ni skupiny.
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Obr. 4 Funkéni skupiny vhodné k modifikaci hyaluronanu [39].
2.5.1 Modifikace hydroxylové skupiny
K modifikaci hydroxylové skupiny se nej€astéji pristupuje pomoci etherifikace, esterifikace
nebo sitovani pomoci divinylsulfonu (DVS) ¢i bis-epoxidu [39, 40]. a také oxidaci
jodistanem sodnym [41]. Mezi funkéni skupiny, které mohou byt zavedeny na hydroxylové

zbytky, patii napt. aldehydy, methakrylaty, thioly nebo halogenacetaty [40].
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Etherifikace

Etherifikaci lze souhrnné nazvat reakci (za pfitomnosti baze) mezi alkoholy a tzv.
»alkylating agent™, jako jsou naptiklad halidy (napft. chloridy, bromidy, iodidy) nebo mén¢
pouzivané alkyl sulfonaty [42]. K syntéze etherovych derivati hyaluronanu se casto
vyuzivaji bis-epoxidy, popt. epoxidy (predev§im tedy 1,4-butandioldiglycidyl ether
(BDDE), ethylenglykoldiglycidyl ether, epichlorohydrin atd.), které pii soucasném otevirani
epoxidového kruhu reaguji s hydroxylem HA(Na) za vzniku etherové vazby (obr. 5a) [36,
38, 43]. Dalsi alternativou ptipravy etherovych derivatu HA(Na) je vyuZiti napt. DVS (za
pfitomnosti baze) (obr. 5c) [36]. V kyselém prostfedi dochazi k deprotonaci mensiho
mnozstvi hydroxylovych skupin (ptebytek aniontové karboxylové skupiny), coZ vede ke

vzniku esterové vazby (obr. 5b).

Hyaluronan modifikovany pomoci BDDE nebo DVS lze vyuZit pii intra-artikuldrni terapii

pii 1écbé osteoartrdzy (degenerativni onemocnéni kloubu) [13].
Esterifikace

Esterifikaci, tedy reakci alkoholové funkéni skupiny HA(Na) s tzv. ,,acylating agent* jako
[42] napf. s anhydridem kyseliny oktenyljantarové (obr. 5d), nebo anhydridem kyseliny
methakrylové (obr. 5e), které probihaji za alkalickych podminek ve vodé [36].
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Obr. 5 Schéma reakci s hydroxylovou skupinou na hyaluronanu — a) reakce s BDDE
v alkalickém prosttedi, b) reakce BDDE v kyselém prosttedi, c) reakce s DVS, d) reakce
s anhydridem kyseliny oktenyljantarové, e) reakce s anhydridem kyseliny methakrylové
[36]
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Naptiklad hydrogel ptipraveny smichdnim hyaluronanu modifikovaného anhydridem
kyseliny = methakrylové ~ (HA-MA) a  hyaluronanu  modifikovaného  3,3-
dithiobis(propionylhydrazid) (DTP) (HA-DTP) Ize vyuzit pfi povrchovém hojeni ran [44].

Oxidace jodistanem

Oxidace jodistanem reprezentuje dal$i z moznych modifikaci hydroxylové skupiny. Jako
oxida¢ni ¢inidlo se pouziva jodistan sodny (NalOs). Mechanismus oxidace jodistanem je
znazornén na obr. 6. Principidlné se jedna o oxidaci vicindlnich hydroxylovych skupin
umisténych na druhém a tfetim uhliku za soucasného rozsté€peni vazby mezi témito uhliky.
Na rozstépenych uhlicich vznikaji aldehydické vazby. Na aldehydické skupiny se mohou
vazat sousedni hydroxylové skupiny polymerniho fetézce, které nepodléhaji oxidaci, za

vzniku cyklickych polyacetalil [41].

Injektovatelny sitovany hydrogel na bazi oxidovaného HA(Na) a N,O-karboxymethyl

chitosanem lze vyuZit pfi sniZovani tvorby intraperitonealnich adhezi po operacich [45].
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Obr. 6 Mechanismus oxidace HA(Na) jodistanem sodnym [41]
2.5.2 Modifikace karboxylové skupiny

Karboxylovou funkéni skupinu Ize nejCastéji modifikovat s vyuzitim karbodiimidd,
esterifikaci nebo amidaci [39]. Na aktivovanou (deprotonovanou) karboxylovou skupinu se

mohou vézat napt. hydrazidové, thiolové nebo aminové funkéni skupiny [40].
Esterifikace

Moznym zplisobem modifikace karboxylové skupiny je esterifikace, tedy vznik esterové

vazby, mezi které lze zaradit napf. pfipravu esterti alkylaci pomoci alkylhalogenidii nebo
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tosylatu, dale piipravu esteri za pouziti derivati diazomethanu nebo epoxidt [38]. Schéma
esterifikaci za pouziti vySe uvedenych latek je uvedeno na obr. 7.
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Obr. 7 Schéma esterifikaci hyaluronanu za pouziti alkyhalogenidi, tosylatu, derivatu
diazomethanu a epoxidu [38]
Polymerni sit na bazi alginatu vapenatého a methylmethakryldtem modifikovaného
hyaluronanu studovali D’Arrigo a kolektiv (2012). Vysledky testti potvrdily jeho mozné

vyuziti jako matrice pro dodavani bioaktivnich 1€kt [46].
Amidace

Reakce karboxylové skupiny s aminoskupinou za pfitomnosti karbodiimidi ve vodném
prostiedi je jednou z nejpouzivanéjSich metod modifikace polymerniho fetézce HA(Na).
Nejbézn€jsimi  Cinidly jsou pravé karbodiimidy, predevsim tedy 1-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl) karbodiimid (EDC), diky jeho rozpustnosti ve vodé& [38, 43].
Vyhodou pouziti EDC je, ze reakce muze byt provedena ve vodé a bez predchozi Uipravy

hyaluronanu [38].

Prvnim krokem amidace dle autori Nakajima a Ikada (1995) je jiz zminéna aktivace
karboxylové skupiny na fetézci HA(Na) za vzniku meziproduktu nazyvaného O-acyl
izomocCovina. Tato latka je vysoce reaktivni a v pfitomnosti vody se preskupuje na stabilni
N-acylmocovinu, jenZ blokuje jakékoli dal$i reakce s aminem. Aktivace karboxylové
skupiny probihd pomoci EDC v prostfedi kyselého pH (pH = 4,75). Nevyhoda amidace
hyaluronanu prostfednictvim EDC spociva v jeho vysoké citlivosti na zmény pH, a ptipadny
vznik stabilniho produktu (N-acylmocoviny) [47]. Bulpitt a Aeschlimann (1999) zamezili

vzniku stabilni N-acylmocoviny pifidavkem N-hydroxysuckcinimidu (NHS) nebo 1-
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hydroxybenzotriazolu (HOBt) které snizuji pravdépodobnost vyskytu hydrolyzy a
preskupeni meziproduktii. Poslednim krokem amidace je vlastni nukleofilni reakce s

aminovou skupinou, ktera je zobrazena na obr. 8 [48].

Pies aminovou skupinu se na hyaluronan mize vazat napt. dihydrazid kyseliny adipové.
Kolektiv autort Su, Chen a Lin (2010) navrhl tzv. injektovatelny hydrogel na bazi
oxidovaného hyaluronanu a dihydrazidu kyseliny adipové, ktery je kompatibilni s buitkami
pulpozniho jadra (NP) (centrum meziobratlové ploténky) a podporuje genovou expresi
agrekanu (proteoglykan) a kolagenu, které predstavuji hlavni sloZzku extracelularni matrice
obklopujici NP buiiky. Takovy hydrogel 1ze proto vyuzit jako bunéény nosi¢ pro bunky NP
pii 1é€be degenerace pulpozniho jadra [49].
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Obr. 8 Reakéni mechanismus amidace s EDC [48]

Pfi amidaci hyaluronanu vyuZivaji autofi Schneider et al. (2007) misto vody
dimethylsulfoxid (DMSO), ktery jednak zarucuje zisk vys§iho stupné substituce (60—80 %)
hyaluronanu, ale zaroven eliminuje hydrolyzu EDC [48, 50].

Autor D’este a kol. (2014) aktivovali pfi amidaci hyaluronanu karboxylovou skupinu
pomoci latky 4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-N-methylmorfolinium-chlorid
(DMTMM), jehoz vysledkem je HA-aktivovany ester, na ktery se mohou pohodIné vazat

aminované skupiny (obr. 9) [51].
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Za vyhodu aktivace karboxylové skupiny pomoci DMTMM, na rozdil od reakce
s EDC/NHS, lze povazovat eliminaci upravy pH, jednodussi syntézu diky pouziti mensiho

mnozstvi chemikalii, a s tim souvisejici méné intenzivni docistovaci proces produktu [51].
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Obr. 9 Schéma reakce HA(Na) s DMTMM [51]

Jinym derivatem, ktery Ize ptfipravit za pomoci reduktivni aminace, je derivat hyaluronanu

nesouci cystein, cysteamin ¢i podobnou thiolovou slou¢eninu.

2.6 Thiolovany HA(Na)

Jako thiomery, tj. thiolované polymery, 1ze oznacit hydrofilni makromolekuly obsahujici

volné thiolové skupiny v polymernim fetézci [52].

Thiolové funkéni skupiny se bézné vyskytuji v biologickych systémech (napt. v podobé
aminokyseliny cystein). Proto polymery s vazanymi thioly dosahuji vyssi chemoselektivity
k biologickym slozkam a podnécuji sitovaci reakce. Ve srovnani s aminovou skupinou, ma
thiolova funkéni skupina 1000krat vyssi nukleofilitu (pfi fyziologickém pH), a tim i1 vyssi

chemoselektivitu [6].

Polymery, které na svém polymernim fetézci obsahuji volné thiolové skupiny, dosahuji vyssi
mukoadheze (ve srovnani s polymery bez -SH skupiny). Cim vice thiolovych skupin
polymerni fetézec obsahuje, tim vyS$$i mad polymer kohezi a adhezi. Mukoadhezivni
polymery nejsou toxické, nedochazi k jejich adsorpci v gastrointestindlnim traktu (travici

soustava), zvysuji pfilnavou dobu na sliznici a zaroven ji nedrazdi [53].
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2.6.1 Syntéza thilovaného HA(Na)

Syntézu thiolovaného hyaluronanu lze realizovat s ohledem na rizna thiola¢ni ¢inidla. Vycet

nékterych metod je uveden nize.

Jednu z moznosti, jak pripravit thiolovany hyaluronan, ptfedstavuje vyuziti tzv. Trautova
¢inidla, tedy cyklické slouceniny 2-iminothiolanu. Princip této modifikace spociva v reakci
¢inidla s aminovou skupinou hyaluronanu, jehoz vysledkem je na polymerni fetézec vazana

sulthydrylova funk¢ni skupina (obr. 10) [54, 55].

Y. - Yo
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Obr. 10 Reakce 2-iminothiolanu s biopolymerem [55]

Ptesnéji feceno, biopolymer se rozpusti v pufru o pH = 7,4. Nasledné je k nému piidano
Trautovo ¢inidlo a EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova), jejichz mnozstvi se urcuje
v zavislosti na koncentraci biopolymeru [54, 55]. EDTA se pii modifikaci pouziva z divodu
prevence oxidace navazanych -SH skupin. Nezreagované zbytky reakcnich cinidel se
odfiltruji, pripadn¢ odstrani béhem dialyzy proti destilované vod¢. Mnozstvi navazanych

sulthydrylovych skupin se zjistuje s vyuzitim Ellmanovy metody [55].

Navazat -SH funkcni skupinu na hyaluronan lze naptiklad s vyuzitim L-cysteinu za vzniku
amidové vazby mezi primarni aminoskupinou L-cysteinu a karboxylovou skupinou HA(Na)

(obr. 11). Reakce je zprostfedkovana karbodiimidem a NHS [54, 56, 57].
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Obr. 11 Syntéza thiolovaného HA(Na) L-cysteinem [56]
Dalsi ¢inidlo, které 1ze pii syntéze thiolovaného HA(Na) vyuzit je ethylensulfid. BEhem
nukleofilni reakce nasledné dochdzi jednak k otevieni kruhu ethylensulfidu, ale i1 k jeho

navazani na hydroxylovou skupinu hyaluronanu (obr. 12) [7].
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Obr. 12 Reakce ethylensulfidu s HA(Na) [7]

V ramci bakalarské prace byla feSena syntéza thiolovaného hyaluronanu pomoci
cysteaminu (CSA). Karboxylova skupina byla aktivovdna pomoci EDC a nasledné

stabilizovana pomoci NHS [14, 58]. Schéma syntézy thiolovaného hyaluronanu je uvedena

obr. 13.
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Obr. 13 Schéma syntézy thiolovaného hyaluronanu cysteaminem [14]

K zamezeni piedCasného vzniku disulfidické vazby mezi thiolovymi skupinami na
polymernich fetézcich se kromé& nizkého pH vyuziva dithiothreitolu (DTT). Redukci
disulfidické vazby na polymernim fetézci dochazi ke vzniku volnych thiolovych skupin (obr.

14), tedy thiolovaného polymeru, vyuzivaného napftiklad k vyvoji hydrogeli [7, 57, 59, 60].
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Obr. 14: Redukce disulfidické vazby pomoci DTT za vzniku thiolovaného polymeru [59]
2.6.2 Vlastnosti thiolovaného HA(Na)

Ve srovnani s pfirodnim hyaluronanem ma thiolovany HA(Na) fadu unikatnich vlastnosti,
mezi které patii napt. mukoadheze, koheze (popt. adheze), stabilita proti degradaci atd., pii

souCasném zachovani své biokompatibility a biodegradability.
Mukoadheze

Mukoadhezi mizeme definovat jako pfilnavost pfirodniho (biologického) nebo syntetického

materidlu na vrstvu slizu, ktery pokryva slizni¢ni epitel [61].

Polymery, které na svém fetézci obsahuji volné thiolové skupiny, vykazuji vyssi mukoadhezi
(ve srovnani s polymery bez -SH skupiny). K té¢ dochazi v diisledku vzniku kovalentni
disulfidické vazby mezi (-SH) skupinami polymerniho fetézce a subdominalnich mucina
bohatych na cystein pfitomnych na sliznici. VéEtSina ostatnich mukoadhezivnich polymert

je vazana vodikovou vazbou nebo iontovymi interakcemi [62, 63].
Koheze

Na adhezi (neboli ptilnavost) a kohezi (tedy soudrznost) thiolovaného hyaluronu ma velky
vliv jeho bobtnaci kapacita. Tu lze stanovit ze zdvislosti absorbovaného mnozstvi vody na
case. Dle vyzkumu Laffleura, Wagnera a Barthelmes (2015), vykazuje cysteaminem
modifikovany hyaluronan, az 3,5krat vyssi bobtnaci kapacitu, nez HA(Na) nemodifikovany
[64].

Stabilita proti degradaci

Proces thiolace md mimo jiné i zasadni vliv na mechanickou stabilitu polymeru, a to
v disledku disulfidické vazby, ktera vznika pfi sitovani mezi thiolovymi skupinami. Ve

srovnani s nemodifikovanym hyaluronanem, vykazuje thiolovany hyaluronan az 1,5krat

vetsi mechanickou stabilitu [64].

