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ABSTRAKT

Tato prace je zaméfena na piipravu hydrogelti na bazi polyvinylalkoholu a hyaluronanu.
Cilem bylo piipravit hydrogely s vhodnou velikosti a distribuci porti pro kultivaci bunék.
Byl zkouman vliv jednotlivych slozek na dobu tuhnuti a mechanické vlastnosti. Pomoci
elektronové mikroskopie a mikrotomografie byla zkoumdana poérovitost jednotlivych

hydrogeli.

V této préci byly pripraveny hydrogely s rtiznou velikosti pért. Byl pfipraven hydrogel,
jehoz strukturu tvoti velké pory s primérem az 350 um, stfedni pory s primérem okolo

50 um a velké mnozstvi malych pora s primérem jednotek mikrometra.

Kli¢ova slova: polyvinylalkohol, hyaluronan, hydrogel

ABSTRACT

This work focuses on the preparation of polyvinyl alcohol and hyaluronan hydrogels.
The aim of this work was the preparation of hydrogels with specific pore size and
distribution for cell culture applications. The influence of individual components was
investigated with respect to gel time and mechanical properties. The porosity of

the individual hydrogels was examined by the electron microscopy and microtomography.

Porous hydrogels with different pore size were successfully prepared in this work. There
was invented a procedure for preparation of hydrogel containing pores with different sizes,
including large pores with a diameter up to 350 pm, medium pores with a diameter about

50 um and small pores with a diameter in unites of micrometers.

Keywords: polyvinyl alcohol, hyaluronan, hydrogel
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UvVOD

Polyvinylalkohol je ptikladem netoxického syntetického polymeru, ktery 1ze enzymatickou
cestou degradovat. Diky velké rozmanitosti zpracovani v podob¢ vlaken, filmu ¢i hydrogelt
nachazi uplatnéni od textilniho primyslu az po zdravotnictvi. Problémem pro biomedicinské
vyuziti je Spatnd adheze bun€k na povrch filmu z polyvinylalkoholu, coz je kompenzovano

roubovanim ¢i smisenim s jinym biopolymerem.

Hyaluronan je dutlezitym biopolymerem se Sirokou Skalou vyuziti. Zejména diky své
schopnosti vazat a udrzovat velké mnozstvi vody ve své struktuie je ¢asto vyuzivan ve

zdravotnictvi a kosmetice.

Hydrogely jsou tvofeny polymerni siti, kterd do své struktury dokdze pojmout velké
mnozstvi tekutiny. Tato dilezitd vlastnost je vyuzivana v Sirokém spektru odvétvi od
zemédé€lstvi, pres optiku, az po medicinu. Hydrogely nachéazeji uplatnéni naptiklad pfi

vyrobé kontaktnich ¢ocek, ale také ve tkdnovém inzenyrstvi nebo pii kultivaci bunék.

Tato prace je zamé&fena na pifipravu hydrogelll na bazi polyvinylalkoholu a hyaluronanu,
které budou mit poérovitou strukturou. Cilem této prace je pfipravit takové hydrogely, které
by diky spravné velikosti a rozlozeni portt mohly byt vhodnymi kandidaty pro kultivaci

bunék.
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I. TEORETICKA CAST
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1 POLYVINYLALKOHOL

Polyvinylalkohol (PVA) je bily prasek s krystalickou sktrukturou. Poprvé byl piipraven
Herrmannem a Haehnelem roku 1924 [1]. V dneSni dob¢ se jedna o velice rozsiteny
polymer, globalni velikost trhu s PVA byla v roce 2016 odhadnuta na 714,5 milionu USD.
Vzhledem k rozvoji trvale udrzitelného obalového primyslu je PVA vhodnym kandidatem
diky své rozpustnosti ve vod¢ a biologické odbouratelnosti. Nejvétsimi vyrobci PVA jsou

Cina, Japonsko a USA. [2][3]

