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ABSTRAKT

Tato prace je zaméfena na piipravu hydrogell z kyseliny hyaluronové pomoci sitovacich
¢inidel EDC (1-ethyl-3-[3-(dimethylamino)-propyl]-karbodiimid) a ADH (dihydrazid
kyseliny adipové) s cilem porovnani vlivu pouzitého sitovaciho ¢inidla a molarni hmotnosti
kyseliny hyaluronové na vlastnosti hydrogelu. Hydrogely byly charakterizovany pomoci
DMA (dynamicko-mechanicka analyza), SEM (rastrovaci elektronova mikroskopie) a FTIR

(infracervena spektroskopie a Furierovou transformaci).

Hydrogely piipravené pomoci ADH maji mensi velikost jednotlivych vrstev nebo pora a
nizsi soufdzovy modul, coz souvisi s odliSnou chemickou strukturou mezimolekularnich
vazeb. Bylo zji$téno, Ze mechanické vlastnosti hydrogelll vyznamné zavisi na molarni
hmotnosti pouzité kyseliny hyaluronové, tudiz hydrogely ptipravené z kyseliny hyaluronové
s vys§i molarni hmotnosti vykazuji vyssi tuhost a maji odliSnou strukturu nez hydrogely

ptipravené z kyseliny hyaluronové s nizsi molarni hmotnosti.

Kli¢ova slova: kyselina hyaluronova, hydrogel

ABSTRACT

This work is focused on the preparation of hyaluronan based hydrogels crosslinked by EDC
(1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide) or ADH (Adipic acid dihydrazide). The
aim of this work is to compare the influence of the crosslinking agent and the molar mass of
hyaluronic acid on the hydrogel properties. Hydrogels were characterized by DMA
(Dynamic mechanical analysis), SEM (Scanning electron microscopy) and FTIR (Fourier

transform infrared spectroscopy).

The hydrogels prepared by using ADH have a smaller size of individual layers or pores and
a lower storage modulus, which is contributed to a different chemical structure of
intermolecular bonds. It was found, that the mechanical properties of hydrogels are
significantly dependent on molar mass of used hyaluronic acid, thus the hydrogels prepared
from higher molar mass of hyaluronic acid exhibit improved stiffness and different structure

than hydrogel from hyaluronic acid with lower molar mass.

Keywords: hyaluronic acid, hydrogel
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UvVOD

Kyselina hyaluronovéa je polysacharid slozeny ze dvou stfidajicich se sacharidovych
jednotek, kyseliny glukuronové a N-acetylglukosiaminu. Nachazi se v lidském téle,
konkrétn¢ v mezibunécné hmot¢, kizi ¢i v oénim sklivei. Vzhledem ke své sktruktuie je
schopna vazat a udrzovat velké mnozstvi vody, proto je ¢asto pouzivana ve zdravotnictvi a

kosmetice, napiiklad jako ptisada do hydratac¢nich krémd.

Tato prace je zaméfena na pripravu hydrogelli na bazi kyseliny hyaluronové, které jsou
tvofeny trojrozmérnou strukturou zesitovanych fetézcl. Tyto struktury mohou piijmout
velké mnozstvi rozpoustédla, aniz by doslo k rozpadu sktruktury. Hydrogely se kvili své
struktufe vyuzivaji pfedevsim ve zdravotnictvi, naptiklad jako scaffoldy pro rist bunék,
médium pro transport 1€ki s fizenym uvoliiovanim ¢i jako naplasti pro urychleni hojeni ran.

Lze je vyuzit také v zeméedélstvi pro rovnomérné zvlhéovani plidy v kofenovém systému.

Cilem této prace je porovnat vliv riznych sitovacich Cinidel a vliv moladrni hmotnosti

kyseliny hyaluronové na vlastnosti hydrogelu.
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I. TEORETICKA CAST
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1 KYSELINA HYALURONOVA

Vroce 1934 izoloval Karel Meyer se svym asistentem Johnem Palmerem ze sklivce
kravského oka neznamou polymerni latku, ktera byla tvofena z disacharidovych jednotek.
Jednou disacharidovou jednotkou byla kyselina uronova, latka pochazela ze sklivce (fecky
»hyalos® — ¢ird hmota, sklo), proto byla pojmenovéna jako kyselina hyaluronova (anglicky

hyaluronic acid). [1] [2]

Kyselina hyaluronova se nachézi jako extracelularni tekutina ve vétSiné lidskych tkani.
Nejvice se ji nachazi v pokozce, plicich, stievech a synovidlni tekuting (kloubni maz). [3]
[4]

Kyselina hyaluronova se v organismu nachazi ptedevsim jako sodna stl, proto se oznacuje

také jako hyaluronan ¢i hyaluronat sodny. [1]

OH

1 LO—_
3 NH -°n

0
:<CH3

D-glukuronova N-acetylglukosiamin

Obrazek 1: Struktura kyseliny hyaluronové [5]

1.1 Struktura

Kyselina hyaluronova je polysacharid sloZzeny ze dvou stfidajicich se sacharidovych
jednotek, kyseliny glukuronové a N-acetylglukosiaminu. Sekundarni struktura udava
geometrické usporadani sousednich jednotek fetézce. Na obrazku 1 1ze vidét B-p-anomerni
strukturu, kterd je zndzornéna B-1,4 a B-1,3 glykosidickymi vazbami. Prostorové uspotadani
sacharidovych jednotek ma velky vliv na tuhost polysacharidového fetézce, predev§im
pfitomnost objemné N-acetylové skupiny blizko glykosidické vazby. Tercidrni struktura
urcuje prostorové uspotradani fetézce. Diky pravidelnému stfidani sacharidovych jednotek
v primarni struktute a B-glykosidickym vazbam v sekundarni struktuie dochézi k vytvoteni
Sroubovice. V kvartérni struktufe se jednd o shlukovani fetézcii nekovalentni interakcei.
U kyseliny hyaluronové byla pozorovana struktura neparalelni dvousroubovice, pii malych

koncentracich Sestitthelnikova struktura. [1] [3]
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1.2 Molarni hmotnost

V jedné molekule kyseliny hyaluronové muze byt vice nez 10000 opakujicich se
disacharidovych jednotek. Molarni hmotnost disacharidové jednotky je ptiblizné¢ 400 Da,
proto molarni hmotnost takové molekuly mtze byt az 4 MDa. Primérnad délka jedné
disacharidové jednotky je ptiblizné 1 nm. Béznd molarni hmotnost fetézce v zivych
organismech je 2—5 MDa. Molarni hmotnost synteticky ptipravenych fetézct se pohybuje

v rozmezi 0,1-10 MDa. [1] [6] [7]

Roztoky kyseliny hyaluronové zpravidla nejsou monodisperzni. Podle pouzité metody je 1ze
popsat primérnou molarni hmotnosti a distribuci molarni hmotnosti. Hmotnostni pramér
molarni hmotnosti 1ze ziskat pomoci metody rozptylu svétla. Naproti tomu metodou jako je
osmometrie nebo analyza koncovych skupin 1ze ziskat Ciselny primér molarni hmotnosti.
Pomér hmotnostniho a c¢iselného priméru se nazyva stupenn polydisperzity. Molarni
hmotnost 1ze také urcit pomoci viskozimetrie, elektroforézy nebo gelové chromatografie. [8]

[9]

1.3 Priprava

V minulosti se kyselina hyaluronova ziskavala izolaci z hovézich o¢i, pozdéji z kohoutich
hiebentt a lidskych pupecnich $iGr. Diky pokrocilym technologiim doSlo k rozvoji
genetickych modifikaci bakterii, které nyni produkuji vyssi podil kyseliny hyaluronové.
Dale byl proveden vyzkum na ptipravu oligosacharidu kyseliny hyaluronové s definovanou

molarni hmotnosti.