Pfirodni hyaluronan podléha degradaci piedev§im z diivodu plisobeni reaktivnich forem

kysliku na polymer. Reaktivni formy kysliku $tépi fetézec HA(Na), coZ mé za nasledek
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redukci molekulové hmotnosti polymeru projevujici se poklesem viskoelasticity tekutin, ve
kterych je HA(Na) pfitomny. Serban, Yang a Prestwich (2008) ve své praci pozorovali, Ze
thiolovany derivat HA(Na) snizuje degradaci hyaluronanu zptisobenou volnymi radikaly
kysliku. Thiolovany hyaluronan mé schopnost zhaset (self~-quench) volné radikaly, a tim

zabranovat Stépeni fetézce HA(Na) [65].
Viskoelasticita

Jelikoz ma tuhost ptipraveného hydrogelu podstatny vliv na proliferaci a migraci bunék, je
dilezité neopomenout charakterizaci reologickych vlastnosti hydrogeli na bazi
modifikovaného hyaluronanu pro aplikace do tkdnoveého inZenyrstvi. Asim a kolektiv (2020)
srovnavali viskoelastické vlastnosti pfirodniho hyaluronanu a hyaluronanu modifikovaného
thiolovymi skupinami. Dle jejich pozorovani je ziejmé, ze thiolovany HA(Na) vykazuje
mnohem vy$§i modul pruznosti (téméef 20krat) nez cisty HA(Na), s tim souvisejici
mechanickou pevnost a tuhost modifikovaného polymeru. Kromé¢ toho vys$§i modul
pruznosti také znaci, ze thiolovany hyaluronan ma schopnost ukladat deformac¢ni energii

elastickym zpiisobem [66].
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3 SITOVANI A PRIPRAVA HYDROGELU

Modifikaci polymerniho fetézce hyaluronanu vznikaji derivaty HA(Na), uréené k piimé
aplikaci, nebo k naslednému sitovani a pripravé hydrogeli ¢i tkdnovych nosicli tzv.

scaffolda.

Pti pouziti HA(Na) napt. ve formé scaffoldu, je potieba upravit rychlost degradace scaffoldu
tak, aby byla ekvivalentni rychlosti tvorby nové tkané. Toho lze docilit chemickym nebo

fyzikélnim zesitovanim.[6].

3.1 Sitovani

Jak uz bylo naznaceno v predchozi Casti textu, mimo konjugace existuje 1 sitovani, které
spociva ve spojovani polymernich fetézct kovalentni vazbou, jehoz vysledkem jsou tzv. 3D
struktury. Technologie sitovani se stala zajimavou oblasti tkdfiového inZenyrstvi pfi vyvoji
scaffoldli. Vysledkem sitovani je pevna sit’ polymerni matrice, ktera zlepSuje biomechanické
vlastnosti syntetizovaného materialu. Vazba vznikajici pfi sitovani mize byt fyzikalni nebo
chemickd. Vzajemné spojovani funkénich skupin €asti polymernich fetézcti, za vzniku husté
polymerni  sité¢, probiha prostiednictvim  kovalentnich  (chemickych) nebo

supramolekulérnich interakci, tj. iontové interakce, vodikové vazby atd. [67].

Sitovani hyaluronanu mtze probihat n¢kolika zptisoby. NejcCastéji se pti sitovani vyuziva
tzv. sitovaci Cinidlo, po jehoz piidani k polymernimu roztoku, dochdzi ke spojovani
jednotlivych ¢asti polymerniho fetézce do trojrozmérné 3D sité. Dalsi zptsob, jak ptipravit
sitovany hyaluronan, spocCivd v modifikaci polymerniho fetézce, jehoz vysledkem
je navazani potiebnych funkénich skupin na polymer, které nasledné podléhaji zesiténi tzv.

,self-crosslinku‘ [6].

3.2 Hydrogely

Hydrogely se definuji jako trojrozmérné sitované polymerni sité, které maji schopnost
absorbovat velké mnozstvi vody. 3D polymerni sit’ tvoii polymerni fetézec a voda, jenz
vyplituje volnd mista v makromolekule. Takovy hydrogel neni ve vodé¢ rozpustny. Hydrogel
nejcastéji tvofi hydrofilni polymer, jehoz fetézce se poji pficnymi kovalentnimi nebo
nekovalentnimi mezimolekulovymi (napf. iontové sily, hydrofobni interakce ¢i vodikové
mustky) vazbami, za vzniku jiz zmiflované 3D polymerni sité. Dalsi slozkou takového

hydrogelu mtze byt sitovaci Cinidlo, které se chova jako inicidtor samotného sitovani.
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Pred vznikem hydrogelu miZze nastat faze, kdy dochdzi vlivem pronikani molekul
rozpoustédla do struktury polymeru k otevirani polymerniho fetézce, coz lze oznacit jako
botnani. Pii lyofilizaci pfipraveného hydrogelu se odpaii molekuly rozpoustédla, pficemz
nedochéazi k poruseni polymerni sité. Vysledny material je lehky a jeho porozita mize

dosahovat az 98 % (obr. 15) [68].

Obr. 15: Piiklad vysuSeného hydrogelu pomoci lyofilizace (vlevo) a hydratované formy
hydrogelu (vpravo)

3.2.1 Kilasifikace hydrogela

Hydrogely Ize rozdélit dle nékolika raznych kritérii, jejichz zakladni piehled shrnuje obr. 16

[69]. Nize uvedené déleni hydrogelii tvoii jen nepatrnou ¢ast, na kterou lze v literatuie

narazit.
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Obr. 16 Klasifikace hydrogelii podle rliznych kritérii [69].

Podle struktury polymerni sité, lze hydrogely rozdélit na amorfni [70], semi-krystalické
[71], supramolekuly [72], hydrokoloidni agregaty a hydrogely s vodikovymi vazbami [73].

Podle iontového naboje na polymernim fetézci, rozliSujeme hydrogely aniontové [74],
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kationtové [75], hydrogely s neutralnim nabojem [76] a amfolytické hydrogely [77].
Aniontové hydrogely jsou takové hydrogely, které vznikaji spojovanim polymernich fetézcii
obsahujicich zaporné ionty, zatimco hydrogely kationtové ionty kladné [69] (obr. 17).
Nopak hydrogel s nulovym nébojem (neutralni naboj) musi mit ve svém fetézci vyrovnany
pocet kladnych a zapornych iontd. Amfolyticky hydrogel zase obsahuje jak kationty, tak i
anionty [78].

@ Mobile cation
@ Fixed anion

® Fixed cation
= Mobile anion

&
._// ==~ Polymer chain
&

® Cross-link

Obr. 17 Ptiklad (a) kationtového a (b) aniontového hydrogelu [69].

Podle piivodu se hydrogely déli na syntetické a piirodni [69, 78, 79]. Mezi piirodni
polymery, ze kterych se hydrogely daji ptipravit, patfi napt. celuloza, chitosan, dextran, [74].
Polyethylenglykol (PEG) naopak fadime mezi polymery syntetické [75]. Hydrogely lze
klasifikovat také na zéklad¢ jejich velikosti (obr. 18), tedy na tzv. makrogely (vice nez 100
um), mikrogely (100 nm—100 pm) nebo nanogely (mén¢ nez 100 nm) [69, 80, 81].

Macrogel

Ed Microgel

,

Polymer chains

DDO(XIDOOOQ(W‘

g 100nm - 100pm

Nanogel
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Obr. 18 Rozdéleni hydrogelt podle velikosti [81]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 38

Na zéklad¢ pficnych vazeb vyskytujicich se mezi polymernimi fetézci, 1ze hydrogely

rozd¢lit na zesitované fyzikaln€, chemicky anebo jejich kombinaci [69, 78, 79].

3.3 Priprava hydrogeli

Hydrogely lze ptipravit nékolika riznymi metodami. V bakalaiské praci jsou diskutovany
pfedevsim dva zplisoby jejich pripravy, a to fyzikdlni a chemické sitovani. Metodou
chemického sitovani vznikaji mezi ridznymi polymernimi fetézci kovalentni vazby. Ve
fyzikéalné¢ sitovanych gelech jsou jednotlivé polymerni fetézce propojeny sekundarnimi
vazbami, tj. obecn¢ slabymi silami, jako napft. iontové interakce nebo van der Waalsovy sily

[82].

3.3.1 Fyzikalné sitované hydrogely

Stabilita fyzikalng sitovaného hydrogelu, tedy fyzikalnich siti (napt. zbotnalych geli), kde
uzlové body sité jsou tvoreny fyzikalnimi interakcemi, pisobicimi mezi jednotlivymi
polymernimi fetézci. V posledni dobé Ize pozorovat rostouci zajem o fyzikalné zesitované
hydrogely, ktery patrné souvisi s jejich jednoduchou ptipravou a minimalni toxicitou,
protoze pii piiprave fyzikalné sitovanych hydrogelii vétSinou neni potieba pouzivat toxicka
sitovaci Cinidla [82, 83]. Proces fyzikalniho sitovani Ize ovlivnit vlastnostmi prostredi (pH,
teplota, iontova sila) nebo i1 fyzikdlné-chemickymi interakcemi (hydrofobni interakce,
vodikové vazby). Nevyhody fyzikalné sitovanych materiali spocivaji, predevsim v jejich
piechodné vazbé, nizké mechanické pevnosti (modul pruznosti) a soudrznosti, ¢i slabsi
stabilit¢ v podminkdch in vivo [84]. Existuje nékolik zpisobii ptipravy fyzikdlné
zesitovanych hydrogell — rozliSuyme sitovani vodikovymi vazbami [85, 86],

elektrostatickymi silami [85, 87] a hydrofobnimi interakcemi [88, 89].
Sitovani vodikovymi vazbami

Sitovani hydrogelli pomoci vodikovych vazeb, 1ze vyuzit pii vyrobé¢ tzv. injektovatelnych
hydrogell. Mezi vzdjemné biokompatibilnimi polymernimi fetézci, dochazi ke vzniku
vodikové vazby. Piikladem takového sitovani je sitovani hyaluronanu a methylcellulozy,
vzajemné spojenych vodikovymi vazbami, které popisuje obr. 18. Pfi plsobeni relativné
slabych vodikovych vazeb mezi polymery dochdzi k jejich $té€peni, které nasledné usnadiuje
prichod hydrogelové (polymerni) smési jehlou pii vytlaovéani. Po vytlaceni, polymerni

smes zrelaxuje do své vychozi gelové struktury [90].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 39

HO P
HO
0 HO HJC\O 0 o
O o

hydrogen bend O 0 iy N O‘CH

h\ﬂl HO HO i 3

OH 1 " C(O‘ .o‘ o] i HSC-
0 * Ho CH,

)
HC~0

‘Eo oo 0
(o] HO —
H/m . 0 o —h 150%0 O
?)‘IHZ HO i sk shear HO o Q
0 0. MM, n
HO HC!~ ?/\l
v] n H.c~0 HO H,C
‘EO 0 0, o] 3 e
HO 12 CH,
H,C

Obr. 19 Fyzikalni sitovani pomoci vodikové vazby hyaluronanu a methylceluldzy [84].

Jiny piistup sitovani zvolil kolektiv autorti Bell a Peppas (1996). Podaftilo se jim piipravit
hydrogel na bazi komplexu kyseliny metakrylové a ethylenglykolu (tzv. poly-metakrylovy-
g-ethylenglykol). Vodikova vazba, vytvorena mezi etherovou skupinou ethylenglykolu a
karboxylovou skupinou metakrylové kyseliny, je podminéna deprotonaci karboxylové

kyseliny (zé&vislost botnani komplexu na pH) [85].

Urcitym omezenim hydrogelii, sitovanych pomoci vodikovych vazeb, muze byt jejich
rychla degradace ve vodném prostiedi (fadové nékolik hodin), kterd miize prispivat k
omezeni jejich pouziti v oblasti tkdflového inzenyrstvi (napt. kratkodobé uvoliiovani 1éciva)

[84].
Elektrostatické interakce (iontové sit’ovani)

Dalsi variantu ptipravy hydrogelt piedstavuje sitovani polymernich fetézcl na zékladé
pusobeni elektrostatickych interakci. Ty lze rozdé€lit na skupinu elektrostatickych sil
pusobicich mezi (a) polymernim fetézcem a nizkomolekuldrni latkou (molekula, iont) nebo
(b) mezi dvéma opacné nabitymi polymernimi fetézci, tzn. polymer-polymer. Ptikladem
sitovani mezi polymernim fetézcem a nizkomolekularni latkou mize byt sitovani alginatu
sodného s dvojmocnym iontem, (nejéastdji vapenaty kationt (Ca®") chloridu vapenatého).
Kationt Ca** interaguje s karboxylovou skupinou alginitu za vzniku hydrogelu (obr. 20)
[87]. Naopak piikladem sitovani mezi dvéma opacné nabitymi polymernimi fetézci jsou
peptidy (amfifilni molekuly). Na jejich fetézci se stiidaji kladn€ a zaporné nabité Casti a
samovoln¢ tak vytvaii prostorovou sit — hydrogel. Tyto hydrogely 1ze pouZzit napft. jako
matrice pro pfenos léku nebo jako zahustovadla v kosmetice [91]. Naptiklad Zang et al.

(2018) ptipravili elektrostatickou interakci hydrogel na bazi chitosanu, heparinu a kyseliny
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(y-glutamové), ktery podporuje 1écbu chronické diabetické rany (napi. diabeticky vied na

noze) [92].
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Obr. 20 Mechanismus piipravy hydrogelu na bazi alginatu a Ca? [93]
Hydrofobni interakce

Neméné vyznamnou skupiny hydrogelti pfedstavuji hydrogely sitované hydrofobnimi
interakcemi. Princip hydrofobniho sitovani probihd na zakladé plsobeni interakci mezi
hydrofobni a hydrofilni ¢asti amfifilniho polymeru. Vlivem rostouci teploty dochéazi k
agregaci hydrofobnich casti, diky které klesa mnozstvi hydrofilnich ¢asti, jehoz vysledkem
je vytvoreni tzv. hydrofobniho bloku [93]. Autofi Toncaboylu et al. (2012) zkoumali
strukturdlni parametry tzv. ,,self-healing* hydrogelli, pfipravenych na zakladé ptisobeni
hydrofobnich interakci dodecylsulfatu sodného (SDS) s akrylamidy ve vodném prostiedi.
Samotna syntéza probihala micelarni kopolymeraci akrylamidd s n-alkyl(metha)akrylaty
(hydrofobni latka s alkylovym fetézcem o 12-22 uhlicich). Vysledkem jejich prace bylo
zjisténi, ze pritomnost hydrofobni latky v hydrogelu zvySuje Uc¢innost tzv. self-healing
procesu, tedy po jeho poSkozeni (rozbiti), se hydrogel vlivem piisobeni hydrofobnich

interakci snaze poji dohromady [88].

3.3.2 Chemicky sitované hydrogely

V chemicky sitovanych hydrogelech jsou polymerni fetézce sitovany kovalentnimi
vazbami, které vznikaji bud’ chemickymi reakcemi komplementarnich funk¢nich skupin

(napt. polymery nebo mezi polymery a sitovacimi ¢inidly), radikdlovou polymeraci (napt.
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vinylové monomery v pfitomnosti sitovacich ¢inidel), ¢i kopolymerizaci monomeru a
pridaného sitovadla v roztoku atd. Jak uz bylo naznaceno, pii chemickém sitovani dochazi
mezi jednotlivymi polymernimi fetézci ke vzniku kovalentni vazby [94]. Pravé diky
chemické vazbé, maji vysledné hydrogely, ve srovnani s hydrogely fyzikalné sitovanymi,
lepsi mechanickou, chemickou a teplotni stabilitu [95, 96]. Na druhou stranu sitovani
polymeri s vyuzitim chemickych sitovadel mize zvysit jejich toxicitu, a zamezit tak jejich
pouziti napt. v medicinskych aplikacich [97].

Sit’ovani radiaci

Dalsi moznosti chemického sitovani je tzv. radiacni sitovani. Sitovaci reakce probihd na
zéklad¢ pisobeni vysokoenergetického zateni (napi. elektronovy paprsek, gama zéfeni,
rentgenové zafeni) [98] bez pouziti sitovaciho ¢inidla, jehoz vysledkem jsou volné radikaly.