1.1 Struktura

Polymer je pfipravovan radikalovou polymeraci, pfipojeni jednotlivych merl je mozno jako
hlava-hlava, pata-pata nebo hlava-pata (viz obrazek 1). V pfipadé polymerace
polyvinylalkoholu dominuje konfigurace hlava-pata, tvoti 98-99 % spojeni. Spojeni hlava-
hlava je v polymeru obsaZeno pouze z 1-2 %, nicméné ma velky vliv na sniZovani stupné
polymerace pfi zpracovani, protoze ptitomnost —OH skupin na sousednich uhlicich neni moc
stabilni a dochazi k roztrzeni fetézce. Obsah spojeni hlava-hlava v fetézci nelze ovlivnit

metodou polymerace, rozpousStédlem nebo katalyzatorem. [4]

/CH CH2 /HC
CH, ‘ Hy
OH

CH2 CH2
CH ~CH

OH OH
C n

Obrazek 1: Struktura polyvinylalkoholu, a — hlava-hlava, b — pata-pata, ¢ — hlava-pata

1.2 Priprava

Polyvinylalkohol nelze pfipravit z monomeru vinylalkoholu, nebot u né& dochazi
k pfesmyku na acetaldehyd. PVA je pfipravovan polymeraci vinylacetatu na polyvinylacetat
a nasledné dochazi k hydrolyzaci vinylacetatovych skupin na hydroxylové skupiny.

Hydrolyzaci vinylacetatovych skupin Ize povést tfemi zplsoby: aminolyzou, acidolyzou
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nebo hydrolyzou v zésaditém prostiedi. Pfi primyslové vyrob¢ je nejCastéji vyuzivana
hydrolyza v zédsaditém prostiedi, pii které dochazi k esterové vyméné vinylacetatovych
skupin s methanolem za pfitomnosti hydroxidu sodného. V pfipraveném PVA jsou vzdy

obsaZeny nezreagované vinylacetatové skupiny, které modifikuji vlastnosti polymeru. [5][6]

1.3 Fyzikalni vlastnosti

Polyvinylalkohol se nejcastéji ptipravuje s polymeracnim stupném 500-5000, coz odpovida
molekulové hmotnosti 20-200 kDa. Je moZné pfipravit izotakticky, syndiotakticky
1 atakticky PVA, takticita zalezi na vychozich materidlech a zptsobu syntézy. Atakticky
PVA lze pripravit polymeraci vinylacetatu a naslednou hydrolyzou. PVA pfipraveny
radikalovou polymeraci vinylformidtu byva syndiotakticky. Izotakticky PVA lze pfipravit

kationtovou polymeraci benzylvinyletheru. [7]

Se zvySenim molekulové hmotnosti a stupné hydrolyzy roste viskozita, odolnost vici
rozpoustédlim, pevnost v tahu, schopnost tvorby filmu a adheze k hydrofilnim povrchiim.

Teplota skelného piechodu a teplota tani zavisi predevsim na takticite. [7]

1.4 Chemické vlastnosti

Polyvinylalkohol diky své krystalické struktufe vynika svou stabilitou a chemickou
odolnosti. PVA je ve vodé rozpustny pouze za zvySené teploty, minimalni teplota
rozpustnosti klesa se zvySujicim se obsahem vinylacetatovych skupin. Pfi obsahu <1 %
vinylacetatovych skupin je minimalni teplota rozpustnosti PVA ve vodé 90 °C, pii obsahu
>5 % vinylacetatovych skupin 1ze PV A rozpustit ve vode¢ jiz pti teplote 65 °C a pti obsahu
vinylacetatovych skupin >12 % lze PVA rozpustit i pii laboratorni teploté. PVA se
nerozpousti v olejich ani v organickych kyselinach, botnd v jednosytnych alkoholech
a ve vicesytnych alkoholech se rozpousti. PVA reaguje s anorganickymi kyselinami
za vzniku esterii nerozpustnych ve vodé. Podobné reaguje s nékterymi oxidy a chloridy.
V ptitomnosti anorganickych kyselin a zasad dochdzi k vnitini etherifikaci provazenou
ztratou molekul vody. PVA miiZe vytvofit inter- a intra-molekuldrni acetdtové mustky, diky

nimz lze vytvofit zesitovanou strukturu. [6][7]
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1.5 Degradace