Syntéza kyseliny hyaluronové v burikéch se proces, ktery je fizen tfemi typy membranovych
enzymu nazyvanych hyaluronan syntdzy. Tyto enzymy syntetizuji dlouhé linearni polymery,

ve kterych se pravidelné€ stiida kyselina glukuronova s acetylglukosaminem. [1] [5] [7] [10]

1.4 Degradace

Polocas rozpadu kyseliny hyaluronové, vpravené do lidského téla injekci, neni vice nez
24 hodin [11]. Kyselina hyaluronova je v organismu pfirozen¢ degradovéana slozitym
enzymatickym mechanismem. V mezibunééné hmoté kyselina hyaluronova s vysokou
molarni hmotnosti ptispiva k tvorbé pevné sité, proto musi byt castecné degradovéna, aby
mohla byt z této sité uvolnéna. V prvni ¢asti tohoto procesu je kyselina hyaluronova Stépena
na stfedn¢ dlouhé fetézce pomoci receptorii nebo endocytéozou. Dale v lysozomech

hydrolyzuje na oligosacharidy a nasledné je degradovana na monosacharidy. [3] [5] [12]
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Obrazek 2: Schéma rozpadu kyseliny hyaluronové v lidském téle [11]

1.5 Chovani v roztocich

Vodny roztok kyseliny hyaluronové se chova jako nenewtonskad kapalina, viskozita roztoku
je zavisld na smykovém napéti, vykazuje pseudoplastické chovani. V roztoku dochézi
k interakci mezi fetézci kyseliny hyaluronové za vzniku vodikovych mustkt. Kyselina
hyaluronova je polyelektrolyt, jeji vlastnosti jsou zna¢né ovlivnény iontovymi silami.
V neposledni fadé klicovou roli v chovani hraje molarni hmotnost a jeji polydisperzita. [1]
[31[13]

Jednou z charakteristik polymert je vnitini viskozita. Jedné se o pomér specifické viskozity
a koncentrace roztoku extrapolovany na nulovou koncentraci. V rozmezich teplot 25-60 °C
klesa vnitini viskozita se zvySujici se teplotou. [9]

Pro nasledné sitovani kyseliny hyaluronové je nutné, aby byly fetézce pln€ rozpustény
v roztoku. Méfenim viskozity v zavislosti na ¢ase lze vidét priibéh rozpousténi. Vztah mezi
limitnim viskozitnim ¢islem [n] a molarni hmotnosti polymeru M popisuje Mark-

Houwinkova rovnice:
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[n] = KM*® (1)

kde K a a jsou parametry rovnice. Parametry Mark-Houwinkovy rovnice K a o, gyracni
polomér a hydratace byly méfeny v zévislosti na dobé rozpousténi. Viskozita je umérna
vzdalenosti koncu fetézcl, se zvysSujicim se parametrem o dochdzi k rozplétani fetézce.

Méienim bylo dokézano, ze proces solvatace molekul probiha 24 hodin. [14]

1.6 Vyuziti

Kyselina hyaluronova se vyuziva pfedev§im v mediciné a farmaceutickém pramyslu. Poprvé
byla kyselina hyaluronovd vyuzita v medicin€ jako ochrana tkani v o¢ni chirurgii a
v soucasné dob¢ se zkoumd moznost 1écby Sedého zakalu aplikacemi na bazi kyseliny

hyaluronové. [3] [15]

Dale se kyselina hyaluronovéd pouziva k obnoveni synovidlni tekutiny v kloubech. Byl
proveden vyzkum na pacientech trpici osteoartrézou kolene, kdy poloving pacientii byly
podavany injekce s kyselinou hyaluronovou a druhé poloviné injekce s placebem —
fyziologickym roztokem. Byla hodnocena uleva od bolesti po podani téchto injekci.
Vysledky ukdzaly, Ze podéani injekce s kyselinou hyaluronovou mé srovnatelné vysledky
jako placebo, vykazuje pouze okrajovou tc¢innost. Kyselina hyaluronova neni zabudovana

do tkan¢ a postupné dochdzi k jejimu odplaveni. [3] [16]

Neméné¢ dulezitd je moznost sitovani kyseliny hyaluronové a nésledné vyuziti téchto

produktl pii hojeni ran ¢i ve tkdniovém inZenyrstvi, jak je podrobnéji popsano v kapitole 2.5.
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2 HYDROGELY

2.1 Gely

Jako gely jsou oznac¢ovany disperzni soustavy, ve kterych skrz disperzni prosttedi prostupuje
trojrozmérna sit’” dispergovanych Castic. Disperzni prostfedi i dispergované castice tvoii
spojitou fazi. Pojem lyogel oznacuje systém, ktery obsahuje dispergované Castice
v kapalném disperznim prostiedi. Jestlize je disperznim prostiedim voda, jedna se o
hydrogel, kdyz je disperznim prostiedim organicka latka, jedna se o organogel. Odstranénim

disperzniho prostiedi vzniké xerogel.

Podle schopnosti opakovaného vysouSeni a ndsledné¢ho nabotnani je mozné délit gely na
reverzibilni a nereverzibilni. Reverzibilni gely 1ze opakované vysouset a nasledné nabotnat,

ireverzibilni gely po vysuseni jiz nebotnaji.

Gely maji mnoho vlastnosti odpovidajici jejich kapalnému disperznimu prostiedi, napiiklad
hustotu a transportni vlastnosti, nicmén¢ mechanické vlastnosti maji charakteristické pro

pevné latky. Rychlost tvorby gelu a jeho vlastnosti zasadn¢ ovliviiuje teplota. [19] [20]

2.1.1 Hydrogely

Jako hydrogel je oznadovana sit’ polymeru ve vodném disperznim prostfedi. Cast vody je
volnd, ¢ast vdzana na fetézec polymeru. Volnou vodu Ize odpafit, v pfitomnosti vody opét
nabotna. Takovéto latky mohou tvofit prostorové struktury, které mohou slouzit jako
konstrukce (,,scaffold”) pro rist bunééné tkané. Této vlastnosti Ize vyuzit napiiklad ve

tkdnovém inzenyrstvi. [17] [18]

rozpusténi @ chlazeni

ve vodé

—> P
L S

ohrev

Obrazek 3: Schéma vzniku porovité sktruktury hydrogelu
Hydrogely mohou vznikat ptechodem sol-gel, jedna se o transformaci koloidniho roztoku

na gel. Jde o inverzni pfeménu, avSak déje probihaji za riznych teplot. Vlastnosti gelu jsou

urceny rychlosti chlazeni a stupném pH, niz§i pH sniZuje teplotu tani gelu. [18]
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2.2 Vlastnosti

Mechanické a fyzikalni vlastnosti gelu jsou zavislé na interakci polymeru s vodou. Prestoze
vetSinu objemu materialu tvoii vodné prostiedi, diky struktufe maji hydrogely vlastnosti
typické pro pevné latky. Pfi tahové zkouSce vykazuji do urcité hodnoty napéti elastické
chovani. Hodnota tohoto napéti je dana typem vazeb a jejich pevnosti. Cim vyssi je

koncentrace vazeb, tim je nizsi elasticita materialu. [21]

Se vzristajicim mnozstvim absorbované vody klesa propustnost gelu pro kyslik. Vysoky
stupent nabotnani podporuje difuzi zivin a odvod odpadnich latek. Zesitovana struktura

hydrogelt je tvofena chemickymi vazbami nebo fyzikalnimi interakcemi. [18] [22]

2.3 Metody pripravy

Hydrogely jsou cenény zvlasté kvili své porozité. Bylo vyvinuto mnoho rtiznych postupii
pro piipravu hydrogeli s pozadovanymi vlastnostmi, jedna se zejména o velikost port a

procentualni porozitu.