Radia¢ni sitovani 1ze mimo jiné vyuZit i pfi polymeraci nenasycenych sloucenin [99].

Ptipravu superabsorp¢nich hydrogeli na bazi Tara gumy a kyseliny akrylové, pomoci
vysokoenergetického gama zareni, zkoumali autofi Alla, Sen a el-Naggar (2012). Piipravené
hydrogely byly navrzeny pro aplikaci do détskych plen [100]. Hydrogely na bazi Zelatiny
vyztuzené nanokrystaly celulozy, sitované radiacnim zafenim, fesil tym autorit Wan Ishak
a kolektiv (2021). Jejich in vitro studie prokazaly, Ze tento typ hydrogeld, Ize pouzit pii
fizeném podavani 1é¢iv [101].

Sit’ovani pomoci enzymii

Krom¢ radia¢niho sitovani, 1ze hydrogely pfipravit pomoci enzymu, fungujicich jako tzv.
katalyzatory iniciujici tvorbu kovalentnich vazeb mezi molekulami proteinti [ 102]. Sitovani
pomoci enzym se jevi jako strategicky vyhodné, protoze samotné enzymy jsou télu vlastni
a katalyzuji fadu jeho reakci. Mezi takové enzymy patii napt. trans-glutaminy (thiolové
enzymy), které zptisobuji tvorbu fibrinovych srazenin a zrohovatélé pokozky pii hojeni ran,
nebo tyrozindzy (enzymy obsahujici méd’), které se podili na tvorbé melaninu, ¢i tuhnuti

kutikuly u hmyzu [103].
Enzymy katalyzované proteinové sit¢ byly zkoumény v riznych aplikacich. Naptiklad pii
upravé textury potravindiskych produktl, pti feSeni biomimetickych tkanovych scaffold

nebo ke zpevnéni vlaken na bazi proteinl pro textilni primysl [102].
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Sit’ovani komplementdarnimi skupinami chemické reakce

Jak jiz bylo feceno, v dusledku chemického sitovani mezi jednotlivymi funkénimi
skupinami (tzv. komplementarnimi skupinami) polymerniho fetézce, vznikaji kovalentni
vazby. Nejcastéji je lze ptipravit napi. Michaelovou adici, formaci Schiffovy baze (vznik
skupin aldehyd a primarnich aminli, mezi kterymi vznika kovalentni vazba) voda, ¢i

fotopolymeraci thiolu a termalnich alkenti atd. [104].

Formaci Shiffovy baze byly pfipraveny injektovatelné hydrogely na bazi karbodihydrazidem
modifikované Zzelatiny a aldehydy modifikované kyseliny hyaluronové. Tyto hydrogely
podléhaly degradaci daleko méné nez hydrogely na bazi nativni Zelatiny a kyseliny
hyaluronové. Diky pomalej$i degradaci, je Ize uplatnit pfi procesu angiogeneze a také jako

scaffoldy pro tkanové inzenyrstvi [105].

3.3.3 Priprava hydrogeli pomoci thiolovaného HA(Na)

Jak uZ bylo naznaeno v pfedchozich ¢astech prace, thiolovany hyaluronan lze pfipravit
riznymi zpusoby. NejCastéji se jedna o nukleofilni (vyména thiol-disulfid [106], Michaelova

adice [107]) nebo radikélovou (thiol-ene adice [106], oxidace [14]) reakci.
Vyména thiol-disulfid

Pti thiol-disulfidové vyméné dochazi k nukleofilnimu ataku disulfidické vazby thiolatovymi
anionty. V pfipad¢, ze disulfidickd vazba bude symetrickd, vyslednd vazba vznikne bez
jakékoli preference (obr. 21). Ovsem v ptipad¢, ze cilem nukleofilniho ataku bude vazba
asymetricka, bude upiednostiiovan vznik stabilnéjsSich, a pro thiomery vyhodnéjsich, vazeb

[106].

Ri< S
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Thiol Group  Disulfide bond Disulfide bond  Thiol Group

Obr. 21 Priklad nukleofilniho ataku symetrické disulfidické vazby [6].

Michaelova adice

Michaelova adice je nukleofilni reakce, pti které se za pfitomnosti malého mnoZstvi
katalyzatoru (nejcastéji baze), thiolové skupiny aduji na alkeny. Z priitbéhu Michaelovy
adice, znazornéné na obr. 22 je vidét, Ze pritomnost baze katalyzuje thioldtovy aniont, ktery

pusobi jako tzv. nukleofil a atakuje dvojnou vazbu alkenu, za vzniku aniontového
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meziproduktu (karbaniontu). V dal$im kroku reakce piijima karbaniont od thiolovaného
reaktantu proton, jehoz vysledkem je vytvoteni tzv. thiol-Michaelova adi¢niho produktu
[107].
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Obr. 22 Princip Michaelovy adice [107].

Thiol-ene adice

Thiol-ene adici mizeme popsat jako reakci mezi thiolovou skupinou a alkenem, za vzniku
alkylsulfidové vazby, zprostfedkované volnymi radikaly [108, 109]. Thiol-ene adici
hyaluronanu, probihajici v pfitomnosti riboflavinfosfatu (RFP) jako fotoinicidtoru, se ve své
praci zabyval tym autorii Lee, Fernandez a Myung (2018). Vysledkem jejich prace byl
hydrogel na bazi HA(Na) sitovany viditelnym modrym svétlem (obr. 23). Pii thiol-ene
reakci methakrylovaného a thiolovaného hydrogelu, indukované modrym svétlem, doslo

k vytvofeni zminéné alkylsulfonové vazby [108].
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Obr. 23 Prubeh thiol-ene adice hyaluronanu [108].
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Oxidace

Pii oxidaci thiomert dochazi ke vzniku disulfidové vazby. Mechanismus sitovani
vychazejici z oxidace, ptipomina sitovani proteint. Pfikladem takového sitovani mohou byt
tzv. glykoproteiny (vyskytujici se na povrchu slizni¢nich epitell1), které spolu s cysteinem
vytvari stabilni hydrogely. Obdobné je tomu i u vlasovych keratinti, které situji skrze

disulfidovou vazbu [110].

Nejbeznéjsim oxidacnim ¢inidlem, pouzivanym pii oxidaci thiolovych skupin, je kyslik, jak
ve form¢& vzdu$ného kysliku nebo ptfidaného oxidac¢niho cCinidla (napt. H»O;). Touto
problematikou se zabyvali 1 Kafed;jiiski et al. (2007), Bian et al. (2016) a Cao et al. (2019),
ktefi ve své praci popsali ptipravu samo-situjiciho thiolovaného hydrogelu na bazi HA(Na),

jehoz reakéni schéma popisuje obr. 24 [7, 9, 14].
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Obr. 24 Mechanismus sitovani thiolovaného hyaluronanu pomoci vzdu$ného kysliku [10].
3.4 Vyuziti hydrogeli

Obecné hydrogely nasly uplatnéni v mnoha aplika¢nich oblastech jako je zemédé&lstvi [111],
potravinafstvi [112], biomedicinské aplikace [113], tkanové inZenyrstvi [114], systém

podavani 1€ki [115] atd.

3.4.1 Vyuziti hydrogelii na bazi thiolovaného hyaluronanu

Jednou z oblasti, ve které hydrogely na bazi thiolovaného hylaluronanu (HA-SH hydrogely)
nasly své vyuziti, je oftalmologie. Oftalmologickd terapeutika kladou na pouzivané

hydrogely specialni pozadavky, které ne vzdy vSechny hydrogely splni. Mezi tyto poZadavky
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patii naptiklad rychlost gelace in situ, cytokompatibilita a biokompatibilita. Ukézalo se, ze
pravé hydrogely na bazi thiolovaného hyaluronanu, jsou pro takové pouziti vhodné, a to
predevsim diky kratsi dob¢ gelace, ktera ovlivituje pokles (pfipadné uplnou ztratu) 1é¢iva

na povrchu oka [116].

HA-SH hydrogely lze vyuzit napi. v podob¢ injekéni implantace pii hojeni poskozenych
kloubnich chrupavek. Studie zaloZzené na implantaci téchto hydrogelti (kombinace gelu a
matrice) in vivo na laboratornich zvitatech, prokazaly jejich G€innost pfi regeneraci kloubni
chrupavky [117]. Aplikaénimi moznostmi injekéni podoby thiolovaného hyaluronanu se
zabyvali také autoii Cao et al. (2019). Pii pfipravé hydrogelu vyuzili metodu sitovani
pomoci thiol-enové reakce (Michaelovy adice) mezi thiolovymi a akrylatovymi skupinami,
kombinovanou s tvorbou disulfidové vazby mezi volnymi thiolovymi skupinami
v ptitomnosti vzdu$ného kysliku. Vysledky testi provedenych v podminkéch in vitro a in
vivo, potvrdily, Ze ptipraveny hydrogel 1ze vyuzit jako antiadhezivni pooperacni material
v chirurgii, bionertni tkanové plnivo nebo cytoprotektivni ¢inidlo [9].

Autofi Choh, Cross a Wang (2011) potvrdili, ze hydrogel ptipraveny na bazi thiolované¢ho

hyaluronanu (vyuziti thiol-disulfid vyménné reakce pomoci polyethylenglykoldithiolem

(PEQG)), Ize rovnéz pouzit pri enkapsulaci bunék (nékolika typll) a prenosu léciva [118].
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4 METODY CHARAKTERIZACE HYALURONANU

Zakladnim ptfedpokladem pro spravnou charakterizaci modifikovaného polymeru je vhodné

zvoleni metody charakterizace. Mezi nejpouzivanéjsi techniky pro potvrzeni modifikace

patii nuklearni magneticka rezonance a infracervena spektroskopie.

Zakladem spektrofotometrie je elektromagnetické zareni (obr. 25), které Castice hmoty
emituji  (molekuly, atomy) nebo snim interaguji [119]. K prenosu energie

elektromagnetického zareni dochazi prosttednictvim fotont [119].
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Obr. 25 Elektromagnetické spektrum a jeho rozdéleni [120]

K interakci Castice s elektromagnetickym zafenim muze dojit pouze pti zcela specifickych,
a pro danou ¢astici charakteristickych, hodnotach frekvence, poptipad¢ energii. Vysledkem
této interakce je spektrum Castice vzorku, vyjadiené jako zavislost intenzity méfené veliciny
na vlnové délce (popf. vinoctu) zafeni [119]. Ziskané spektrum lze vyuzit pfi analyze a
nasledné identifikaci latky (struktura a koncentrace latky). Na zédklad€ pozorované interakce

castice se zafenim, mlizeme spektrofotometrické metody rozdélit do dvou skupin.

Prvni skupinu metod charakterizuji interakce, pii kterych nedochéazi (pfi prichodu zareni
vzorkem) k vyméné energie, ale pouze ke zméné nékterych parametri napt. smér a rychlost
zafeni (metody méfeni indexu lomu, tj. refraktometrie a interferometrie), stdceni roviny

polarizovaného zatfeni (polarimetrie) ¢i difrakce zafeni (rentgenova difraktometrie) [120].

Druhou skupinu metod lze naopak charakterizovat interakcemi, pfi kterych dochazi (pii

prichodu zareni vzorkem) k vyméné energie. Podstatou téchto interakcei je schopnost atomu
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meénit svilj energeticky stav, pfijetim nebo vyzarenim energie ve forme fotontl. V ramci této

skupiny lze spektrofotometrické metody dale rozd¢lit:

a) pokud latka absorbuje nebo emituje zafeni (absorpéni nebo emisni

spektrofotometrie),

b) pokud pfi absorpci nebo emisi zafeni dochazi k vyméné energie atomt nebo celych

molekul (atomova nebo molekulova spektrofotometrie),

c) nebo podle zkoumané oblasti vlnovych délek -elektromagnetického zatfeni

(rentgenova, ultrafialova, viditelnd a infracervena spektrometrie) [120].

4.1 Infracdervena spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR)

Infracervenou spektroskopii 1ze definovat jako nedestruktivni analytickou metodu, ktera
méii a vyhodnocuje absorpcni spektra molekul o vinovych délkéach v rozsahu 700 nm — 100

um (tj. vinocet 14 000 — 10 cm™), které se nazyva spektrum infradervené oblasti [120].

Infracervené spektrum bylo objeveno sirem William Herschelem v roce 1800, kdyz zkoumal
energetické hladiny spojené s vinovymi délkami viditelného svétla. Pfi studiu teplot ve
viditelném spektru totiz predpokladal, ze pii méfeni teploty lehce pod cervenou oblasti
spektra, jiz nedochdzi k jejimu nartstu. Nasledné bylo zjisténo, ze k nartstu teploty v oblasti
s krat§Simi vlnovymi délkami, i pfesto dochazi. Paprsky, nachéazejici se pod Cervenymi
paprsky, nazval tzv. ,nebarevnymi, neviditelnymi paprsky®“, které byly pozdéji

piejmenovany na infracervené [121].

Infracervend (IR - infrared) oblast ma ve srovnani s oblasti viditelného svétla, mensi energii
a delsi vlnovou délku, zatimco pii srovnani s oblasti mikrovln, mé energii vyssi a vlnou
délku kratsi [122]. Oblast infracerveného spektra tvofi tii uzsi oblasti: oblast blizka (NIR)
s rozsahem vInodtd 14 000 — 4000 cm’, stfedni (MIR) o vInoétech 4000 — 400 cm™ a
vzdalena (FIR) v oblasti 400 — 10 cm™ [121-123].

Princip

Princip metody je zaloZen na prostupu elektromagnetického zafeni hmotou a jejich vzéjemné
interakci. Zafeni interaguje s polaritou chemické vazby molekul. Pokud molekula nema
polaritu, tj. dipélovy moment, je v infraerveném spektru inaktivni [121, 122]. To znamena,
ze aby mohlo dojit k uréeni funkénich skupin, musi byt molekula aktivni v IR oblasti spektra.
Infracervené zéatfeni nemohou pohlcovat samotné atomy, protoze neobsahuji chemickou

vazbu, ani symetrické molekuly, které maji nulovy dip6élovy moment [122].
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Chemickeé vazby vibruji na charakteristickych frekvencich, coz znamend, ze kazdad molekula
v zédkladnim stavu vykazuje energii (frekvenci, vinocet vibrace). Po dopadu IR zafeni na
povrch vzorku, absorbuje molekula zafeni o stejné energii (frekvenci), které odpovida
vibraci dané funkéni skupiny (pfi splnéni podminky zmény dipdlového momentu) [123].
Frekvence zéfeni absorbované vzorkem musi odpovidat frekvenci vibrace dané¢ molekuly
[120]. Vysledkem je IR spektrum zkoumané latky s charakteristickymi absorpénimi
oblastmi, které odpovidaji frekvenénim vibracim chemické vazby. Témto charakteristickym
oblastem se tika ,,otisk prstu, ktery je pro kazdou funkéni skupinu jedine¢ny, a proto Zadné

dveé molekuly (odli$né struktury) nemohou mit stejné IR spektrum [122, 123].

Pocet vibraci molekuly lze definovat poctem vibracnich stupiiti volnosti. Molekula s po¢tem
N atomt v 3D prostoru ma 3N stupiiit volnosti a mize vykonavat tii translaéni pohyby (ve
sméru tii os). Tti rotaéni pohyby jsou urCeny pro rotaci nelinearni molekuly a dva pro
linearni molekuly. Pocet vibraci je nasledn¢ urcen jako rozdil celkového poctu pohybt
molekuly a pocet translacnich rota¢nich pohybi. Pro nelinearni struktury plati 3N-6 a pro

linearni struktury 3N-5 vibraci [120, 121].
Instrumentace

Rozeznavame dva typy IR spektrometrii: disperzni infraerveny spektrometr a infracerveny

spektrometr s Fourierovou transformaci (FTIR) [120, 121].