Pti pyrolyze polyvinylalkoholu pod teplotou 300 °C dochazi k eliminaci hydroxylovych
skupin a je uvoliiovana voda [8]. Studie Tsuchiya a kol. [9] o tepelné degradaci PVA pii
teploté 240 °C ukazala, ze dochazi ke vzniku vody, acetaldehydu, nenasycenych aldehydi,
ketonii a derivatti benzenu. Podle studie Ballistreri a kol. [10], kde byla pomoci viskozity
méiena molekulova hmotnost, dochdzi pii termalni degradaci napied k nartstu molekulové
hmotnosti vlivem zesiténi a nasledné¢ dochazi ke snizovani molekulové hmotnosti vlivem

Stépeni fetézce. [11]

1.5.1 Biodegradace

Dlouha desetileti védci po celém svété hledali bakteridlni kmen, ktery by byl schopen
enzymaticky degradovat polyvinylalkohol. Od roku 1973 bylo izolovano mnoho
bakterialnich kment naptiklad Pseudomonas genus, Alcaligenes, Bacillus a Sphingomonas

genera, které jsou schopny enzymaticky degradovat PVA. [12][13]

Pii biodegradaci je dileZitd pravidelnost prostorového uspofadani fetézce. Syndiotakticky,
izotakticky a atakticky polyvinylalkohol byl vystaven pisobeni mikroorganizmi po dobu
10 dni a nasledné byla pozorovana enzymatickd degradace fetézcl. Nejvétsi ubytek byl

zaznamenan u izotaktickych fetézcti PVA. [13]

Roztok polyvinylalkoholu je schopen absorbovat prasky pfirodnich mineralt. Pfi vyrobé
nanokompoziti na bazi PVA se casto vyuZivaji pfirodni nanoplniva, napiiklad
montmorillonit nebo kfemelina. VyS$§i obsah nanoplniva miize negativné ovlivnit

biologickou degradaci nanokompozitu. [12]

1.6 Vyuziti

Polyvinylalkohol ma vynikajici schopnost tvofit film, emulgaéni a adhezivni vlastnosti, coz
ma za nasledek Siroké primyslové vyuziti. PVA mtze mit mnoho podob, jako jsou vlakna,
filmy, ale také hydrogely, které svym chovanim pfipominaji Zelatinu. PVA se vyuziva jako
obalovy material, lepidlo pfi vyrobé papiru ¢i klizidlo v textilnim pramyslu. Své vyuziti
najde také v l1€karskych aplikacich, je obsazen naptiklad v o¢nich kapkéach, v roztoku pro
kontaktni ¢ocky nebo je mozné z PVA membrany vytvorit umélé cévy ¢i stieva. Lze jej
vyuzit napiiklad jako vodou rozpustny obal pro tekuté praci prostredky. PVA je také

vyuzivan ve stavebnictvi jako stavebni pojivo ¢i jako zahustovadlo latexovych barev.
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Vldkna PVA je mozno pfidat do cementovych kompozitd kviali snizeni vlockovéni
cementovych ¢astic. V neposledni fad€ je PVA vyuzivan v 3D tisku jako podplrna struktura,

kterou 1ze snadno rozpustit ve vod¢. [2][14]

1.6.1 Vlikna

Myslenku, ze by z polyvinylalkoholu bylo mozné pfipravit vlakna, vyslovili jiz v roce 1931
Hermann a Haehnel [15]. Proces vyroby prvnich PVA vldken nerozpustnych ve vodé byl
popsan roku 1939 [16]. Po smichani roztoku PVA s koncentrovanym roztokem siranu

sodného je mozné vytahovat vlakna PVA, ktera jsou semikrystalicka. [4]