Hlavnim smérem vyzkumu v tomto odvétvi je vyvoj 3D poréznich matric metodami rapid
prototyping a bioprinting. Metoda 3D tisku vyuziva jako inkoust praSkové pojivo na bazi
kyseliny hyaluronové vhodné pro naneseni v jednotlivych vrstvadch. Pojivo je
v pozadovanych mistech naneseno na zékladni desku a nasledné pii naneseni dalsi vrstvy
dojde k zesiténi. Rychlost posunu, pokles a rychlost proudéni pojiva lze fidit, proto Ize
vytvofit soucastky o pozadovaném tvaru a porozité. Nevyhodou je slozity a zdlouhavy

proces. [14] [23]

Jednim z ptikladl 3D biotisku je laserem asistovany bioprinting (LIFT). LIFT (viz obrazek
4) je slozen z pulzniho laserového paprsku a donorového substratu, ktery je tvoren tenkou
absorbujici vrstvou kovu a vrstvou bioinkoustu. Laserem je zplsobeno lokalni odpateni
absorbujici vrstvy, dochdzi k vytvoteni bubliny v bioinkoustu, pomoci které jsou davkovany
malé porce inkoustu smeérem k zdkladové desce. Vyhodou této metody je, Ze nepouziva
trysku ani jehlu, nemtze dojit k jejimu ucpani ¢i vytvoreni smykového napéti v materialu.
RozliSeni metody je ovlivnéno pouzitym laserem, tloustkou vrstvy vzduchu mezi substratem

a zakladni deskou, tloust’kou a viskozitou bioinkoustu. [24] [25] [26]
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Obrazek 4: Schéma laserem asistovaného bioprintigu [24]

Pordzni materidl Ize pfipravit zmrazenim hydrogelu na teplotu v rozmezi -20 az -80 °C.
Voda obsazena v hydrogelu vytvoii malé krystaly ledu, ktera zptsobi vyslednou porozitu.
Tyto jadra Ize odstranit sublimaci ve vakuu za vzniku porézni houbové sité. Zménou teploty
chlazeni lze ovlivnit velikost port. Vyhodou této metody je snadné zpracovani a vytvoreni

trojrozmérného scaffoldu. [14] [27]

Pomémé novou metodou piipravy porovité struktury hydrogelu je elektrospining.
Elektrostatickym zvldknovanim lze pfipravit trojrozmérné scaffoldy z vldken a nanovlaken
na bazi kyseliny hyaluronové. Nevyhodou této metody je omezena kontrola tvaru a porozité

vzorku a jeho Spatné mechanické vlastnosti. [14] [28] [29]

2.4 Sitovani hydrogelu

Spatné mechanické vlastnosti kyseliny hyaluronové a jeji rychla degradace limituji Sirsi
aplikace a vyzaduji zlepSeni vlastnosti. Ke zlepSeni mechanickych vlastnosti l1ze vyuzit
modifikaci kyseliny hyaluronové ¢i jeji zesitovani za vzniku hydrogelu. Sitovani probiha
na funkénich skupinach, coZ v ptfipadé¢ kyseliny hyaluronové jsou hydroxylové a
karboxylové skupiny. Hydroxylové skupiny lze sitovat prostiednictvim etherové vazby,
karboxylové pomoci esterové vazby. Kyselinu hyaluronovou Ize také modifikovat, naptiklad
¢astecnym odstranénim aldehydovych skupin (—CHO), coz vede k vytvoieni volnych
aminoskupin, které lze sitovat pfes amidovou (—C(O)-NH-), iminovou (-N=CH-) nebo

sekundédrni aminovou vazbu (-NH—CH-). [3] [14] [22]

2.4.1 Modifikace skupiny -COOH

Skupina —COOH se nachézi na patém uhliku kyseliny glukuronové. Sitovat ji lze vicero

zpuisoby, naptiklad amidaci, kondenzaci, esterifikaci ¢i oxidaci.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 19

2.4.1.1 Amidace

Nejrozsitenéjsi modifikaci kyseliny hyaluronové je amidace ve vodném prostiedi pomoci
karbodiimida. Jako karbodiimid se nejCastéji pouziva 1-ethyl-3-[3-(dimethylamino)-
propyl]-karbodiimid (EDC) kvtli své rozpustnosti ve vodé.

CH;

| . cr

N NH

Obrazek 5: Struktura EDC

Poprvé byla tato reakce provedena v laboratofi Danishefskyho a Siskovice [30], kde byly
kyselym pH 4,75 aktivovany karboxylové skupiny a nasledné navazdno EDC. Pfitomnost
amidovych vazeb byla detekovana infracervenou spektroskopii a chromatografii. Bylo
vypocitano, ze k preméné doslo z 38,6 %. Reakéni mechanismus byl studovan v laboratofi
Nakajimy a Ikady [31], v prvnim kroku reaguje EDC s kyselinou hyaluronovou za vzniku
meziproduktu O-acyl-isomocoviny. Ve druhém kroku reakce dochazi k navazani aminu skrz
amidovou vazbu. Nicméné O-acyl-isomocCovina je velmi reaktivni, v pfitomnosti vody
preskupi svou strukturu na N-acyl-mocovinu, kterd s aminem jiz nereaguje. [5]

4
—HN

7 N
OH  Hc N o

HA NH CH3\
H,N-R

Obrazek 6: Mechanismus amidace pomoci EDC

HA

Dal8i mozZnosti je amidace pomoci 2-chloro-1-methylpyridinjodidu (CMPI). Tato reakce
probiha v bezvodém organickém rozpoustédle dimethylformamidu (DMF), aby nedochazelo
k hydrolyze CMPI. Kyselina hyaluronovda musi byt nejprve pievedena na
tetrabutylamoniovou stl, aby ji bylo mozné rozpustit v organickém rozpoustédle. V prvnim
kroku reaguje CMPI s karboxylovou skupinou kyseliny hyaluronové. Pro vytvofeni vazeb
mezi jednotlivymi fetézci kyseliny hyaluronové je pouzivan 1,3-diaminopropan. Analyzy
NMR ukézaly, Ze je tato metoda sitovani vysoce u€innd, stupen konverze se blizi 100 %. [5]

[32]
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Obrazek 7: Mechanismus amidace pomoci CMPI

Dalsi zptisob amidace pomoci 2-chloro-dimethoxy-1,3,5-triazinu (CDMT) popsal Bergman
se svymi spolupracovniky [33]. Reakce probiha ve smési vody a acetonitrilu v poméru 3:2.
Napted CDMT reaguje s karboxylovou skupinou na kyseliné hyaluronové za vzniku
meziproduktu. Pro neutralizaci chloridovych ionti se ke smési piiddva N-methylmorfolin.
Reakci meziproduktu s aminem vznikd amidova vazba. Stupen konverze je ptiblizné 25 %

pfi poméru kyseliny hyaluronové a CDMT 2:1. [5]

_(O—CH3 cH _(O—CH3 o

+ ¢ I — Y0—<¢ ‘N — %

HA/U\OH _<}4 _/< o HA\>_ _<N=< HA/U\NH
O-CH3 O-CH3

Obrazek 8: Mechanismus amidace pomoci CDMT

Amidace karbonyldiimidazolem, konkrétné 1,1 -karbonyldiimidazolem, byla patentovana
spolecnosti Fidia [34]. Reakce tetrabutylamoniové soli kyseliny hyaluronové probiha
v prostiedi organického rozpoustédla dimethylsufoxidu pfes dva meziprodukty. Tento
proces je oproti ostatnim amida¢nim reakcim pomérné dlouhy, nicméné vedlejsi produkty

reakce jsou CO; a imidazol, coz jsou netoxické produkty. [5]

o O O (o)
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Obrazek 9: Mechanismus amidace pomoci 1,1 -karbonyldiimidazolu