Princip disperzniho spektrometru je =zalozen na rozkladu svétla dopadajiciho na
monochromator (miizkovy monochromator). Oproti FTIR obsahuje vice zrcadel, difrakéni
miizku a Stérbinu, na které dochazi k vétSim ztrdtdm energie prochazejiciho svétla.
Infracerveny spektrometr pracuje na principu [120] Fourierovy transformace, jehoz zékladni
soucast je Michelsonliv spektrometr, ziskany signdl ptevede matematickou operaci, tj.
Fourierovou transformaci, na infracervené spektrum. FTIR spektrometru ma fadu vyhod,
napi. rychlej$i méteni spekter, vyssi citlivost pfi méfeni, vyssi pomér signalu k Sumu (to
vede ke kvalitné€jSimu a detailn&j$imu spektru), ¢i moznost méteni vSech frekvenci najednou

[120].

Mezi hlavni komponenty FTIR patii: zdroj IR zafeni, interferometr, detektor, zesilovac
signalu a pocitac [122]. Zasadni soucasti pfistroje je tzv. Michelsonilv interferometr (obr.

26), ktery je sloZen z délic¢e paprskd, statického a pohyblivého zrcadla [121-123].

Ze IR zdroje vychazi zateni dopadajici na polopropustny déli¢ paprski, na kterém dochazi

k rozdéleni paprskll. Jednu ¢éast paprsku déli¢ propusti smérem k pohyblivému zrcadlu,
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zatimco je druha ¢ast odrazena do statického zrcadla. Nasledné dochazi k odrazu paprski od
obou zrcadel a néavratu zpét do délice paprskii. Dle polohy pohyblivého zrcadla, jsou na
déli¢i paprsky scitany nebo ruseny, dochdzi k interferenci, diky které se jeden paprsek
dostava z interferometru a prochéazi vzorkem. Naopak paprsek, ktery nebyl absorbovan,
dopadd na detektor [120, 122], jeho signal je zesilen a pfeveden na digitalni signal.
Vysledkem méfeni je tzv. interferogram, tj. zavislost napéti na detektoru na pozici
pohyblivého zrcadla. Interferogram je néasledné pifeveden pomoci Fourierovi transformace
na tzv. ,single beam* spektrum, vyjadfujici zavislost intenzity zafeni na vlno¢tu (cm™).
Termin ,single beam* byl odvozen ze skutec¢nosti, ze FTIR vyuzivd pouze

jednopaprskového zateni [122].

Pfed samotnou analyzou vzorku je dilezité zméfit spektrum pozadi, diky kterému je

normalizovano spektrum méfeného vzorku [122].
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Dé&li¢ paprska ¥
Zdroj IC zafeni

Pohyblive zrcadlo

Laser
(ref. signal)

Detektor :
Zdroj IC zareni

b) ‘ Detektor

Obr. 26 a) FTIR spektrometr, b) schéma Michelsonova interferometru
Aplikace

Infracervenou spektroskopii 1ze vyuzit v rdmci chemickych analyz nebo 1 v primyslu pro
stanoveni a charakterizaci molekul. JelikoZ se jednd o nedestruktivni metodu, poskytuje
moznost zkoumat slozité sekundarni struktury komplikovanych molekul, jako jsou napft.

proteiny nebo DNA [121].

4.2 Nuklearni magneticka rezonance NMR

Nuklearni magnetickou rezonan¢ni spektroskopie (NMR) lze definovat jako nedestruktivni
analytickou metodu, kterou lze vyuZit pfi analyze (kvantitativni 1 kvalitativni) struktury dané
latky, na zaklad¢ absorpce radiofrekven¢niho zafeni vzorkem umisténém v silné

magnetickém poli [124, 125]. Diky tomu dochézi k zobrazeni atomli a molekul v roztoku 1

vvvvvv
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struktur, jako jsou sekundarni a terciarni struktury biopolymert, proteiny, DNA, RNA atd.

[126].
Princip

Jak napovidd nazev metody, jeji princip spociva ve studiu interakce atomového jadra s
magnetickym polem [125]. Zjednodusen¢ Ize fict, Ze atomové jadro se sklada z nukleontl, tj.
z kladn€ nabitych protond a nenabitych neutrond, pficemz ob¢ elementarni ¢asti maji tzv.
spinové kvantové cCislo (spin). Spin udava smér rotaéniho pohybu této ¢astice (vlastni
moment hybnosti). Soucet spinil vSech castic, které se nachazi v jadie atomu, 1ze oznadit za
jaderny spin. Diky tomu lze urcit, jestli bude zvoleny atom ¢i molekula vhodna k analyze
pomoci NMR metody. Obecné jsou nejlépe méfitelné atomy se spinem rovnym 1/2, napf.

'H, 13C, '°F atd. [126)].

Spiny elementarnich ¢astic maji v rovnovazném stavu ndhodné uspotradani a jejich energie
se sob¢ rovnaji. Pokud na atomy zacne ptlisobit magnetické pole, dojde k rozstépeni
zékladniho energetického stavu jadra na dvé diskrétni hladiny (obr. 27). Na jedné hladiné
budou mit spiny energii nizsi nez ptivodni hladina a zaroven bude mit mirny nadbytek spint,
zatimco druhé hladina bude mit energii hladiny vyssi a pocet spinti bude mensi. Plati, ze ¢im
je magnetické pole, plisobici na jadra atom, silné€jsi, tim jsou vétsi energetické rozdily mezi
jednotlivymi hladinami a zaroven i vétsi rozdil v zastoupeni spinti na danych hladinach [125-

127].
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Obr. 27 Energetické hladiny rozstépené pisobenim vnéjsiho magnetického pole [125]

Podminkou interakce atomového jadra s magnetickym polem je nenulovy magneticky
moment. Ten vykazuji jadra s lichym poctem protonil i neutrond nebo lichym poctem

nukleonu.

Pfi ozafeni atomu radiofrekvenénim zafenim dojde k tzv. magnetické rezonanci. Ta je

definovéna jako energeticky pfechod mezi roz§tépenymi hladinami, ke kterému dochézi pti
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absorpci nebo emisi zafeni o frekvenci, ktera odpovida rozdilu energetickych hladin. Jinymi
slovy u takto rozstépeného spinového systému, muze dojit k absorpci nebo emisi
jednotlivych spini na vyssi hladinu [126, 128]. Zafeni odpovidd vinovym délkam
v radiofrekvenéni oblasti [127]. Pfi méfeni se zaznamenava tzv. de-excitace, ke které

dochazi pti ukonceni plsobeni elektromagnetického zatfeni na atomova jadra [124].
Instrumentace

Nezbytnou souc¢asti NMR spektroskopie je supravodivy magnet, zdroje radiofrekvencniho
zéteni a detektor [127, 128]. Supravodivy magnet vytvaii homogenni magnetické pole [126,
128]. V podstaté se jedna o civku s nulovym ohmickym odporem tvoienou nékolik tisici
zéavity. Civkou tece proud o velikosti 100 A [126], zaroven generuje magnetické pole fadu
10 T a vice [128]. Supravodivy magnet musi byt pi1 svém provozu chlazen na nizké teploty
(4 K), proto je ponofen do kapalného hélia [126, 128]. Nadoba s civkou a kapalnym héliem
je, v dusledku omezenych zasob a vysokym pofizovacim ndkladim hélia, od okolniho
prostiedi izolovana dalsi vrstvou s kapalnym dusikem (obr. 28) [126, 127]. Soucasti NMR
spektrometru je 1 tzv. NMR sonda, ktera je slozena z (1) ptijimacich a vysilacich civek, (2)

¢lanku regulujici teplotu vzorku a (3) civky generujici gradient magnetického pole [126].

Piivod hélia
Privod dusiku

Privod vzduchu

Vakuova komora
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Magnet

Vzorek

Sonda

—

Obr. 28 Hlavni casti NMR spektrometru [129]
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Aplikace

Vsechny uvedené komponenty tvoti NMR spektrometr, ktery Ize vyuzit v celé fade aplikaci.
Jednou z nejzajimavéjSich je jeji pouziti v medicing, tzv. zobrazovani magnetickou
rezonanci (MRI). Vyhoda MRI spociva v zobrazovani mékkych tkéni ¢i oblasti se zvySenou
hustotou (napf. nadory), které napiiklad pomoci rentgenového zaieni (primarné pro kosti)
zobrazit nejde [128]. NMR metoda je Siroce vyuzivani i v chemii pii studiu struktury

nizkomolekularnich nebo i1 vysokomolekularnich latek [126].

4.3 Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM)

Skenovaci elektronovd mikroskopie patfi mezi techniky umoZznujici zobrazeni povrchu.
SEM poskytuje informace o topografii povrchu, krystalové struktuie nebo chemickém

slozeni vzorku [130].
Princip

Princip SEM metody spoc¢iva v interakci elektronového svazku se vzorkem. Elektrony
urychlené vysokym napétim dopadaji na vzorek, pronikaji do jeho struktury, kde dochazi
k riznym interakcim, které vedou napft. k emisi fotona a elektront ze struktury materialu.
Aby doslo k zobrazeni povrchu vzorku, jsou signaly vzniklé pii interakci elektronu
s povrchem zachyceny riznymi detektory v zavislosti na pouzitém rezimu SEM (napf.
rentgenové mapovani, sekundarni zobrazeni elektronti, zobrazeni zpétné odrazenych

elektronti nebo Auger elektronova mikroskopie) [131].

Strukturu vétSiny materidlii 1ze pozorovat pomoci SEM bez vétSich obtizi — analyzovany
vzorek staci aplikovat na uhlikovou pasku nanesenou na kovovém terciku. Ovsem dilezitym
pfedpokladem k zobrazeni povrchu vzorku pomoci SEM je, aby dany material byl vodivy.
Proto ptiprava nevodivych vzorka vyzaduje naneseni tenké kovové vrstvy (palladium) na

jejich povrceh, tzv. pokoveni [132].
Instrumentace

Hlavni ¢asti SEM jsou uvedeny na obr. 29. Zdrojem priméarnich elektront je elektronové
délo. To nejen Ze zajisti produkei elektroni, ale soucasné je urychli na energetickou hladinu
az 30 keV. Elektromagnetické o¢ky a apertury usmérni elektronovy svazek na vzorek a
zaostii jej na pozadovanou velikost. Déale pak snimaci civky elektronového paprsku,

detektory signalu a systém zpracovani poskytuji zdznam obrazu povrchu vzorku
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v realném Case. Celé prostiedi elektronového mikroskopu je udrzovano ve vysokém vakuu,

kvtli pohybu elektront bez rozptylu, ktery je zpisoben vzduchem [131, 132].

elektronové délo —iw ;

2
anoda -Flﬁ E
= skenovaci
. i 1 ? ' generator
elmg. ¢ocky { J zesilovac
. - ? '
- - 1 k i
objektiv : 2?‘?1;; “
detektor BSE i
detektor RTG

. ' detektor SE

vzorek

Obr. 29 Hlavni komponenty SEM [133]
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Aplikace

Jak jiz bylo zminéno vyse, skenovacim elektronovym mikroskopem muze byt zobrazena
topografie povrchu, ale také Ize pomoci SEM identifikovat chemické slozeni, ¢i elektrické
vlastnosti materidlu [130]. Z pohledu hydrogelii, slouzi SEM k charakterizaci jejich
struktury a velikosti porit a morfologie scaffoldi. SEM také umoznuje studium adheze bunck

nebo jejich proliferaci na scaffoldech [134].

4.4 Rotacni reometr

Reologie je véda, kterd se zabyva tokem a deformaci hmoty, newtonskych a nenewtonskych
kapalin ((a) ¢asoveé nezavislé, (b) Casoveé nezavislé, (c) viskoelastické kapaliny) mezi které
se fadi napt. roztoky nebo taveniny polymeri. Polymery pfi toku vykazuji smykové chovani
(tzv. pseudoplasticitu), coz znamena, Ze jejich viskozita s rostoucim gradientem rychlosti
klesa. Mimo to se polymery chovaji Viskoelasticky, tzn., ze Vykazuji vlastnosti viskdznich
veli¢ina charakterlzujlm tok materialu je dynamické viskozita. Viskozitu 1ze definovat jako
odpor kapaliny vici toku, tedy jako vztah smykového napéti k rychlosti smykové deformace.
Pro newtonské kapaliny (linearni viskozni kapaliny, které 1ze popsat linedrnim Newtonovym
modelem) viskozita nezdvisi na rychlosti smykové deformace. Naopak kapaliny

nenewtonské, jak jiz bylo uvedeno, neni mozné popsat linedrnim Newtonovym zdkonem.
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V ptipad¢ téchto kapalin oznacCujeme viskozitu jako zdanlivou jejiz hodnota je obecné
zavisla na rychlosti smykové deformace v kapaliné ¢i predchozi deformacni historii
kapaliny. Zapletené makromolekuly polymerniho fetézce se rozplétaji a orientuji se ve

sméru toku (pfi dostateéné velké deformaci) [135].

Vyznamny vliv na zpracovani polymernich materiald ma zptsob, jakym materil reaguje na
smykovou a tahovou deformaci [136]. Proto je studium reologickych vlastnosti biopolymerti
velmi dilezité napt. z pohledu 3D tisku (biotisku) €1 pro jejich nasledné vyuziti, napt. v

tkanovém inzenyrstvi (scaffoldy).

K charakterizaci reologickych a viskoelastickych vlastnosti polymernich tavenin, roztokii,
suspenzi atd. slouZi rotacni reometr. Rotaéni reometry umoziuji méfit jak v ustdleném poli
(viskozita, smykové napéti, rychlost smykové deformace) tak 1 v oscilacnim poli (komplexni
viskozita, viskoelastické moduly). Sklada se z horni (vétSinou pohybliva) a dolni (staticka)
geometrie, mezi kterymi je umistény méfeny vzorek materialu. Tyto geometrie mohou byt
v konfiguraci deska-deska, valec-valec, kuZel-deska. Viskozita je urCovdna na zdklad¢
znalosti krouticiho momentu ur¢ené¢ho z pohyblivé Casti geometrie, ze kterého se spocita
smykové napéti. Rychlost smykové deformace je vypocitana z uhlové rychlosti pohyblivé

casti geometrie [137].

Mezi zékladni métené veliCiny tedy patii komplexni modul G*, ktery lze rozdélit na tzv.
»storage* modul G (Pa), ktery predstavuje soufazovou (elastickou) slozku oscila¢niho pole
atzv. loss* (ztratovy) modul G (Pa), ktery predstavuje imaginarni slozku. Dale komplexni
viskozita n* (Pa-s), tj. frekvencné zavisla viskozitni funkce pti harmonické oscilaci
smykového napéti [ 135]. Uvedené veli€iny jsou méfeny v zavislosti na €ase 7 (s) nebo thlové

frekvenci w (rad/s).
Instrumentace

Hlavni ¢asti rotacniho reometru jsou uvedeny na obr. 30.
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Obr. 30 Hlavni casti rota¢niho reometru [137]
Pomoci rotacniho reometru lze provést dva zakladni typy méfeni — prvni typ méfeni lze
oznacit jako tzv. rotacni testy, pti kterych se horni geometrie otadc¢i jednim smérem. Druhym

typem méfeni jsou tzv. oscilaéni testy, pii kterych horni geometrie kmita kolem osy.
Aplikace

Reologii lze vyuzit v celé fadé primyslovych odvétvi. V kosmetickém primyslu hraje
reologie dilezitou roli z hlediska aplikace a dlouhodobé¢ stability krémt. Studuji se
parametry jako je napf. roztiratelnost. Ve farmaceutickém primyslu Ize reologii vyuzit pii
optimalizaci vyrobnich procest, pro dlouhodobou stabilitu disperze a také pro nasledné
kone¢né pouziti rtiznych krémt, pletovych vod atd. Reologie nachazi uplatnéni také
v potravinarském primyslu — charakterizuje tok napft. klasickych omacek (napt. kecup),
vin atd. [138]. A vrdmci moznych biomedicinskych aplikaci je dilezité znat takeé
reologické vlastnosti materidlli z hlediska 3D tisku (biotisku) struktur, zachovani tvaru

materidlu a také zivotaschopnosti bunék [139].
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II. PRAKTICKA CAST
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S POPIS EXPERIMENTU

V nasledujici kapitole jsou popsany jednotlivé kroky navrzeného experimentu vcetné
konkrétnich postupt prace (obr. 31). Prvnim krokem experimentu byla syntéza thiolovaného
hyaluronanu (HA-SH) a optimalizace podminek této reakce (molekulova hmotnost HA(Na),
ekvimolarni pomér reagujicich latek, koncentrace modifikovaného HA-SH). K potvrzeni
modifikace byl ziskany produkt charakterizovan (druhy krok) pomoci FTIR a NMR
spektroskopie. Nasledné byly za ptitomnosti vzdusného kysliku ptipraveny hydrogely (tfeti
krok) na bazi HA-SH (tzv. self-crosslinking). Charakterizace gelacniho ¢asu a tuhosti
thiolovanych hydrogelil (¢tvrty krok) byla provedena pomoci rotacniho reometru, konkrétné
se jednalo o oscilacni testy a testy reakéni kinetiky. Pfi oscilacnich testech byla studovana
tuhost gelu, tzn. zavislost komplexni viskozity a modulu pruznosti (storage module) na
uhlové frekvenci (rychlosti). Na zaklad¢ testl reak¢ni kinetiky byl stanoven gelacni Cas, tedy
za jak dlouho po rozpusténi polymeru dochazi k prevaze elastické slozky nad slozkou
viskozni. Viskozita a modul pruznosti byly stanoveny v zavislosti na Case. Na zaklad¢
znalosti gela¢niho Casu je totiz mozné posoudit, jestli 3D tisk (popft. biotisk) je vhodnou
metodou k pfipravé hydrogelti na bazi thiolovaného hyaluronanu. Hotovy zesitovany
produkt byl dale lyofilizovan, aby mohla byt provedena charakterizace (paty krok) na
skenovacim elektronovém mikroskopu (SEM), za Ucelem ziskéni informaci o porozité
vysledného materialu. Aby bylo mozné s pfipravenymi hydrogely dale pracovat a uvazovat
jejich aplikaci do zivych organisml, musi byt provedeny i testy cytotoxicity, popf.
proliferace bunck, v daném materialu. Tém piedchédzela ptiprava hydrogelu a nasledné
zkousky stability v systému ethanol - voda - DMEM (kultiva¢ni ¢inidlo) v pfedem
stanoveném cCasovém intervalu. Na zékladé vSech provedenych testi a analyz bylo
provedeno samotné zhodnoceni piipraveného materidlu z pohledu jeho vyuziti v oblasti

tkanového inZzenyrstvi.
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Obr. 31 Schéma jednotlivych krokii navrzen¢ho experimentu
5.1 Pouzité materialy
V experimentalni ¢asti byly pouZity niZze uvedené materidly. Hyaluronan (HA(Na),
kosmeticka Cistota, My, = 124, 243, 370 kDa) byl obdrzen od spolecnosti Contipro group,
a.s. (Dolni Dobroué, Ceska republika); 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) karbodiimid
hydrochlorid (EDC, 98 %, M = 191,7 g/mol), N-hydroxysukcinimid (NHS, 98 %, M =
115,09 g/mol), 4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorpholinium  chlorid
(DMTMM, 96,3 %, M = 276,72 g/mol) a 1-hydroxybenzotriazol hydrat (HoBt, 97 %, M =
135,12 g/mol) byly zakoupeny od firmy Sigma—Aldrich (St. Louis, USA). Cysteamin
hydrochlorid (CSA, biochemicka cistota, 99 %, M = 113,661 g/mol) a 1,4-dithiothreitol
(DTT, 99 %, p.a., M = 154,2 g/mol) dodala firma Carl Roth (Karlsruhe, Némecko).
Dialyza¢ni membrana SnakeSkin™ (MWCO 3500, vnitini pramér 35 mm).

5.2 Syntéza thiolovaného hyaluronanu (HA-SH)

5.2.1 Zavedeni thiolové funkéni skupiny na retézec HA(Na)
Pred samotnou modifikaci byly navoleny zakladni podminky reakce:
- navazka polymeru,
- molekulovd hmotnost polymeru,
- koncentrace polymeru,

- moléarni pomér reagujicich latek.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 59

Tyto parametry byly pfi experimentu obménovany za ucelem nalezeni nejefektivngjsi
kombinace vstupnich podminek k uspé$né syntéze thiolovaného hyaluronanu. Parametry

charakterizujici provedené reakce jsou vypsany v tabulce nize (tab. 1).
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Tab. 1 Navolené podminky syntézy thiolovaného HA(Na)

. Molukulova hmotnost ; L, Ekvimolarni pomér Rozdéleni produktu ; L,
Zn kti Vychozi latk: P k: I
ateni produktu HA(Na) [kDa] yehozifatky vychozich latek na dialyzu odminky dialyzy
HA-SH-1 243 HA, EDC/NHS, CSA 1:2:4:4 HA-SH-1 voda (pH=3,5), 24h
HA-SH-2 243 HA, EDC/NHS, CSA 1:2:4:4 HA-SH-2 voda (pH=3,5), 24h
HA-SH-3A bez dialyzy
HA-SH-3B voda (pH=3,5), 2h
HA-SH-3 370 HA, EDC/NHS, CSA 1:2:4:4
HA-SH-3C voda (pH=3,5) + 0,1M NaCl, 2h
HA-SH-3D voda (pH=3,5), 72h
HA-SH-4A bez dialyzy
HA-SH-4 124 HA, EDC/NHS, CSA 1:2:4:4 HA-SH-4C voda (pH=3,5) + 0,IM NaCl, 2h
HA-SH-4D voda (pH=3,5), 72h
HA-SH-5A bez dialyzy
HA-SH-5B voda (pH=3,5), 2h
HA-SH-5 370 HA, EDC/NHS, CSA 1:2:4:4
HA-SH-5C voda (pH=3,5) + 0,1M NaCl, 2h
HA-SH-5D voda (pH=3,5), 72h
HA-SH-6A bez dialyzy
HA-SH-6 124 HA, EDC/NHS, CSA 1:3:3:2 HA-SH-6C voda (pH=3,5) + 0,1M NaCl, 2h
HA-SH-6D voda (pH=3,5), 72h
HA-SH-7B voda (pH=3,5) + 0,02M NaCl, 2h
HA-SH-7 370 HA, EDC/NHS, CSA 1:2:4:4 HA-SH-7C voda (pH=3,5) + 0,IM NaCl, 2h
voda (pH=3,5), 1h +0,1M NaCl, 2h
HA-SH-7D
SH-7 + voda (pH=3,5), 1h
HA-SH-8B voda (pH=3,5) + 0,02M NaCl, 2h
HA-SH-8 370 HA, EDC/NHS, CSA 1:2:4:4
HA-SH-8C 0,1M NaCl, 1h + 0,02M NaCl, 1h
HA-SH-9 voda (pH=4), ,48h, Voo 40krat >
Viaqa) 3krat obména roztoku
HA-SH-9 124 HA, EDC, HOBt, CSA 1:4:3:4
da (pH=4), 48h, V,y,, 40krat >
HA-SH-9-pTT Y042 (PHZA), 48D, Vi 40krd
Viaay 3krat obmeéna roztoku
HA-SE-10 voda (pH=4), 48h, V, ;. 40krat >
Viaa) 3krat obména roztoku
HA-SH-10 124 HA, DMTMM, CSA 1:0,5:1,5
da (pH=4), 48h, V., 40krat >
HASH0prT VO (). 48, Vi 40k
Vi) 3krat obména roztoku
voda (pH=4), 48h, V ;. 40krat >
HA-SH-11 370 HA, EDC, HOBt, CSA 1:4:4:4 HA-SH-11 3 .
Viaa), 3krat obmeéna roztoku
voda (pH=4), 48h, V, ;. 40krat >
HA-SH-12 370 HA, EDC, NHS, CSA 1:2:4:4 HA-SH-12 , .
Viana) 3krat obména roztoku
voda (pH=4), 48h, V, ., 40krat >
HA-SH-13 370 HA, EDC, NHS, CSA 1:2:4:4 HA-SH-13 )
Viaa) 3krat obmeéna roztoku
voda (pH=4), 48h, V ;4. 40krat >
HA-SH-14 124 HA, EDC, NHS, CSA 1:2:4:4 HA-SH-14 ., .
Viaa), 3krat obména roztoku
voda (pH=4), 48h, V,, ;. 40krat >
HA-SH-15 600 HA, EDC, NHS, CSA 1:2:4:4 HA-SH-15 , .
Viaa) 3krat obména roztoku
voda (pH=4), 48h, V,, 4, 40krat >
HA-SH-16 243 HA, EDC, NHS, CSA 1:2:4:4 HA-SH-16 3 5
Vi) 3krat obmeéna roztoku
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Jak jiz bylo zminéno v teoretické Casti prace, mistem modifikace hyaluronanu a nésledného
navazani -SH je karboxylova skupina. Pfi modifikace hyaluronanu dochazi k navazani
thiolové skupiny na ptivodni karboxylovou skupinu prostfednictvim skupiny aminové.
Prvnim krokem syntézy thiolovaného derivatu kyseliny hyaluronové (HA-SH) bylo
rozpusténi 0,4 g hyaluronanu v 80 ml deionizované vody (Qmili) (I mmol). Po 24 hod
rozpousténi bylo k roztoku HA(Na) ptidano 0,230 g (2 mmol) latky N-hydroxysukcinimid
(NHS) a 0,767 g (4 mmol) latky 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) karbodiimid (EDC) ve
form¢& prasku. Tato reakéni smes byla michana pii laboratorni teploté¢ po dobu 2 hod, aby
doslo k aktivaci karboxylové skupiny na fetézci HA(Na). Po uplynuti reakéni doby bylo ke
smési piidano 0,454 g (4 mmol) cysteaminu (CSA), ktery byl pfed pfidanim rozpustén v 5
ml Qmili vody probublané¢ N, z divodu eliminace vzdu$ného kysliku, jenz iniciuje
samovolny vznik disulfidické vazby. Hodnota pH reak¢ni smési byla upravena na hodnotu
4,75 a modifikovana 24 hod. Reakce probihala za stdlého michani a pti laboratorni teploté

[14, 58].

Oy ONa 5 OH
/O o) O EDCNHS RT csa RT, 24h N
O 2h, 50 o —° H opmazs 0
HO OH NH -
0=

Obr. 32 Schéma modifikace hyaluronanu thioly [14].

Po 24h byla reakce ukoncena s naslednou purifikaci pfipraveného roztoku pomoci dialyzy.
Roztok byl preveden do dialyzatni membrany (cut-off 3,5kDa), kde byl dikladné
purifikovan proti vodé¢ (pH = 4) po dobu 48 hod. Obména dialyza¢niho roztoku byla
realizovéana 3krat. Po dialyze byl produkt zamraZen na teplotu -18°C a nasledné na -79°C.
Takto ptipravené vzorky byly vlozeny do lyofilizatoru a po ustaleni teploty na -80 °C byla
zahajena hlavni faze suSeni pfi tlaku 0,06 mbar. Hlavni suseni probihalo 30 hodin, po ném ihned
zacala druha faze kone¢ného suseni pfi tlaku 0,001 mbar v délce trvani 10 hodin. Vysledkem

byla pevna forma HA-SH [14, 58].

5.2.2 Redukce disulfidické vazby pomoci DTT

V prib¢hu purifikace modifikovaného hyaluronanu casto dochazelo k nezadoucimu
zesitovani thiolovaného produktu tzn. k predéasnému vytvoreni disulfidické vazby, jejimz

vysledkem byl zisk ve vodé€ nerozpustného produktu HA-SH. Eliminaci disulfidické vazby
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vytvofené mezi thiolovymi skupinami na polymernich fetézcich HA-SH, kterd bréani
rozpusténi polymeru ve vodé a néslednému sitovani pomoci vzdusného kysliku, byly
redukovany s vyuzitim dithiotreithol (DTT) (obr. 33). Samotna redukce disulfidové vazby

probihala nasledovné.

OH on oo
; 0 HO o] H20, pH=4. 75
(6]
HO&O -
OH N
O:( X

Obr. 33 Redukce disulfidické vazby pomoci DTT

K vodnému roztoku HA-SH (w= 0,5 %) bylo DTT ptidano v poméru 1:4 a pH roztoku bylo
nasledné¢ upraveno na hodnotu 8, pii které DTT vykazuje nejvyssi u€innost. Po 2 hod
intenzivniho michéni byla reakéni smés znovu dialyzovana po dobu 24 hod. Purifikovany
roztok byl nasledné¢ zmrazen a lyofilizovan, dle vySe zminénych podminek. Podminky

redukce disulfidické vazby modifikovanych HA-SH pomoci DTT jsou uvedeny v tab. 2.

Tab. 2 Shrnuti podminek reakce HA-SH s DTT

., Ekvimolarni pomér Doba . L,
Znaceni produktu Myasu [kDa] Mpyr [g/meol] L o Podminky dialyzy

HA-SH-9 124 DTT bylo pfidano pii
zavedeni thiolovych

HA-SH-10 124 skupin na fetézec HA(Na)

HA-SH-11 370

HA-SH-12 370 154,3 HA-SH:DTT = 1:4 2h/25°C

HA-SH-13 370 voda (pH=4), 24h, V, 0k
40krat > Vi s, 2krat

HA-SH-14 124 obména roztoku

HA-SH-15 600

HA-SH-16 243

5.3 Priprava hydrogelu na bazi thiolovaného hyaluronanu

Hydrogel na bazi thiolovaného hyaluronanu byl pfipraven technikou tzv. samozesiténi (tzv.

self-crosslinking) za ptitomnosti vzdusné kysliku jako oxida¢niho ¢inidla reakce.

Lyofilizovany produkt o rizné koncentraci polymeru (1 %, 2 % nebo 3 % (w/w)) byl
rozpu$tén v Qmili (T=25°C). Po rozpusténi byl roztok vystaven vzduSnému kysliku za

vzniku disulfidické vazby, kterd se vytvotila mezi thiolovymi skupinami, za vzniku 3D
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polymerni sit¢ (hydrogelu) (obr. 34). Vysledny hydrogel byl dale lyofilizovan za ucelem

dalsi charakterizaci pomoci skenovaci elektronové mikroskopie.
—0
N OF oM

NH 0 O—
HS /T‘$0H 0
0
) o
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Obr. 34 Sitovani thiolovaného hyaluronanu vzdusnym kyslikem
5.4 Metody charakterizace pripravenych vzorku HA-SH

5.4.1 FTIR

Pomoci infracerveného spektrometru Nicolet iS5 byly jednoduchou nedestruktivni metodou

stanoveny funk¢ni skupiny, které jsou vazané na disacharidovou jednotku hyaluronanu.