2.4.1.2 Esterifikace

Esterifikované hydrogely jsou pfipravovany reakci ~-COOH skupiny s alkoholem za vzniku
esteru. Jednou z mozZnosti ptipravy estert je pouziti alkylhalogenti. Patent na tuto metodou
ziskali védci Della Valle a Romeo [35]. Védci Pelletier a kol. [36] syntetizovali amfifilni
estery kyseliny hyaluronové pouzitim alkylbromidu, reakci provadéli v dimethylsulfoxidu,

sodna stl kyseliny hyaluronové byla napted pfevedena na jeji tetrabutylamoniovou stl. [5]
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Dalsi moznosti, jak pfipravit esterifikované hydrogely, je pouziti latky s tosylatovou
skupinou. Reakce probihd v dimethylsulfoxidu =z tetrabutylamoniové soli kyseliny

hyaluronové a tetraethylglykolu se dvéma skupinami tosylatu. [5]

CH3 CH3
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Obrdazek 10: Mechanismus esterifikace tosylatovymi skupinami
Esterové hydrogely lze také ptipravit pomoci diazomethanu. Reakce, kterou poprvé uvedli

Jeanloz a Forchielli [37], probiha také v dimethylsulfoxidu z tetrabutylamoniové soli

kyseliny hyaluronové za vzniku methylesteru. [5]

Posledni moznosti esterifikace je pouziti epoxidii. Byla popsana piiprava methylakrylatu
kyseliny hyaluronové pomoci glycidylmethakrylatu ve vodé s prebytkem triethylaminu jako
katalyzatoru. [5]
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Obrazek 11: Mechanismus esterifikace epoxidy

Estery kyseliny hyaluronové mohou byt vytlacovany pro vyrobu membran ¢i elektrostaticky
zvlaknovany pro vyrobu vlaken. Hydrogely pfipravené esterifikaci maji lepsi mechanickou

pevnost v suché stavu nez v hydratovaném. [14] [38]

2.4.2 Modifikace skupiny —-OH

Skupiny —OH se nachdzi na obou sacharidech. Sitovani t&€chto skupin lze provést

etherifikaci, poloacetalovou vazbou, esterifikaci ¢i karbamatovou vazbou.

2.4.2.1 Etherifikace

Ethery mohou vznikat reakci s epoxidy. Laurent, Hellsing a Gelotte [39] pouzili jako
sitovaci ¢inidlo 1,2,3,4-diepoxybutan, reakce byla provadéna v siln€ alkalickém prostiedi
pii pH 13-14 a teploté 50 °C po dobu 2 hodin. Dal§i moznosti je pouzit jako sitovadlo
butandiol-diglycidylether v 0,25M roztoku hydroxidu sodného [40]. Pti reakci dochazi

k otevieni epoxidového kruhu za vzniku esterové vazby s hydroxylovymi skupinami.
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Jestlize reakce probiha v zésaditém prostiedi s pH vys§im nez hodnota pKa hydroxylovych
skupin (pfiblizn¢ 10), dochazi k deprotonovani vétsSiny —OH skupin a vysledkem reakce je
etherova vazba. Nicméné probiha-li reakce v prostfedi s pH niz§im nez hodnota pKa
hydroxylovych skupin, vytvoii se esterovd vazba. V soucasné¢ dob¢ je butandiol-
diglycidylether jedno z nejrozsifenéjSich sitovacich ¢inidel pro vyrobu etherii kyseliny
hyaluronové. Disponuje snadnou a rychlou reakci a jeho produkty pti degradaci nevykazuji

zadnou cytotoxicitu. [5] [41]

Dalsi moznosti vzniku etherti je reakce s divinylsulfonem. Tento postup byl patentovan
Balaszem a Leshchinerem [42]. Pti vysokych hodnotich pH lze vytvotit sulfonyl-bis-
ethylové vazby mezi hydroxylovymi skupinami. Vyhodou oproti jinym zptisobim je
moznost reakce pii pokojové teploté, v porovnani s vysSSimi teplotami nedochéazi k tak
rozsahlé degradaci kyseliny hyaluronové v zasaditém prostiedi. Bylo dokdzédno, Ze reakce
zacina kratce po pridani sitovadla a trva pfiblizné¢ hodinu. Pfitomnost soli jako je chlorid
sodny zvySuje stupenn zesiténi. Hydrogely pfipraveny sitovanim divinylsulfonem jsou
nachylnéjsi k degradaci ve srovnani s hydrogely pfipravenymi sitovanim karboxylové
skupiny. PtestoZe vychozi materidl divinylsulfonyl je toxicky, u hydrogeli byla potvrzena

biokompatibilita. [5] [43]
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Obrazek 12: Mechanismus etherifikace divinylsulfonem

Etherovou vazbu lze pfipravit také pouZzitim ethylensulfidu, sulfidickou variantou
ethylenoxidu. Ethylensulfidovy kruh je otevien hydroxylovou skupinou kyseliny

hyaluronové za ptritomnosti dithiothreitolu v alkalickém prostiedi. [5] [44]
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Obrazek 13: Mechanismus etherifikace ethylensulfidem

2.4.2.2 Esterifikace

Hydroxylové skupiny lze modifikovat alkylanhydridem kyseliny jantarové za vzniku

esterové vazby. Tato reakce byla patentovdana Toemmeraasem a Eenschootenem [45],
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v alkalickém prostiedi byla kyselina hyaluronova modifikovdna oktenylanhydridem

kyseliny jantarové za vzniku esterové vazby. [5]
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Obrazek 14: Mechanismus esterifikace pomoci oktenylanhydridu kyseliny jantarové

Pomémé novou metodu ptipravy esterd kyseliny hyaluronové popsal Pravata se svym
kolektivem [46], kdy je kyselina hyaluronova roubovana aktivovanym acylchloridovym
karboxylatem. Slouceniny s karboxylovou skupinou jsou aktivovany chloroacylatem

s thionylchloridem v organickém rozpoustédle dimethylsulfoxidu. [5]
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Obrazek 15: Mechanismus esterifikace aktivovanym acylchloridovym karboxyldtem

Esterifikaci kyseliny hyaluronové anhydridem kyseliny methakrylové lze ziskat
methakrylovanou kyselinu hyaluronovou. Reakce se provadi pii nizkych teplotach
v zasaditém prosttedi po dobu 12 hodin. Diky pfitomnosti methakrylatovych skupin Ize tyto
derivaty sitovat UV zafenim o vinové délce 365 nm. [5] [47] [48]
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Obrazek 16: Mechanismus esterifikace anhydridem kyseliny methakrylové

2.4.2.3 Oxidace

Hydroxylové skupiny lze oxidovat na skupiny aldehydové. Sacharidovy kruh kyseliny
glukuronové lze reakci s jodistanem sodnym otevfit a ndsledné oxidovat na dialdehyd. Bylo

zjisténo, Ze reakce vede k vyznamnému poklesu molarni hmotnosti. [5] [49] [50]

2.4.3 Modifikace skupiny -NHCOCH:

Skupina -NHCOCH;3 se nachdzi na druhém uhliku acetylglukosaminu. Tuto skupinu lze

modifikovat deacetylaci a naslednou amidaci.
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2.4.3.1 Deacetylace s naslednou amidaci

Deacetylaci N-acetylové skupiny 1ze obnovit aminovou skupinu, ktera mtze reagovat za
vzniku amidové vazby. Deacetylace provadéna michanim s hydrazinsulfatem po dobu 5 dnti
pfi teploté 55 °C zpisobuje fragmentaci fetézce. Mirnéjsi zptsob deacetylace je B-eliminace
glukuronové casti. [5] [51] [52]

H3C

HsC—NH'

na-\H_CHs o N NH _R

;[)( — HA—NH;, — JJ\ )l\ ——> HA” T]/
(0]

R” ~07 “NH “CH,

Obrazek 17: Mechanismus deacetylace s ndslednou amidaci

2.5 Vyuziti

Hydrogely na bézi kyseliny hyaluronové jsou obzvlasté atraktivni pro biomedicinské
aplikace. Produkty na bazi kyseliny hyaluronové ziskavaji stidle vEétSi uplatnéni 1
v kosmetickém primyslu. Kyselina hyaluronova zesitovana butandiol-diglycidyletherem
nebo divinyl sulfonem je vyuZivana v produktech na docasné odstranéni oblic¢ejovych

vrasek.