Meéieni probihalo technikou ATR (zeslabeny uUplny odraz) na germaniovém Kkrystalu.
Vzorky HA-SH byly pfed samotnym méienim lyofilizovany, rozetieny v tfeci misce pomoci
tloucku a nékolikrat prehnuty, aby nedoslo k protlateni materialu ptitlackou, kterou se

vzorek upevnuje ke krystalu.

Pfed samotnou analyzou bylo potieba navolit si zdkladni parametry méteni, kterymi lze
ovlivnit rychlost méfeni spektra nebo jeho kvalitu. RozliSeni spektra je prvnim parametrem
a byl nastaven na hodnotu 4 cm’!. Tento parametr udava, e aby byly ve spektru od sebe
rozliditelné dva pasy, musi byt vzdaleny miniméaln& 4 cm™. Druhym dfileZitym parametrem
je pocet skenii, ktery definuje kolikrat bude dané spektrum zméteno. V ramci méteni spekter
HA(Na) bylo zvoleno 64 skenll. Software Omnic pak finalni spektrum vytvoii jako primér
vSech 64 namétfenych spekter. Pocet skenil ovliviiuje kvalitu spektra, tedy zvySuje pomer
signdlu k Sumu. Vysledkem méteni je spektrum vyjadiujici zavislost absorbance na vinoctu
(cm™). Rozsah vInovych délek, resp. vinoéti, pro méfeni bylo od 4000 do 600 cm™. Software
Omnic také uzivateli dovoluje urcit plochu pod pikem (peak area) na zékladé které lze urcit,

zda-li doslo ke zméné ve spektru thiolovaného hyaluronanu oproti ¢istému HA(Na).
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5.4.2 NMR

Detailnéjsi popis struktury thiolovaného hyaluronanu byl popsan pomoci protonové
nukledrni magnetické rezonance (1H-NMR) za pouziti spektrometru JEOL ECZ 400 (JEOL
Ltd., Tokio, Japonsko). Pfistroj pracuje piti 1H frekvenci 399,78 MHz pii 25 °C.
Analyzované vzorky byly rozpustény v tézké vodeé (D20), kdy vysledné koncentrace roztoku
polymeru byla rovna 8,6 mg/ml. Rozpusténé vzorky byly ptfeneseny do specialnich NMR

kyvet zobrazenych na obr. 35.

Obr. 35 NMR kyvety
V programu ACD/NMR Processor Academic Edition byla surova data z NMR

spektrometru pievedena pomoci Fourierovy transformace na NMR  spektrum
s charakteristickymi piky odpovidajici jednotlivym funkénim skupindm. Signal vody (D20)

byl vyuzit jako reference a byla mu ptidélena hodnota 4,75 ppm.

Pomoci 1H-NMR byl stanoven stupen substituce (DS) thiolové skupiny véazané na
disacharidové jednotce hyaluronanu (DS, %). Stupen substituce lze spocitat jako relativni
pomeér integrace referen¢niho piku, tj. piku (6 = 2 ppm) (Zuava), ktery odpovida protontim
N-acetylové skupiny D-glukosaminu HA(Na), a piku volné thiolové skupin (8 = 2,4 ppm)
(Isn), popt. piku odpovidajici disulfidické vazbé (6 = 2,8 — 2,9 ppm) (Is-s), za pouZiti rovnice:

Isy
DS(%) = -100
(%) Inava (1
3
nebo

Is_s
DS(%) = IL- 100 )

ZHA

3
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Cislo 4 odpovida poétu protontl, které tvoii volnou thiolovou skupinu, ¢islo 8 zase poétu
protonil tvorici disulfidickou vazbu a cislo 3 poctu protond tvorici N-acetyl HA(Na).
Skute¢ny stupeii substituce DS je tedy podilem relativniho poméru integrace danych piki a

¢islu odpovidajicimu poctu protont ve vazbé [140].

5.4.3 Rotacni reometr

Reakéni kinetika a vyslednéd tuhost ptfipravenych hydrogelt byla studovana na zékladé
reologickych méteni s vyuzitim rotacniho reometru Anton-Paar MCR 502 pfi teploté 25 °C

za normalniho tlaku ve vzdus$né atmosfére.

Pro méteni reakéni kinetiky roztoku HA-SH (3,2 ml) byla vyuzita geometrie ,,valec-valec*.
Touto geometrii se méti vétsi objemy roztoku polymert (az 16 ml), ale kvili malému
mnozstvi analyzovanych vzorki, byla vyuzita specidlni geometrie valec-valec, tzv. double
gap, ktery tvofi dva soustfedné valce a dovoluje uzivateli méfit pii menSich objemech (3,2
ml). Méfeni probihalo pfi konstantni 10% deformaci s konstantni uhlovou frekvenci 10
rad/s. Byly sledovany reologické veliCiny, tj. komplexni viskozita 7, elasticky modul G a
ztratovy modul G v zavislosti na ¢ase méteni, které probihalo 14 hod. Vysledkem méteni

byla informace o gelacnim cCase, tedy misté praniku kiivek storage G" a loss G’ modulu.

Oscilacni testy byly uskute¢nény na ptipravenych kompletné zesitovanych hydrogelech.
Mg¢fteni byla provedena na systému ,,deska-deska®, ktery osciloval pfi konstantni 10%
deformaci s uhlovou frekvenci v rozmezi od 0,1 do 100 rad/s. Pfi méfeni byly sledovany
stejné reologické veli¢iny jako pfi méfeni reakéni kinetiky, ale v zavislosti na uhlové
frekvenci. Na zaklad¢ oscilaéniho méfeni Ize urcit vyslednou tuhost piipravenych HA-SH

hydrogela.

5.44 SEM

Pro detekci pori v ptipravenych lyofilizovanych vzorcich hyaluronanu byl pouzit skenovaci
elektronovy mikroskop (SEM) Phenom G2 Pro (Phenom World). Pomoci SEM lze
dosahnout vysokého optického rozliSeni a ménit rizné optické parametry (podsviceni,
kontrast nebo hloubka ostrosti). Vzorky byly sefiznuty pii¢éné a pomoci uhlikové pasky
pfipevnény na kovovy ter¢ik. Vzorky pozorované v SEM musi byt vodivé, aby doslo
k interakci vzorku s elektronovym svazkem. Proto byla na vzorky pfedem nanesena vrstva
palladia pomoci naprasovacky. Samotné pokoveni probihalo po dobu 60 s, pii proudu 18

mA. Pozorovani v SEM bylo realizovano pii urychlovacim napéti 10 kV.
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Velikost port a celkova porozita byla stanovena pomoci funkce treshold v programu ImageJ.
Tento program dokéaze snimek pofizeny z mikroskopu pievést z pixelli na mikrometry a pies
funkci treshold spocitat porozitu méten¢ho vzorku. Aby byla chyba méfeni eliminovana na
co nejnizsi hodnotu, byla celkova porozita materialu urcena jako priimeér z porozity zmétené

na 3 snimcich téhoz vzorku s ptislusnou chybou méfeni.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

Nasledujici kapitola shrnuje dosazené vysledky pfi napliiovani cile bakalaiské prace.

6.1 Syntéza HA-SH

Schéma syntézy HA-SH je uvedena na obr. 33. Na aktivovanou karboxylovou skupinu byl
navdzan NHS za vzniku aktivniho esteru HA-NHS. K aktivaci karboxylové skupiny byl
pouzit karbodiimid (EDC). Nasledné byl NHS nahrazen cysteaminem, ktery se na aktivni
misto HA(Na) navazal pfes aminovou skupinu, za vzniku thiolovaného hyaluronanu (HA-

SH).

Timto zpisobem bylo pfipraveno celkem 16 reakci, pii kterych byla feSena optimalizace
podminek syntézy, na zakladé obménény riznych parametrii (ekvimolarni pomér, podminky

dialyzy, ptidani redukcniho €inidla atd.), tak jak je uvedeno v tab. 1.

Na zaklad¢ pochopeni mechanismu thiolace hyaluronanu HA-SH byly piipraveny 4 derivaty
thiolovaného hyaluronanu v zavislosti na molekulové hmotnosti (124 kDa, 243 kDa, 370
kDa a 600 kDa) a s konstantnim ekvimolarnim poméru 1:2:4:4 reagujicich latek
(HA(Na):NHS:EDC:CSA). Uvedeny ekvimolarni pomér byl zvolen na zakladé studie autorti
Bian et. al. (2016), ktefi u tohoto poméru dosahli nejvyssiho stupné substituce thiolové
skupiny na HA(Na). Nezbytnou soucasti ptipravy HA-SH byla purifikace reak¢ni smeési
pomoci dialyzy, ktera probihala po dobu 48 hod a frekvence obmény dialyza¢niho roztoku
Cinila 2krat denné. Dialyza probihala v kyselém pH, aby bylo zabranéno vzniku disulfidické

vazby béhem cCisténi. Poté nasledovala lyofilizace produktu.

I ptestoze byly thiolové skupiny blokovany pomoci kyselého pH dialyza¢niho roztoku, doslo
k ,,samozesiténi* produktu jiz v membrané (nebo pted rozpusténim), proto dalSim krokem
syntézy byla redukce disulfidické vazby pomoci redukéniho ¢inidla (DTT). Po pfidani DTT
bylo pozorovano zvySeni stupné substituce volnych thiolovych skupin, coz potvrdilo
uspeésné Stépeni disulfidické vazby. Po redukéni reakcei nasledovala dalsi dialyza, za ucelem
docisténi produktu po pfidani DTT. Tato dialyza trvala jen 24 hod pfi zachovani stejné
frekvence obmény dialyza¢niho roztoku jako u ptedchozi dialyzy. Shrnuti definovanych
parametri syntézy jsou uvedeny v tab. 3. VSechny zde uvedené derivaty HA-SH byly

pouzity k dalsi charakterizaci uvedené v nasledujici ¢asti této prace.
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Tab. 3 Shrnuti parametrii syntézy HA-SH

; Molekulova hmotnost . ., . . .
Nazev reakce Ekvimolarni pomér Purifikace DTT Purifikace
M,, [kDa]
HA-SH-14-DTT 124
HA:NHS:EDC:CSA HA-SH:DTT 24
HA-SH-16-DTT NHS:EDC:CSA 48 hoa/2krat S .
= < = hod/2krat
denné .
HA-SH-13-DTT 370 1:2:4:4 1:4 denné
HA-SH-15-DTT

6.2 Charakterizace HA-SH

6.2.1 FTIR

Jednou z metod pouzitych pii oveéreni modifikace HA(Na) byla FTIR spektroskopie. Tato
jednoduchd a nedestruktivni metoda umoznila zjistit k jakym zménam ve spektru Cistého
HA(Na) doslo po jeho modifikaci pomoci thiolovych skupin. Spektra ¢istého hyaluronanu
(HA(Na)), thiolovaného hyaluronanu (HA-SH) a thiolovaného hyaluronanu po reduci
pomoci DTT (HA-SH-DTT) (Mw = 370 kDa) jsou uvedeny v grafu 1. Spektra vzorki

zbylych molekulovych hmotnosti jsou soucasti ptilohy této prace.

/L
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Gl L s

-

Absorbance

(a) 370 kDa_pure

-

3500 3000 2500 1500 1000
VInodet (cm™)

Graf 1 FTIR spektrum ¢istého (a) HA(Na), (b) HA-SH a (c) HA-SH-DTT pro
molekulovou hmotnost My, = 370 kDa

Pti porovnani spektra ¢isttho HA(Na) a HA-SH byla zaznamenana zména v oblasti past

3000 cm™ az 3600 cm™. V této oblasti se piekryvaji -NH a -OH skupiny. V &istém spektru
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je pozorovan S$ir§i a zaroven nizsi pas, jelikoz HA(Na) obsahuje vice -OH skupin nez
HA(Na) modifikovana thioly. Po navazani thiolové skupiny na misto karboxylové, dochazi
k redukci -OH skupin a k sou¢asnému narastu -NH skupin, coz se ve FTIR spektru projevi
z(Zenim a zaroven zvySenim pasu v oblasti 3000 — 3600 cm™'. Dle autor Xu et al. (2021)
[8], Hong et al. (2020) [10] a Yegappan et al. (2019) [11] pfitomnost thiolové skupiny
potvrzuje i pas, ktery se nachazi v okoli vino&tu 2500 cm™'. Absorpce tohoto piku neni piilis
velka, a proto na potvrzeni byla urcena 1 ,,plocha pod pikem* (tab. 5 a 6 v ptiloze), ktera
skuteéné prokazuje absorpci v této oblasti vinoétil. Cisty HA(Na) vykazuje absorpci v oblasti
vlno&tu 1610 cm™', ktera odpovidd asymetrické vibraci v -C=0 (karbonylové) skupiny,
zatimco ve spektru modifikovaného HA(Na) doSlo k rozstépeni tohoto pasu na dva — 1560
a 1620 cm™ (viz obr. 35-38). P4s v oblasti vlnoétu 1560 cm™ odpovida vibraci skupiny -CO-
NH, ktera potvrzuje vznik amidové vazby, a pas v oblasti 1620 cm™! reprezentuje -SH
skupinu navazanou na -NH. Tento pas byl potvrzen studii Qi-Hang et al. (2020), ktefi
rozstépené pasy prisuzuji vazbé amid I a amid II [12]. RozStépené pasy v této oblasti
vlnoctu pozorovali ve své studii také Cao et al. (2019) [9]. Si et al. (2019) v Cistém spektru
Ha(Na) detekuji pas v 1600 cm’, ktery je po modifikaci HA(Na) thioly rozloZen na dalsi
dva (1558 cm™ a 1640 cm™). Mimo to ve svych spektrech pozorovali absorpci v oblasti 2500
— 2600 cm™ [44]. Na zikladé porovnani zméfenych FTIR spekter s literaturou lze

konstatovat, ze modifikace HA(Na) thioly prob¢&hla uspésné.

6.2.2 NMR

Detailnéjsi a presnéjsi potvrzeni uspesné modifikace HA(Na) thioly a zaroven stanoveni
stupné& substituce thiolovych skupin, at’ uz volnych -SH ¢i vazanych v disulfidové vazbé -S-
S-, bylo realizovadno pomoci 1H NMR. Nejprve bylo zméteno spektrum ¢istétho HA(Na), ze
kterého je patrny vyrazny pik v oblasti 2,0 ppm, kterd odpovida N-acetylové skupiné (ve
spektru oznacené jako €. 1), zatimco oblasti pikd od 3,5 do 4,3 ppm, jsou piisuzovany
sacharidovému kruhu HA(Na). Pozorované piky jsou uvedeny v grafu 2, ktery obsahuje
spektrum cisté (a) HA(Na), (b) thiolovaného hyaluronanu (HA-SH) a (c) thiolovaného
hyaluronanu po reduci pomoci DTT (HA-SH-DTT) pro molekulovou hmotnost My, = 370
kDa. NMR spektra zbylych molekulovych hmotnosti jsou uvedena v ptiloze této bakalarské

prace.
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Graf 2 NMR spektrum cistého (a) HA(Na), (b) HA-SH a (c) HA-SH-DTT pro
molekulovou hmotnost My = 370 kDa

Po modifikaci thiolovymi skupinami byly ve spektru HA-SH detekovany nové piky, a to
v oblasti 2,92-2,98 ppm; 2,62-2,71 ppm a 2,36-2,53 ppm, jak je naznaceno v grafu 1 a 2.
Piky v oblasti 2,92-2,98 ppm a 2,62-2,71 ppm odpovidaji chemickému posunu methylovych
protonil tvotici disulfidickou vazbu (NH2CH>CH,S-SCH>CH>NH>), zatimco oblast 2,36-
2,53 ppm je pfisuzovana chemickému posunu methylovych protond, kterymi je thiolova
skupina vazana na disacharidovy kruh hyaluronanu (NH2CH>CH2SH). Po ptidani DTT doslo
k rozstépeni disulfidové vazby, kterd zpusobila jednak narist intenzity v oblasti chemického
posunu odpovidajicimu methylovym protonim NH>CH>CH>SH a jednak zvySeni stupné

substituce (DS) volné thiolové skupiny.
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Autofi Yu et al. (2020) u thiolovaného hyaluronanu v NMR spektru detekovaly nové piky
ve velmi podobnych oblastech chemického posunu, jako jsou uvedeny v této praci. Ovsem
po pridani DTT detekovali chemicky posun pikt 2,68 az 2,94 ppm do oblasti 2,45 ppm a ve
zminénych oblastech (2,68 az 2,94 ppm) jiz zadné piky nepozorovali [12]. To muize byt
zpusobeno odlisSnym zpisobem syntézy, jelikoz autory thiolovany HA(Na) ptipravovali
Michaelovou adici. Svou roli pii syntéze, a tedy i v dosazenych vysledcich, hraje jisté i
zvoleny ekvimolarni pomér, ktery v jejich ptipadé odpovidal 2:1,5:4 (EDC:HOBt:CSA).
Kolektiv autori Bian et al. (2016) ve své studii zabyvajici se pfipravou thiolovaného
hyaluroanu pozorovali nové piky v oblastech 2,45 ppm a 2,63 ppm, které souvisi
s ptitomnou disulfidickou vazbou [14]. Stejné piky detekovali v oblasti 2,52 ppm po syntéze
HA(Na) thioly autofi Xia et al. (2021) [141].