Hydrogely na bazi kyseliny hyaluronové se také vyuZivaji pti hojeni ran. Matrice tvofena
zesitovanymi fetézci kyseliny hyaluronové piispiva k ulpivani bunék a riistu obnovené

tkané. [3]

Derivaty kyseliny hyaluronové je mozné vyuzit pfi obnové spoje mezi chrupavkou a kosti.
Na toto téma byla provedena studie, v niz byl porovndvan vliv hydrogelu na obnovu
chrupavkového spoje na kost kralika. Hydrogel na bazi kyseliny hyaluronové vykazuje

mnohonasobné¢ lepsi vysledky nez hydrogel na bazi polyethylenglykolu. [38] [53]

Modifikované hydrogely kyseliny hyaluronové hraji vyznamnou roli pii obnové kosti.
Hydrogely na bazi kyseliny hyaluronové lze vyuzit jako scaffoldy pro regeneraci kosti,
vyhodou je schopnost hydrogelu fizené uvolilovat riistové hormony. Hydrogel 1ze také

pouzit jako nosi¢ Castic fosfore¢nanu vapenatého. Podle studie byl zaznamenan znacny
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nartst kostni hmoty po jednom tydnu, nicméné po Ctyfech tydnech jiz nebyl rozdil ve

srovnani s kosti bez hydrogelu. [38]

Dalsi aplikaci hydrogelt na bazi kyseliny hyaluronové jsou povrchové upravy implantata.
Materialy implantatii jako je keramika ¢i titan maji dobré mechanické vlastnosti, nicméné je
mozno zlepsit jejich zaglenéni do kostni tkand. Upravy povrchu vrstvou hydrogelu zlepsuje
interakci s kostnimi bunikami, jak bylo jiz vyse napsano, hydrogely slouzi také jako scaffold

pro rust bun¢k. [38]

Hydrogely jsou diky svym vlastnostem, jako je mékkost, poréznost a elasticita, vhodnymi
materidly pro opravy vnervové soustaveé, zejména pro regeneraci mozku a michy.
Zesitovana struktura hydrogelu byla zkoumana jako mozny prostiedek pro obnovu nervii po
mrtvici. Vysledky studie ukéazaly, Ze pteziti bun¢k se vyrazné zlepsilo, lokalni zanéty byly

minimalizovany v porovnani s buiikami bez scaffoldu hydrogelu. [17]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 26

3 METODY A PRISTROJE NA MERENI VLASTNOSTI

Hydrogely lze charakterizovat z hlediska chemického slozeni, morfologie ¢i jejich
fyzikélnich vlastnosti. Chemické slozeni 1ze méfit nukledrni magnetickou rezonanci (NMR)
a infracervenou spektroskopii (FTIR). Pomoci NMR lze ur¢it mnozstvi navazanych skupin.
Morfologii hydrogeld lze charakterizovat pomoci mikroskopickych metod. Pro rastrovaci
elektronovou mikroskopii (SEM) a transmisni elektronovou mikroskopii (TEM) je nutné
hydrogel lyofilizovat. Pro mikroskopii atomarnich sil (AFM) je mozné pouzit vodny stav
hydrogelu. Fyzikalni vlastnosti jako je zesitovani hydrogelu lze métit pomoci nasdkavosti
(swelling test) a komprese hydrogelu. Charakteristika termodynamického chovani
hydrogelti 1ze méfit diferencni skenovaci kalorimetrii (DSC). Pomoci dynamicko-
mechanické analyzy (DMA) je mozné porovnat vliv sitovadla na mechanické vlastnosti
hydrogelu. Molarni hmotnost 1ze ur¢it pomoci méfeni velikosti ¢astic metodou rozptylu

svétla nebo métenim viskozity. [5]

3.1 Infracervena spektroskopie

Infracervend spektroskopie je nedestruktivni analytickad technika, pomoci které lze urcit
sloZeni organickych sloucenin. Podstatou této techniky je interakce infracerveného zareni se
vzorkem. Jednotlivé molekuly vzorku vibruji na urcitych frekvencich. Pfi interakci zareni
s vazbami dochazi k jeho absorpci ve vzorku, coZ mé za nasledek zménu vibrace molekuly
v zavislosti na zméné dipdlového momentu molekuly. Kazda vazba ma své charakteristické
frekvence vibraci, 1ze tedy podle frekvence absorbovaného zafeni urcit, jaké funkéni skupiny
jsou ve vzorku obsaZeny. K charakteristice organickych latek se nejcastéji se pouziva stfedni
infraervené zafeni v rozsahu vInoétd 4000—400 cm™. Vysledkem méfeni je zavislost
transmitance nebo absorbance zafeni na vlnoctu, tato zéavislost je nazyvana infracervené
spektrum. Transmitance je definovéna jako pomér intenzity zafeni proSlého vzorkem
k intenzité vychdzejici ze zdroje. Absorbance je definovana jako dekadicky logaritmus
pfevracené hodnoty transmitance. Infraervené spektrum lze rozdélit do dvou oblasti.
V rozmezi vinoétl 4000-1500 cm™ se nachdzeji absorpéni pasy, pomoci kterych lze
identifikovat funkéni skupiny. Druhd oblast v rozmezi vlnoétii 1500400 cm™ se nazyva

oblast ,,otisku palce”.
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Obrazek 18: Infracervené spektrum acetonu [58]

Touto metodou lze méfit kapalné a pevné vzorky. Kapalné vzorky Ize métit v kyveté o dané
tloust’ce, nebo pomoci totdlniho odrazu na krystalu (ATR metoda). Nej€astejs$i moznosti je
meteni tablet, které jsou pfipraveny homogenizaci vzorku s KBr. Tenké prithledné vzorky
1ze méfit spekularni reflexi, kdy dochézi k odrazu zareni od lesklého povrchu, na kterém je
vzorek nanesen. Praskové nebo siln€ absorbujici vzorky lze méfit metodou diftzni

reflektance. [54] [55]

Infrac¢ervenou spektroskopii lze u modifikované kyseliny hyaluronové pozorovat pokles
intenzity charakteristickych absorpcnich past oproti Cisté kyseliné hyaluronové, nebo
naopak pfitomnost absorpcnich past noveé vytvorenych vazeb. Touto metodou lze také

kvantifikovat stupeni konverze. [5]

3.2 Rastrovaci elektronova mikroskopie

Rastrovaci elektronovou mikroskopii 1ze charakterizovat strukturu povrchu vzorku. Mala
plocha o rozmérech v fadu stovek nanometrti az stovek mikrometri je ozafovana svazkem
urychlenych elektronti. Zakladni dva mody SEM jsou rezim zpétné odrazenych paprski a
rezim sekundarnich elektroni, pfi kterém urychlené elektrony interaguji s materidlem a
vyvolavaji emisi sekundéarnich elektronil, ze kterych je nasledné vytvofen trojrozmérny
obraz. Elektrony jsou generovany v elektronovém délu a nasledné urychleny na energii
vrozsahu 0,1-50 keV. Tento proud elektroni je zaostfen a smérovan pomoci
elektrostatickych a elektromagnetickych cocek na vzorek, kde sniméd plochu o priméru

mensi nez 10 nm. Tato velikost definuje nejmensi rozmér, ktery lze ziskat z méteni SEM.
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Nezbytnou podminkou pro méfeni je piitomnost vysokého vakua az 10#-10° Pa, aby se

zabranilo interakci elektronti s plyny v tubusu mikroskopu. [56]

Hydrogely s vysokym obsahem vodné faze nelze métit pomoci SEM bez upravy, vzorky
musi byt napied vysuSeny mrazem a nasledn¢ pokoveny kviili zajisténi vodivosti. Nicméné
existuje environmentélni elektronovy mikroskop, u kterého neni nutné vzorek pokovit. SEM
byva pouzivana pro charakterizaci struktury povrchové vrstvy ¢i vrstvy fezu vzorku. Lze

také urcit tvar Ci velikost pora. [5]