Po srovnani vysledkt NMR s vySe uvedenymi autory 1ze konstatovat, ze modifikace HA(Na)
thioly probéhla uspésné, jelikoz nové piky jsou pozorovany ve stejnych oblastech
chemického posunu. Mimo to se ve spektrech objevuji i piky odpovidajici necistotam (napf.
nezreagované zbytky vstupnich latek, reduk¢ni ¢inidlo atd.), které béhem dialyzy nebyly
dostateéné odstranény (vymyty), i po dvojnasobné dialyze. Usp&$nost modifikace byla dale
potvrzena stupném substituce thiolovych skupin (DS, %). Vypocet stupné substituce byl
realizovan pomoci piki NMR spektra. Jako reference byl zvolen pik odpovidajici N-acetyl
skupin€ vazané na disacharidovém kruhu Na(HA), protoze béhem modifikace u zminéné
skupiny nedochézi k jeho zadné zméné. Prehled dosazenych vysledkii DS u zkoumanych
molekulovych hmotnosti je uveden v tab. 4

Tab. 4 Dosazené stupné substituce (DS) thiolovych skupin pro zkoumané molekulové
hmotnosti hyaluronanu

Nézev reakce Molekulova hmotnost  Stuperii substituce
M,, [kDa] DS [%]
HA-SH-14-DTT 124 30,9
HA-SH-16-DTT
HA-SH-13-DTT 370 33.8
HA-SH-15-DTT

Ekvimolarni pomér (1:2:4:4) latek vstupujicich do reakce byl zvolen podle ¢lanku autorii
Bian et al. (2016), ktefi u tohoto poméru zaznamenali nejvyssi dosazeny stupeil substituce
(50 - 60 % dle molekulové hmotnosti HA(Na)) [14]. Z jejich vysledku je ziejmé, Ze

s rostoucim pomeérem reagujicich latek roste i1 stupeni substituce. V naSem piipadé€ odpovida
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DS vysledkiim ziskanych autory Bian et al. spiSe pro ekvimolarnim pomér (1:2:3:2) namisto
pouzitych (1:2:4:4). Odlisny trend byl nalezen i v ptipadé zavislosti DS na molekulové
hmotnosti HA-SH. Stupen substituce dle autorti Bian et al. (2016), s rostouci molekulovou
hmotnosti klesa, zatimco u naseho pozorovani je tomu ptesné naopak. Pfi¢ina pozorovaného
jevu bude pravdépodobné souviset s naristem molekulové hmotnosti, ktera se projevi
omezenou mobilitou fetézclt HA(Na) jehoz vysledkem bude vyssi gelacni ¢as [14]. Vyrazné
niz$i stupen substituce ve svych studiich potvrdili napt. autoti Guo, Mi a Sun (2018) (DS
21% (Mw100 — 200 kDa) [142], Xu et al. (2021) (DS 17% (Myw 30 kDa) [8], Xia et al (2021)
(DS 35 % (Mw 4-6 kDa)) [141]. Odlisny DS Ize ovlivnit napf.: vstupnimi reaktanty,
poskytujici thiolovou skupinu (napt. CSA, L-cystein atd.), ekvimolarni pomér reagujicich

latek a dostate¢né homogenni michanim reak¢éni smési atd.

6.3 Priprava hydrogelii na bazi HA-SH

V experimentalni ¢asti bakalaiské prace byly piipraveny hydrogely na bazi HA-SH o rtizné
koncentraci HA(Na): 1 % (w/w), 2 % (w/w) a 3 % (w/w). Nejprve byl rozpustén
lyofilizovany produkt HA-SH-DTT v Qmili vod¢ na pfisluSnou koncentraci. Po rozpusténi
byla hodnota ptipraveného pH roztoku zvysSena na hodnotu pH 8 a takto upraveny roztok
byl ponechdn samovolné sitovat za ptfitomnosti vzdusného kysliku. Vysledkem byla

zesitovana struktura HA-SH-DTT (obr. 36).

Obr. 36 Priklad lyofilizovaného vzorku a hydrogelu na bazi HA-SH-DTT

U pfipraveného 1% (w/w) roztoku thiolovaného hyaluronanu nedoSlo k vytvofeni
zesitované struktury a to u Zadné My. Tato skute¢nost pravdépodobné souvisi s pfili§ nizkou
koncentraci HA-SH-DTT v roztoku (jen 10 mg/ml). Ke vSem pfipravenym roztokiim
thiolovaného hyaluronanu o vysSich koncentracich (2%, tj. 20 mg/ml a 3%, tj. 30 mg/ml)
byly ptidany 3 pl NaOH (na 1 ml roztoku) z diivodu vyseni pH, diky kterém dochézi
k iniciaci vzniku disulfidové vazby a tedy k vytvoreni 3D struktury. Jiz na prvni pohled se

3% (w/w) vzorky HA-SH-DTT jevily pevnéjsi, pravdépodobné z ditvodu vyssi koncentrace
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polymeru v roztoku. Pro urceni piesné hodnoty tuhosti hydrogelii byly zméfeny oscilacni
testy. Stejné€ tak nebyl zndm piesny Cas, kdy doslo k vytvoreni pfi¢nych vazeb, proto byly

vzorky podrobeny i testil reak¢éni kinetiky, jejimz vysledkem je stanovena doba gelace.

DalSim moznym divodem, pro¢ vzorky o niz$i koncentraci nesituji je nizkd hustota

thiolovych skupin, které nejsou schopny vytvofit pevnou stabilni strukturu (Bian et al. 2016).

6.4 Reologie

Pro ptipravu hydrogelt je dtlezité znat dobu, vzniku zesitované struktury modifikovaného
hyaluronanu (gela¢ni cas), ale i vyslednou tuhost hydrogelti pro jejich néasledné aplikace
napt. v tkdnovém inzenyrstvi. Reak¢éni kinetika a tuhost hydrogelti byly studovany na

zakladé€ reologickych méfeni.

Reak¢ni kinetika 1 tuhost hydrogeli byly méfeny v zavislosti na molekulové hmotnosti (124
kDa, 243 kDa, 370 kDa a 600 kDa) a koncentraci hyaluronanu (2 % a 3 % w/w). Vzorky s
koncentraci 1 % (w/w) (pro vSechny My, nebyly charakterizovany, protoze nedoslo k jejich
zesitovani. Pti¢inou byla pravdépodobné ptilis nizkd koncentrace polymeru v roztoku, jak

je uvedeno v predchozi kapitole.

6.4.1 Reakéni kinetika

Nejprve byla provedena charakterizace doby gelacniho, tedy tzv. reakéni kinetiky
thiolovaného hyaluronanu z pohledu riizné¢ molekulové hmotnosti a koncentrace. Vysledky

reak¢ni kinetiky jsou uvedeny v grafu 3.
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Graf 3 Zavislost doby gelace na molekulové hmotnosti HA-SH (124 kDa, 243 kDa, 370
kDa, 600 kDa) thiolovaného hyaluronanu (koncentrace polymeru 2 a 3 % w/w)
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Bod gelace 1ze definovat jako misto, ve kterém dochazi k vyrovnani hodnoty ,,storage a
,l0ss* modulu (prisecik kiivek ,,storage” (G') a ,,loss* (G ")) v zavislosti na ase ¢ méteni
(viz ptiloha). Za timto bodem, tedy bodem kdy ,,storage” modul dosahuje vyssich hodnot
nez ,,loss* modul, jiz ve vzorku pfevazuje elasticka ¢ast nad ¢asti viskdzni a gel se stava
tuhym. Z vysledki grafu 3 je tedy patrné, ze bod gelace nezavisi na koncentraci polymeru a
u vSech vzorka doslo k jejich zesitovani do 60 min. V pfipadé 2% vzorkd, gelacni Cas
s rostouci molekulovou hmotnosti roste a to z hodnoty 0,25 min (Mw =124kDa) az na
hodnotu 49,67 min (My =600kDa). Obdobné chovani bylo pozorovano i u 3% vzorki, kde
gelacni Cas s rostouci My, roste z hodnoty 0,08 min (My =124kDa) na hodnotu 50,50 min
(Mw =600kDa). Pozorovany trend narusuji vzorky s My, = 370 kDa, které maji prakticky
srovnatelnou dobu gelace se vzorky My, = 243 kDa. Pravdépodobnou pti¢inou pozorované¢ho
chovani je dosazeny nizsi stupen substituce (DS) vzorkli s My, = 370 kDa (viz tab. 4). Odlisny
vysledek byl pozorovan také u vzorkli s My = 124 kDa, jejichz gela¢ni cas byl naopak
nejkratsi (i kdyz viskozita odpovidala nejvyssi hodnoté 29 1mPa.s). Kratky Cas gelace vzorku
muze byt zptisoben nizkym stupném substituce, diky kterému je pocet -SH skupin ve vzorku
omezeny a pritomné skupiny spolu pomérné jednoduSe interaguji za vzniku disulfidické

vazby.

Jak uz bylo jednou naznaceno, s rostouci molekulovou hmotnosti thiolovaného hyaluronanu
roste gelacni Cas. S rostouci My, totiz dochazi k nartistu viskozity roztoku, a tedy k poklesu
mobility volnych thiolovych skupin vazanych na fetézci hyaluronanu, projevujici se nizsi
reaktivitou, tedy gelatnim ¢asem. Guo et al. (2018) se ve své praci zaméiili na charakterizaci
zavislosti gelacniho cCasu hydrogelii na bazi thiolovaného hyaluronanu (HA-SH)
s hyaluronanem modifikovanym pomoci katecholuna hodnoté pH . Dle téchto autorti doba
gelace klesa v fad¢: z tzv. ,,nekonecného* bodu, tj. bodu kdy vzorek nesituje vithec (pH <7),
70 s (pH 7), 25 s (pH 8), 30 s (pH 10). Nejnizsi gelacni Cas byl zjistén v piipad¢ hydrogelu
sitovaného pii pH = 8 [142]. Na zdklad¢ vysledkl autorit Guo et al. (2018) lze zdGvodnit,
pro¢ bylo pfi sitovani HA-SH hydrogelt v rdmci experimentalni ¢asti bakalarské prace
upraveno pH na hodnotu 8. Pfi kyselém pH (pH <7) jsou totiz -SH skupiny blokovany, tak
aby nedoslo k jejich pfed¢asnému zesitovani za vzniku disulfidové vazby. Po Gpravé pH na
hodnotu 8, dochdzi ke vzniku zesitované polymerni struktury (za pfitomnosti vzdusného

kysliku), jejiz vysledkem je hydrogel.

Po ukonceni méteni reakéni kinetiky a nasledném vyjmuti vzorki z geometrie reometru bylo

pozorovano, ze vzorek je mekky, tzn. Ze jeho struktura neni zcela zesitovana. Thiolovany
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HA(Na) totiz sit'uje za ptitomnosti vzdusného kysliku, a i pfestoze geometrie reometru neni
zcela uzaviend, nebyl vzorek pravdépodobné vystaven potiebnému mnozstvi oxida¢niho
¢inidla, protoze jiz po par minutach jeho vystaveni vzdusnému kysliku (pii laboratorni
teplote) doslo k jeho okamzitému dositovani. Kinetiku pfipravenych hydrogelt na bazi
thiolovaného hyaluronanu zkoumali ve své praci i autofi Asim et al. (2020), kteti zjistili, ze
s rostouci koncentraci reaktivni latky N-acetylcystein roste elasticky modul G vysledného
hydrogelu (max 165 Pa, My 10-50 kDa), projevujici se vysokou elasticitou a tuhosti
materidlu, naopak s rostouci koncentraci se snizuje doba gelace (z 20 min pro 0,1 % (m/v)

na 5 min pro 1 % (m/v), Mw 10-50 kDa) [66].

6.4.2 Oscilacni testy

Vzhledem k tomu, Ze vysledna tuhost hydrogelii ma vliv na migraci a proliferaci bunék, je
charakterizace reologickych vlastnosti materidlii vyuzivanych jako scaffoldy velmi dilezita
[66]. V grafu 4 je uvedena zavislost ,,storage* modulu (G") na molekulové hmotnosti HA-

SH, v rozsahu uhlové frekvence 0,1-100 rad/s.
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Graf 4 Zavislost ,,storage* modulu na molekulové hmotnosti HA-SH, ,,storage* modul byl
meéfen v rozsahu uhlové frekvence 1-10 rad/s

Tuhost vzorki byla ur¢ena jako primér hodnot ,,storage* modulu v oblasti uhlové frekvence
1 — 10 rad/s. Tuto oblast hodnot tihlové frekvence 1ze oznacit za tzv. bezpecnou z pohledu
struktury gelu, ve které nedoSlo k poruSeni struktury hydrogelu v méfici geometrii.
Z vysledkii uvedenych v grafu 4 je patrné, Ze vyssi tuhost vykazuji hydrogely s vyssi
koncentraci polymeru HA-SH. Tedy tuhost u 2% vzork roste z hodnoty 185 Pa (124kDa)
na hodnotu 716 Pa (600kDa), zatimco v ptipadé 3% vzorkt roste z hodnoty 700 Pa (124kDa)
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na hodnotu 1710 Pa (600kDa). Z grafu je rovnéz vidét, Ze tuhost hydrogelti roste i s rostouci
molekulovou hmotnosti. Pozorovany trend pravdépodobné souvisi s délkou polymerniho
fetézce, kterd roste s vyssi molekulovou hmotnosti. Z toho vyplyva, ze ¢im vyssi My, tim
predstavuje vzorek o My = 370 kDa, jehoz vyslednd tuhost je, v ptipadé¢ 3% (w/w)
koncentrace, vyrazn¢ niz$i nez vzorek s molekulovou hmotnosti (My = 243kDa). Diivodem
(stejné jako v piipadé reakéni kinetiky), mize byt, jednak jeho nizs§i DS, tak i srovnatelna
vychozi molekulova hmotnost hyaluronanu deklarovana materidlovym listem vyrobce. Také
st 1ze vSimnout, Ze vzorky o My, = 243 kDa a My, = 600 kDa maji podobnou hodnotu G’
modulu, projevujici se podobnou tuhosti t€chto vzorkl. U obou vzorkl byl rovnéz potvrzen

podobny stupeti substituce (viz tab. 4).

Touto problematikou se zabyvali 1 autofi Bian et al. (2016), ktefi potvrdili, Ze s vySSim
stupném substituce elasticky modul G’ roste. Tuto skutenost nelze dle ndmi zjiSténych
vysledk zcela potvrdit, protoze u 2% 1 3% (w/w) sady vzorki storage modul G "roste v fad¢:
My, 124kda, 370kDa, 243kDa, 600kDa. U vzorkla s koncentraci 2% (w/w) neni rozdil

v tuhosti mezi jednotlivymi vzorky tak vyrazny jako v pfipade 3% (w/w) [14].

Bian et al. (2016) dale tvrdi, Ze pii stejném DS roste G~ s rostouci molekulovou hmotnosti.
Tento vysledek nelze potvrdit ani vyvratit, jelikoz pfi nami provedené modifikaci
hyaluronanu byl dosazen 2krat niz§i DS [14]. Rovnéz pii porovnani vysledné tuhosti
thiolovanych hydrogeli bylo zjisténo, ze v piipadé srovnatelné molekulové hmotnosti a DS
(100kDa (DS 37,5 %) a 300 kDa (DS 33,5 %)) vykazuji hydrogely autorti Bian et al. (2016)
vyssi tuhost (G'= 12kPa (124kDa), G'= 15kPa (300kDa)) v porovnani s ndmi pfipravenymi
hydrogely (G'= 0,7kPa (124kDa), G'= 0,9kPa (370kDa)).

Zavislost G" modulu a viskozity #* na uhlové frekvenci analyzovanych vzorkl popisuje graf

5.
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Graf 5 Zavislost ,,storage* modulu (G ") a komplexni viskozity (7*) na uhlové frekvenci
(), ktera byla méfena v rozsahu 0,1-100 rad/s

Na zaklad¢ technické specifikace 3D tiskdrny Bio X od firmy Cellink lezi viskozita tisknutého
materialu v intervalu 0,1 — 10 Pa.s (pii smykové rychlosti ® = 100 rad/s). Na zaklad¢ grafu 5
vysledna viskozita v§ech 2% vzorki o danych molekulovych hmotnostech spliiuje pozadavky
viskozity na extruzni tisk. Jediny 3% vzorek o molekulové hmotnosti 600 kDa se vymyka

z trendu a nesplituje tak podminky na k ptipraveé hydrogelu metodou 3D tisku

Z tohoto grafu lze fici, Ze ,,storage” modul je s rostouci tthlovou frekvenci w konstantni. To
tedy znamena, Ze béhem oscilace nedochdzi k poruseni pevnosti pfipravenych hydrogelt.
Tuhosti hydrogelt byla rovnéz zkouména autory Guo et al. (2019). Na zdkladé jejich
vysledki 1ze konstatovat, Ze nejvyssi tuhost (storage modul) thiolovaného hydrogelu byla
zjisténa u vzorku sitovaného pii pH 8 — 8,5. Hodnota storage modulu (G’) tedy roste do pH

8-8,5, kde je tuhost hydrogelu nejvyssi. Pfi piekroceni hodnoty pH =8,5 maji naopak
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hydrogely tendenci byt mékei, storage modul (G”) klesa [142]. Elasticky modul (G”)
thiolovaného hydrogelu zavisi kromé pH i na stupni substituce. Viskoelastické chovani
hydrogela zkoumali také autofi Yegappan et al. (2019), kteti ve své studii porovnavali tuhost
3% vzorki hydrogeld na bazi HA-SH (150 kDa) a hydrogelt na béazi HA-SH
s nanoc¢asticemi polydopaminu (PDA). Tuhost hydrogeli bez ptidavku PDA ¢astic
odpovidala hodnoté G"=99 Pa (My, = 150 kDa), zatimco tuhost hydrogelt s pfidavkem PDA
¢astic byla podstatné vyssi, tj. G" = 163 Pa (My = 150 kDa) [11]. Pii porovnani hodnot
storage modu (G = 99 Pa (My = 150 kDa)) zjisténého u vzorkd autorti Yegappan et al.
(2019) je patrné, Ze v ramci naseho experimentu byly pfipraveny tuzsi hydrogely (G” =
700Pa (My = 124kDa)). Nami pfipravené hydrogely vykazovaly vyssi tuhost i pfi porovnani
s hydrogely s ptfidavkem PDA ¢astic.

6.5 Porozita hydrogeli na bazi HA-SH

Pro charakterizaci morfologie a povrchové struktury ptipravenych hydrogel byla pouzita
skenovaci elektronovd mikroskopie (SEM). Jak je uvedeno v popisu experimentu, vzorky
byly po lyofilizaci pticné sefiznuty a pozorovany pii urychlovacim napéti 10 kV. Analyza
SEM snimkt ukazala vysoce porézni strukturu hydrogelii s Sirokou distribuci velikosti port,

jejiz vysledky reflektuje obr. 37.

Obr. 37 (a) SEM snimek porézni struktury thiolovaného hydrogelu (My = 124 kDa) a (b)
detailni vytez porovité struktury thiolovaného hydrogelu (My, =124 kDa)

Dle analyzy SEM snimkli pomoci programu /mage J byla potvrzena skute¢nost, Ze velikost

veétSiny port < 50 um. Dosazené vysledky porozity jsou shrnuty v grafu 6.
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Graf 6 Zavislost porozity HA-SH-DTT na molekulové hmotnosti a koncentraci (2% (w/w)
a 3% (w/w) vzorkl

Z grafu 6 je patrné, ze porozita roste srostouci koncentraci polymeru, zatimco
pravdépodobné nezavisi na molekulové hmotnosti. Koncentrovanéjsi vzorky (3 %) maji
vy$si porozitu (47,8 % (Mw 124kDa), 50,8 % (M 243kDa), 50,9 % (Mw 370kDa), 48,4 %
(Mw 600kDa)) nez vzorky s 2 % (w/w) koncentraci HA-SH-DTT (37,3 % (Mw 124kDa),
41,7 % (Myw 243kDa), 39,1 % (Mw 370kDa), 35,6 % (Mw 600kDa)), cozZ je pravdépodobné

dano vyssi koncentraci polymeru ve vzorku thiolovaného HA(Na).

Na obr. 38 jsou uvedeny SEM snimky porézni struktury HA-SH-DTT hydrogeld s rtiznou

molekulovou hmotnosti a koncentraci hydrogelt.
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Obr. 38 Snimky SEM struktury analyzovanych hydrogelti s riznou molekulovou hmotnosti
— Cislo (7 a 3) oznacuje koncentraci HA-SH-DTT hydrogelu a pismeno (A4-D) rostouci
molekulovou hmotnost polymeru (124 - 600 kDa)

Velikost port je dilezitym parametrem 3D struktury biopolymeru, ovliviiuje vyménu latek

uvnitf 1 vné porézniho materialu, a mimo to ma vliv i na buné¢nou proliferaci [9].

Na porozitu produktu ma vliv také teplota zamrazeni ptipraven¢ho hydrogelu. Collinse a
Birkinshawa (2010) zjistili, ze na velikost port hydrogelu na bazi hyaluronanu ma vliv teplota
zamrazeni materidlu pred lyofilizaci. S poklesem teploty zamrazeni se snizuje velikost port.
V ramci experimentu byly vzorky zamrazeny pfti teploté¢ -18 °C, to podle studie uvedenych
autord znamend, ze velikost port by méla byt okolo 210 um. Protoze ve své studii ale nefesi
hydrogely na bazi thiolované¢ho hyaluronanu, mohou byt jejich vysledky mirn¢ odlisné. Dale
pozorovali vliv fezu materialu (pro pfipravu na pozorovani v SEM) a teploty zamrazeni produktti
na vyslednou velikost port, pricemz zjistili, Ze pii zamrazeni na teplotu okolo -20 °C nema
zpusob fezu vzorku vliv na velikost port. Naopak pti zamrazeni na nizsi teplotu (-10 °C) byl

pozorovan rozdil ve velikosti port pii pricném a rovinném fezu [143].
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ZAVER

V ramci experimentalni ¢asti bakalaiské prace byl pfipraven derivat hyaluronanu pomoci
thiold (HA-SH). Prvnim krokem syntézy hyaluronanu byla aktivace karboxylové skupiny na
fetézec HA(Na) latkou EDC. Druhym krokem bylo navazani thiolové skupiny poskytnuté
cystaminem na aktivovanou karboxylovou skupinu HA(Na). Po optimalizaci podminek
reakce byly pfipraveny reakce o 4 rtiznych molekulovych hmotnostech (124 kDa, 243 kDa,
370 kDa, 600 kDa) pfi ekvimolarnim poméru vychozich latek 1:2:4:4
(HA(Na):NHS:EDC:CSA).

Ke vzniku disulfidické vazby a tedy zesitovani thiolované¢ho hyaluronanu za vzniku 3D
polymerni sité dochazi pti pH > 7 (za pritomnosti vzdusného kysliku). I kdyz byla reakéni
smés udrzovana pii nizkém pH (pH < 7), doslo k samozesiténi a vzniku hydrogelu jiz
v dialyzaéni membrané. Proto byla dualezitym krokem syntézy HA-SH redukce
disulfidickych vazeb, které vznikaji prednostné pred volnymi thiolovymi skupinami.
Reduk¢nim ¢inidlem byla latka DTT, ktera tedy stépi vzniklé disulfidické vazby. Po jejimz
piidani bylo pozorovano zvySeni stupné substituce volnych thiolovych skupin (potvrzeno

pomoci NMR spektroskopie).

Uspé&$né navazani thiolovych skupin na fetézec hyaluronanu bylo potvrzeno FTIR a NMR
spektroskopii. Ve spektrech FTIR se pasy, které potvrzuji thiolovou skupinu, objevuji
v oblastech 3000 — 3600, 2500 a 1620 cm™. V oblasti 3000 - 3600 cm™' se piekryvaji pasy
nalezici OH a NH skupin¢€. Thiolova skupina se na fetézec HA(Na) vaze pies NH skupinu,
jenz se projevi zizenim a zvysenim pasu v oblasti (3000 - 3600 cm™). V oblasti 2500 cm’!
se projevila absorpce thiolové skupiny. Pas v této oblasti je téZce detekovatelny, proto byla
urcena i plocha pod pikem, ktera je uvedena v ptiloze této prace. Nartst hodnoty plochy pod
pikem u HA-SH je nepatrny, ale pfesto potvrzuje pfitomnost thiolové skupiny na HA(Na).
Detailngj$i charakterizace syntetizovaného HA-SH byla provedena pomoci NMR
spektroskopie. Charakteristické piky, které odpovidaji volné thiolové skuping, byly
detekovany v oblasti chemického posunu 2,36 — 2,53 ppm, a piky reflektujici disulfidickou
vazbu byly pozorovany v oblasti 2,62 - 2,71 ppm a 2,92 — 2,98 ppm. Pomoci NMR spekter
byl spocitan také stupent substituce thiolovych skupin (DS)m vztaZeny k referenénimu piku
detekovaného v oblasti 2,00 ppm (odpovida chemickému posunu N-acetylu na fetézci
HA(Na)). Nejvyssich hodnot stupné substituce bylo dosazeno u molekulové hmotnosti My
=243 kDa (49,6 %) a My, = 600 kDa (46,9 %). Dosazené stupné substituce vyrazné¢ ovliviuji

reologické vlastnosti.
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V ramci experimentu byly pfipraveny hydrogely o rizné koncentraci polymeru (1 % (w/w),
2 % (w/w) a 3 % (w/w)), pticemz u 1 % vzorkll nedoslo ke vzniku zesitované struktury.
Tato skutecnost pravdépodobné souvisi s pfili§ nizkou koncentraci HA-SH-DTT v roztoku
a nizkou hustou sité. Na zaklad¢ provedenych reologickych méfeni bylo zjisténo, ze doba
gelace nezavisi na koncentraci polymeru (2 % a 3 % (w/w), ale roste s rostouci molekulovou
hmotnosti polymeru. Z provedenych oscilacnich testli bylo rovnéz zjisténo, ze ,,storage®
modul (G') roste s rostouci koncentraci 1 rostouci molekulovou hmotnosti polymeru a to
z hodnoty 185 Pa (124 kDa) na hodnotu 716 Pa (600 kDa) u 2% vzorkt, a z hodnoty 700 Pa
(124 kDa) na hodnotu 1710 Pa (600 kDa) v ptipadé 3%. Z vysledki oscilacnich testl tedy
vyplynulo, ze ¢im vyssi je molekulova hmotnost polymeru (ve vzorku je vice fetézct), tim
vyssi je viskozita daného vzorku. Z divodu piedpokladané piipravy hydrogelli pomoci
metody 3D tisku, bylo klicové, aby viskozita sitovaného roztoku lezela v oblasti hodnot
(0,1-10Pa.s). Pti ptekroCeni této maximalni hodnoty, totiz mize dojit k poruseni tiskového
materialu, pfipadné jeho nevytlatenim z tiskové hlavy. Na zaklad¢ provedenych oscilacnich
testl je mozné konstatovat, ze vSechny zvolené molekulové hmotnosti (vyjma My =
600kDa) HA-SH (v ptipadé¢ série 2% koncentrace vzorkll), 1ze pravdépodobné pouZit pro
aplikaci 3D tisku. V piipad¢ koncentrace (3%) dané viskozitni oblasti vyhovuje pouze
vzorek s My = 124kDa. V neposledni tad¢ byla provedena charakterizace porozity
piipravenych vzork pomoci SEM. Velikost detekovanych pért odpovidala hodnoté < 50
um. Mimo to lze zkonstatovat, ze porozita se neméni s rostouci molekulovou hmotnosti
thiolovaného polymeru. Na zakladé vSech provedenych analyz 1ze predpokladat, ze hydrogel
piipraveny na bazi thiolovaného hyaluronanu, Ize diky jeho vyslednym vlastnostem
(porozita, reologické chovani, uspésnost modifikace a replikace vysledkl) povazovat za

potenciondlné slibny material pro tkanové inzenyrstvi.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ATR
BCP
BDDE
C

Ca2t
CPC
CSA
C=0
Da
DMEM
DMF
DMSO
DMTMM
DNA
DS
DTP
DTT
DVS
D20
EDC
EDTA
FIR
FTIR
GAS

G*

zeslabeny Uplny odraz (technika méfeni FTIR spektroskopie)
nanocastice fosfore¢nanu vapenatého
1,4-butandioldiglycidyl ether

uhlik

vapenaté kationty

cetylpyridiniumchlorid

cysteaminu

karbonylova skupina

jednotka dalton (kDa, MDa)

kultiva¢ni ¢inidlo

dimethylformamid

dimethylsulfoxid
4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-N-methylmorfolinium-chlorid
deoxyribonukleova kyselina

stupeni substituce (%)

3,3-dithiobis (propionylhydrazid)

dithiothreitol

divinylsulfon

tézka voda

1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) karbodiimid
kyselina ethylendiamintetraoctova

vzdalena oblast infracerveného zafeni

infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
glukosaminoglykany

komplexni modul (Pa)
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G’
G

H

HA

HA-DTP
HA-MA
HA(Na)
HA-SH
HA-SH-DTT
HOBt

H>0»

THANa)

Isu

Iss

IR

NalO4
NIR
NH

NHS

soufazovy (,,storage*) modul (Pa)

ztratovy (,,loss*) modul (Pa)

vodik

kyselina hyaluronova

hyaluronan modifikovany 3,3-dithiobis (propionylhydrazid)
hyaluronan modifikovany anhydridem kyseliny methakrylové
hyaluronan (sodné sil kyseliny hyaluronové)
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P III: REAKCNI KINETIKA THIOLOVANEHO HYALURONANU
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