3.3 Dynamicko-mechanicka analyza

Dynamicko-mechanickou analyzou Ize charakterizovat mechanické chovani materidlu
v oblasti elastické deformace. Na vzorek je pfivedeno malé oscila¢ni napéti a jsou sledovany
zmény ve viskoelastickém chovédni. Diky tomu, Ze je napéti oscilacni, lze odezvu
prezentovanou komplexnim modulem E* rozdélit na dvé casti, redlnou slozku E" a
imaginarni slozku E”’. Tyto dvé slozky ptfedstavuji dva nezavislé déje uvniti materidlu.
Reélnad ¢ast predstavend soufizovym modulem E’ je déna vratnou elastickou slozkou.
Imaginarni ¢ast je ddna ztratovym modulem E"" a pfedstavuje utlumovou viskozitni slozku,

ktera zavisi na disipované energii pouzité k relaxaci fetézce.
E* =E' +iE" ()

Pro charakterizaci schopnosti tltumeni materialu je zaveden ztratovy ¢initel tand, coZ je podil
ztratového a soufazového modulu.
EII
tand = - 3)
Material 1ze méfit v zavislosti na teploté nebo frekvenci. Méfenim DMA lze stanovit teplotu

skelného prechodu, teplotu meéknuti a tani, stupeii krystalizace €i teplotu sitovani. [57]

DMA analyza je pouzivana k porovnavani vlivu sitovacich ¢inidel a obsahu vodné faze na
mechanické vlastnosti hydrogeld, jako jsou modul pruznosti, soufazovy modul a ztratovy

modul. [5]
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II. PRAKTICKA CAST
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4 PRIPRAVA VZORKU

4.1 Pouzité chemikalie

Pro piipravu hydrogelii byla pouzita kyselina hyaluronovd o molarnich hmotnostech

73,8 kDa, 370 kDa, 500 kDa, 1180 kDa a 1690 kDa od firmy Contipro a.s.

Jako sitovaci cCinidlo byly pouzity 1-ethyl-3-[3-(dimethylamino)-propyl]-karbodiimid
(EDC) a dihydrazid kyseliny adipové (ADH) od firmy Sigma-Aldrich s.r.o.

4.2 Priprava hydrogeli

Hydrogely byly pfipraveny z kyseliny hyaluronové, sitovaciho d¢inidla a nasledné

stabilizovany kyselinou chlorovodikovou.

V prvnim kroku pftipravy bylo pii teplot¢ 50 °C po dobu 24 hodin rozpousténo za stalého
michani 0,1 g kyseliny hyaluronové v 10 ml deionizované vody, jedné se o 1 hm. % roztok.
Dale bylo ptidano 0,19 g EDC a michéno po dobu 1 hodiny pfi teploté 25 °C. Poté bylo
upraveno pH na 4,5-4,75 pomoci 0,IM HCI a po dobu 1 hodiny v tomto intervalu
udrzovano. Takto pfipraveny vzorek byl pielit do valcové formy o priméru 2,8 cm a mrazen

pfi teploté -19 °C po dobu 72 hodin, aby ziskal svou findlni makroskopickou strukturu.

Druhy typ hydrogelu byl pfipraven rozpusténim 0,1 g 500 kDa kyseliny hyaluronové
v 10 ml deionizované vody pii teploté 50 °C po dobu 24 hodin. Nésledné bylo ptfidano 0,92 g
ADH a po 30 minutach upraveno pH na 4,8 pomoci 0,1M HCI. Poté bylo pfidano 0,083 g
EDC a po rozpusténi bylo pH udrzovano na hodnoté¢ 4,8. Takto ptipraveny hydrogel byl

prelit do valcové formy o priméru 2,8 cm a mrazen pfi teploté -19 °C po dobu 72 hodin.

4.3 Vzorky

Pro piipravu hydrogeli se sitovacim ¢inidlem EDC byly pouzity rizné molarni hmotnosti
kyseliny hyaluronové. V nasledujici tabulce (Tabulka 1) je vidét srovnani tvaru vysledného

hydrogelu a jeho schopnosti absorpce vody.
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Tabulka 1: Prehled pripravenych hydrogelu

Molarni hmotnost | Sitovaci ¢inidlo Tvar hydrogelu Absorpce vody

73,8 kDa EDC kraje kompakini | nizké
stted velmi propadly

370 kDa EDC kraje kompakini | nizké
stted velmi propadly

500 kDa EDC kraje kompaktni stredni

stted propadly

1180 kDa EDC Jraje kompakini vysoka
stted mirné propadly

1690 kDa EDC cely vzorek kompaktni vysoka

500 kDa ADH celd vzorek kompaktni minimalni

Vzhledem ke Spatnym mechanickym vlastnostem a vyrazné nehomogenité hydrogela
pfipravenych s niz§imi molarnimi hmotnostmi kyseliny hyaluronové byly pro méteni

vlastnosti vybrany tyto hydrogely:

e 1690 — 1690 kDa kyselina hyaluronova sitovana EDC
e 1180 - 1180 kDa kyselina hyaluronova sitovana EDC
e 500 - 500 kDa kyselina hyaluronova sitovana EDC

e ADH - 500 kDa kyselina hyaluronova sitovana ADH
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Obrazek 19: Pripraveny zesitovany hydrogel — vzorek 1690

4.4 Vliv sitovaciho ¢inidla na vlastnosti

Hydrogely v této bakalaiské prace byly pfipravovany pomoci dvou riznych sitovacich
¢inidel. Rlzna sitovaci Cinidla poskytuji odlisSnou strukturu hydrogelu, coz se odrazi ve

vyslednych vlastnostech.

Pti reakci kyseliny hyaluronové se sitovacim ¢inidlem EDC dochézi k vytvofeni esterové
vazby mezi dvéma fetézci (Obrazek 20). Naopak pfii sitovani sitovacim ¢inidlem ADH
dochazi k vytvofeni miistku mezi dvéma fetézci (Obrazek 21). Lze ptedpokladat, ze

hydrogel pfipraveny s EDC bude mit lepSi mechanické vlastnosti — bude pevnéjsi a tuzsi.
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Obrazek 20: Schéma sitovani pomoci EDC [60]
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Obrazek 21: Schéma sitovani pomoci ADH [61]

Hydrogely jsou cenény také kvili tomu, Ze jsou schopny absorbovat vodu. Hydrogely
pfipravené se sitovacim ¢inidlem EDC po vymackani vody, kterd neni pevné vézand ve
sktruktufe hydrogelu, tuto vodu opét ptijmuly. Hydrogely ptipravené se sitovacim ¢inidlem
ADH této vody pfijmuly vyrazn€ méné. Kyselinu hyaluronovou tvoii dvé opakujici se
sacharidové jednotky, obsahuje tedy na sacharidovych kruzich vice —OH skupin, a jednu
skupinu —COOH. Pii sitovani s ADH probiha reakce na —COOH skupinach. Je mozné, ze
voda je v hydrogelech vazana pravé na téchto —COOH skupinach, proto hydrogely
pfipravené¢ s ADH absorbuji vodu vyrazné¢ méné nez hydrogely, které jsou pfipravené

s EDC.
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5 MECHANICKE CHOVANI - DMA

5.1 Pouzity pristroj

Mg¢teni bylo provadéno na pfistroji DMAI od firmy Mettler Toledo.

Obrazek 22: Uchyceni vzorku na pristroji DMAI [59]

5.2 Rezim méreni

Hydrogely byly zbaveny piebytecné vody a nésledné z nich byla vyrazena valcova téliska o
priméru 9 mm a vysce 2 mm. Tato téliska byla vlozena do celisti pfistroje. Méfeni bylo
provadéno v tlaku pfi frekvenci 1 Hz. Teplotni rezim méteni byl ohfev 0 4 K/min v intervalu

od -110 do 60 °C.

5.3 Vysledky

Byl méfen soufazovy modul E’, ztratovy modul E’" a ztratovy ¢initel tand v zavislosti na

teploté.
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Graf 1: Zavislost soufdzového modulu E’ na teploté

V ptechodové oblasti okolo teploty skelného piechodu dochézi k prudkému poklesu
soufazového modulu E’. Toto chovani je zpsobeno vyssi pohyblivosti ¢asti makromolekul

a poruSenim mezimolekularnich vazeb.

Na grafu 1 lze vidét, ze hydrogel pripraveny z kyseliny hyaluronové s nejvyssi molarni
hmotnosti ma nejvyssi hodnotu soufazového modulu. Oproti tomu vzorek pfipraveny se
pfechodu ze skelného stavu. U vzorki ptipravenych sitovanim s EDC lze vidét pokles

piiblizné o 3 tady.
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Graf 2: Zavislost ztratového modulu E’" na teploté

Ztratovy modul E”” vyjadiuje mechanické ztraty a uréuje mnozstvi energie, které se preméni
na teplo. Z maximalni hodnoty piku ztratového modulu Ize urcit teplotu skelného ptechodu.
Nad teplotou skelného piechodu vSechny vzorky vykazuji vyrazny pokles ztratového

modulu E”" o tfi fady, v pfipad¢ vzorku s nejniZ§i molarni hmotnosti az o 4 tady.

Tabulka 2: T z maximdlni hodnoty ztratového modulu E™”

Nézev vzorku | Tg [°C]
1690 2,3
1180 4,2
500 4,2
ADH 1,3

V tabulce 2 jsou shrnuty teploty skelného piechodu pro jednotlivé vzorky urcené
z maximalni hodnoty ztratového modulu. Je vidét, ze tyto teploty lezi blizko teploty tani
ledu. S ohledem na obsah vody ve vzorcich nelze tedy jednoznaéné urcit, zda se jedna o

teplotu skelného ptechodu hydrogelové sité ¢i tani vody obsazené v hydrogelu.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 37

Ztratovy Cinitel tand

0,8
0,7
0,6
0,5

tand

0,4
03
0,2
0,1

-120 -100 -80 -60 -40 -20 0 20 40 60
Teplota (°C)

1690 1180 500 ADH

Graf 3: Zavislost ztratového cinitele tand na teploté

Ztratovy Cinitel tand vyjadfuje miru vnitiniho tfeni mezi makromolekulami. V grafu 3 lze
vidét, Zze ve skelném stavu je ztratovy Cinitel dosahuje nizkych hodnot a je konstantni.
Znamena to, ze v materialu nedochazi k vnitinimu tfeni. Oproti tomu nad teplotou skelného

prechodu Ize pozorovat zvyseni ztratového Cinitele zptisobené vétsim pohybem molekul.

5.4 Diskuze vysledkii z DMA

DMA meéfeni ukazuje, Ze hydrogely pfipravené pomoci ADH maji niz$i hodnotu
soufazového modulu, ¢ili maji niz$i tuhost nez hydrogely ptipravené pomoci EDC. Je to
dano predevsim jejich chemickou strukturou, protoZe hydrogely pfipravené pomoci ADH

maji fetézce kyseliny hyaluronové spojené miistkem.

Vliv molarni hmotnosti na hydrogely pfipravené pomoci sitovaciho ¢inidla EDC je znaény.
Lze ptedpokladat, ze hydrogely s delsimi fetézci kyseliny hyaluronové by mély mit vyssi
tuhost a pevnost. Tento pfedpoklad potvrzuje méfeni DMA, kde z teplotni zévislosti
soufazového modulu (Graf 1) Ize vidét, ze vzorek 1690 ma vyssi hodnotu soufazového

modulu nez vzorky 1180 a 500 a to pod i nad teplotou skelného ptechodu.
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6 VNITRNi STRUKTURA - SEM

6.1 Pouzity pristroj

Mg¢teni bylo provadéno na pfistroji Phenom Pro-X.
6.2 Rezim méreni

Hydrogely byly lyofilizovany (lyofilizace — suSeni mrazem) a nasledné znich byly

pripraveny vzorky o tloust’ce 0,5-2 mm. Bylo métfeno pfi urychlovacim napéti 10 keV. Byla

snimana ¢tvercova plocha o strané¢ 1 mm pfi zvétSeni 255-270x.

Obrazek 23: Lyofilizovany hydrogel na rezu — vzorek ADH
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6.3 Snimky ze SEM

Obrazek 24: Vrstevnata struktura vzorku 1690 pod SEM
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Obrazek 25: Porovitad struktura vzorku 1180 pod SEM
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Obrazek 26: Vrstevnata struktura vzorku 500 pod SEM
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300 pm < 3 BSD Full

Obrazek 27: Struktura vzorku ADH pod SEM

Snimky ze SEM ukazuji vrstevnatou strukturu hydrogeli. Na prvni pohled je vidét, ze
hydrogel pfipraveny se sitovacim ¢inidlem ADH (Obrazek 27) ma odlisSnou strukturu.
Jednotlivé vrstvy maji mnohem mensi rozmér neZ vrstvy hydrogell pfipravenych sitovacim
¢inidlem EDC. U vzorka 1180 a 500 je vidét podobnéd vrstevnatd struktura tvotici pory.
V horni ¢asti snimku vzorku 1180 (Obrazek 25) lze pozorovat fez vrstev a odhadnout jejich
tloustku na 10 az 20 um. Struktura vzorku 1690 (Obrazek 24) je také vrstevnata, ale lze

vidét, ze vzdalenost mezi jednotlivymi vrstvami je v porovnani se vzorky 1180 a 500 mensi.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 43

6.4 Diskuze vysledkii ze SEM

Struktura, konkrétn¢ velikost a vzdalenost jednotlivych vrstev, mé vliv na pevnost
hydrogelii. Pfi porovnani snimku hydrogelu piipraveného pomoci ADH (Obrazek 27) se
snimkem hydrogelu pfipraveného pomoci EDC (Obrazek 24), kdy oba zobrazuji stejné
velkou ¢tvercovou oblast o strané¢ 1 mm, lze vidét, Ze na snimku hydrogelu pfipraveného
pomoci ADH je velké mnozstvi malych vrstev, kdezto na snimku hydrogelu pfipraveného
pomoci EDC Ize vidét podstatné méné vrstev. Z toho Ize usuzovat, ze hydrogel piipraveny

pomoci EDC bude pevnéjsi.

Predpoklad, ze hydrogely s del§imi fetézci kyseliny hyaluronové by mély mit vyssi tuhost a
pevnost, potvrzuji také snimky ze SEM. Na snimku vzorku 1690 (Obrazek 24) lze vidét, ze
vzdélenost mezi jednotlivymi vrstvami je v porovnani se vzorky 1180 a 500 mensi, proto

vzorky s niz§i molarni hmotnosti maji niz$i tuhost.
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7 INFRACERVENA SPEKTROSKOPIE

7.1 Pouzity pristroj

Mg¢teni bylo provadéno na pfistroji FTIR-8601 od firmy Shimadzu.

7.2 Rezim méreni

Byly smichany 2 mg lyofilizovaného hydrogelu nebo prasku kyseliny hyaluronové s 200 mg
KBr, zhomogenizovano ve tfeci misce a nasledné byla z prasku vylisovana tableta. Bylo

méfeno v rezimu absorbance v intervalu vinoétd od 400 do 4600 cm’™.

7.3 Vysledky

Na grafu 4 lze vidét spektra pfipravenych hydrogelii v porovnani s ¢istou kyselinou
hyaluronovou. Na spektru ¢isté kyseliny hyaluronové (svétle modréd kiivka) je vyrazny
Siroky pas na vlno&tu 3437 cm’!, ktery piedstavuje valenéni vibrace -OH a —NH- skupin.
Na vlnodétech 2926 a 2878 cm! jsou asymetrické a symetrické vibrace skupin —CHz— a
—CHj3. Vyrazny pas na vinoétu 1630 cm™! a niz&i pas 1560 cm™ odpovidd amidové skuping
—~CO-NH-. Pis na vino¢tu 1410 ¢cm odpovida valenénim vibracim vazby —C-N-

v amidové skuping.

Spektra hydrogelt pripravenych se sitovacim ¢inidlem EDC nejsou pfilis odlisné. Vyrazné
Siroké pasy s maximem na vinoctech 3418 cm™ odpovidaji valenénim vibracim skupin ~OH
a —-NH—-. Oproti Cisté kyseliné hyaluronové jde o posun k niz§im vInoc¢tim, coz mize byt
zpiisobeno ubytkem —OH vazeb, které se podileji na vzniku esterové vazby pfi sitovani. Ve
vzorku 1180 se nachazi uzky pas 3315 cm’!, ktery je zpiisoben valenénimi vibracemi
v amidové skupin€. Charakteristické pasy pro symetrické a asymetrické vibrace skupin
—CH,— a —CHs se nachézeji na vlnoétech 2970 a 2935 cm™, v porovnani s &istou kyselinou
hyaluronovou jde o posun k vy$sim vlno¢tlim a nartiist intenzity téchto pasii. Ve spektrech
hydrogelii se objevuje navic pas na vinoétech 27062723 cm™!, jde o valenéni vibraci vazby
—CH v aldehydické skupiné, pravdépodobné pii sitovaci reakci dochazi k oxidaci —-OH
skupin. Pas na vlnoétu 1705 cm™ je zp@isoben vazbou —C=0 v esterové skuping, ktera
vznikla béhem sifovani. Vyrazny pas na vlnoStech 1637-1655 cm™ a pas 1560 cm’!

odpovidd amidové skupiné¢ —-CO-NH-.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

45

3437

2972 2935

Absorbance (-)

4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

vinocet (cm?)

HA 1690 1180 500

Graf 4: Spektra hydrogelu sitovanych EDC a cisté kyseliny hyaluronové
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Graf 5: Spektrum hydrogelu sitovaného ADH a cisté kyseliny hyaluronové

Spektrum hydrogelu pfipraveného se sitovacim ¢inidlem ADH je uZ na prvni pohled vyrazné
odlisné od spektra ¢isté kyseliny hyaluronové. Vyrazny uzky pas na vino¢tu 3300 cm’!
odpovida valen¢nim vibracim —NH- vazeb v amidové skupiné. Dvojity pas na vinoctu
3200 cm™! odpovid4 deformagnim vibracim vazby —HN,. Pfitomnost skupin ~CH,— a —~CH3
dokazuji pasy na vinoctech 2926 a 2864 cm, které jsou disledkem asymetrickych a
symetrickych vibraci téchto skupin. Amidy jsou charakterizovany tzv. amidickymi pasy,
které vystihuji silné spfeZeni vibraci vazeb v amidech. Prvni amidicky péas na vlnoctu
1632 cm’! piedstavuje valenéni vibrace skupiny —C=0. Druhy amidicky pas leZi na vlno&tu
1533 cm™ a odpovida sloZeni vlivu deformacnich vibraci skupiny -NH- a valenénich vibraci
vazby —C—N-. Tteti amidicky pas na vlno¢tu 1277 cm™! piedstavuje spojeni deformacnich
vibraci skupiny —C—N- a valencnich vibraci skupiny -NH—. Dva pasy na vIinoctech 1036 a
986 cm™! odpovidaji symetrickym a asymetrickym valenénim vibracim etherové skupiny

—C-O0-C-.
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7.4 Diskuze vysledkii z FTIR

Ve spektrech FTIR nejsou u hydrogela sitovanych EDC pfili§ velké rozdily (Graf 4). Ve
vzorku 1180 (tmavé modra kiivka) dosahuji pasy pro symetrické a asymetrické vibrace
skupin —CH>— a —CHj3 vyssi intenzity nez u vzorkti 1690 a 500. Vyrazné rozdily mezi
jednotlivymi vzorky lze pozorovat na pasu 1705 cm’!, ktery odpovida vibracim vazby -C=0
v esterové skupin¢ vzniklé diky sitovani. Plochy pod timto pasem by bylo mozné porovnat
a urcit, kolik —COOH skupin bylo pfeménéno na esterovou skupinu, ¢ili stupen zesiténi.
Potvrzeni této hypotézy by vSak vyzadovalo pfipravu novych vzorkli a ptedevSim

kvantitativni méteni FTIR spekter.

V hydrogelech sitovanych ADH je vysoké zastoupeni ADH vici kyseliné hyaluronové
(0,92 g vuci 0,1 g). Proto ve spektru tohoto hydrogelu jsou pasy typické pro kyselinu
hyaluronovou ptekryty pasy ADH, coz pravdépodobné znamena, ze ptebytecné ADH, které

se neucastnilo sitovaci reakce, nebylo dokonale odstranéno ze vzorku.
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ZAVER
Tato prace byla zamétena na piipravu hydrogelt z kyseliny hyaluronové a nasledné méteni

a porovnani jejich vlastnosti.

Dle méfeni DMA ma hydrogel ptipraveny pomoci ADH nizsi hodnotu soufazového modulu
nez hydrogely ptipravené pomoci EDC. Z toho Ize usuzovat na jejich nizsi tuhost, ktera je
dana predevsim jejich chemickou strukturou, jednotlivé fetézce jsou spojeny mistkem. Na
snimcich SEM lze také vidét odliSnou strukturu hydrogelt piipravenych pomoci ADH.
Velikost jejich vrstev je vyrazné mensi, nez vrstvy hydrogela ptipravenych pomoci EDC.
Lze ptedpokladat, ze velikost jednotlivych vrstev ma také vliv na vysledné mechanické

vlastnosti.

Pii ptipravé hydrogelt se sitovacim ¢inidlem EDC byly pouZity rlizné molarni hmotnosti
kyseliny hyaluronové. Homogenita a kompaktnost hydrogelii ptipravenych pomoci EDC
roste se zvysujici se molarni hmotnosti. To bylo potvrzeno métenim DMA, kde soufazovy
modul vzorku 1690 dosahuje v celém rozsahu teplot vysSich hodnot nez u vzorkli 1180 a
500, zatimco vzorky 370 a 73,8 se nepodafilo pfipravit. Také snimky SEM ukazuji rozdilnou
strukturu, vzdalenosti mezi jednotlivymi vrstvami jsou ve vzorku 1690 vyrazn€ mens$i nez u
vzorktl 1180 a 500. Spektra FTIR neukazuji pfili§ velké rozdily mezi jednotlivymi vzorky,
sitovaci reakce poskytuji stejné produkty. Lisi se pouze intenzity jednotlivych pasi, z cehoz
lze usuzovat na stupen zesiténi jednotlivych vzorkd.

Vsechna méfeni potvrdila, Ze pouZitim jin€ho sitovaciho ¢inidla mé pfipraveny hydrogel
jiné vlastnosti. Molarni hmotnost mé také velky vliv, hydrogely pfipravené s vys§i molarni

hmotnosti kyseliny hyaluronové maji odliSné vlastnosti, které byly analyzovany.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

LIFT
EDC
CMPI
DMF
NMR
CDMT
CO2
pKa
uv
FTIR
SEM
TEM
AFM
DSC
DMA
ATR

Dalton

relativni molekulova hmotnost

limitni viskozitni ¢islo

parametr Mark-Houwinkovy rovnice

molarni hmotnost

parametr Mark-Houwinkovy rovnice

potencial vodiku

prostorovy

laserem asistovany bioprinting
1-ethyl-3-[3-(dimethylamino)-propyl]-karbodiimid
2-chloro-1-methylpyridinjodid
dimethylformamid

spektroskopie nuklearni magnetické resonance
2-chloro-dimethoxy-1,3,5-triazin

oxid uhligity

zaporny dekadicky logaritmus disociacni konstanty kyseliny
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