Vlékna z PVA jsou v dnesni dob¢ pievazné vyrabény mokrym zvlaknovanim z roztoku, ale
také specidlnim procesem kombinujici suché zvladknovani a zvladkinovani z taveniny. Lze
pfipravit mnoho druhiit PVA vldken, napiiklad vldkna s vysokou pevnosti, s vysokym
modulem pruznosti, vlakna odolavajici kyselinam, zasaddm, otéruvzdornd vldkna nebo
vlakna odolna vuci slune¢nimu zéfeni. Tato variabilita vlastnosti pfedurcuje PVA vldkna
k Sirokému spektru vyuziti, naptiklad jako textilni vldkna nebo vyztuha betonu a cementu
ve stavebnictvi. PVA vldkna zabraiiuji pronikdni vody do materidlu a zvysSuji jeho
houZevnatost a tuhost. Podobné jako ocelova, uhlikova, skelna ¢i aramidovéa vlakna maji
PVA vlakna vysokou pevnost v tahu a vysoky modul pruznosti, proto se vyuzivaji také pro
vyrobu provazil, lan a siti. PVA vldkna se vyrabé&ji s primérem 0,027-0,7 mm a délkou

6-30 mm v z4avislosti na dané aplikaci. [17]

1.6.2 Filmy

Diky rozpustnosti PVA ve vod¢ je mozné snadno pfipravovat filmy odlévanim z roztoku,

nicméng¢ tento postup je velmi ndkladny na energii a mnozstvi odpafeného rozpousteédla. [14]

PVA filmy nachdzeji uplatnéni v aplikacich, kde je vyhodou jejich rozpustnost ve vode¢.

Ptikladem miiZou byt kapsle s tekutym pracim prostfedkem v obalu z PVA filmu.

Diky netoxicit¢ a dobrym mechanickym vlastnostem jsou PVA filmy pifedmétem
biomedicinského vyzkumu. Hlavnim problémem PVA filma je Spatné schopnost adheze
bunék, je to dano jejich vysoce hydrofilni povahou. Zvysit adhezi bunék lze naptiklad

pfidavkem hedvabnych vldken roubovanych chitosanem. [18]
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2 HALURONAN

V lidském téle se vyskytuje v podobé sodné soli jako hyaluronat sodny (NaHy),
v laboratofich se pracuje predevsim s kyselinou hyaluronovou. Hyaluronat sodny i kyselina
hyaluronova ve vodném roztoku disociuji na polyaniont zvany hyaluronan. Roku 1934 byla
Meyerem a Palmerem poprvé izolovana ze sklivce oka a pojmenovédna jako kyselina
hyaluronova [19]. Hyaluronan je dilezitou slozkou ktze, chrupavek a pojivovych tkani,
pomaha bunécné proliferaci a migraci. Hyaluronan mé rtznou délku v riiznych tkénich,

v mezibunécné hmoté ma vyssi molekulovou hmotnost nez v misté poranéni. [20]

2.1 Struktura

Hyaluronan tvofi opakujici se jednotky kyseliny D-glukuronové a N-acetyl-d-glukosaminu
uspotradané v linearnim nerozvétveném fetézci. Tyto jednotky jsou spojeny prosttednictvim
stiidavych glykosidickych vazeb beta-1,4 a beta-1,3. Ob¢ jednotky jsou prostorové ptibuzné,
proto zaujimaji stejnou prostorovou konfiguraci, struktura disacharidu je tedy velmi stabilni.

[21]

kyselina glukuronova N-acetylglukosamin

Obrazek 2: Struktura hyaluronanu

Vykazuje polydisperzitu s primérnou molekulovou hmotnosti v fddech milionil daltonii. Ve
ziedénych roztocich se kazda molekula chova jako velka spiréla, se zvySujici se koncentraci
dochdzi ke splétani spiral, které nakonec vytvoii jednu sit. Viskozita ma nelinearni
charakter, se zvySujici se koncentraci viskozita roste exponencialné, pravdépodobné
v disledku zapletenin a vzniku sité. Viskozita roztoku hyaluronanu je zavisld na délce

fetézce, koncentraci, pH a iontovém slozeni roztoku a teploté. [22]
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2.2 Priprava

Bunécna syntéza hyaluronanu je jedinecny a vysoce fizeny proces. Enzymy hyaluronanové
syntazy vytvaieji dlouhé linearni polymerni struktury, ve kterych se pravidelné stiida

kyselina glukuronovéa a N-acetylglukosamin. [21]

Synteticky hyaluronan lze pfipravit tfemi metodami, izolaci ze zvitecich tkani, bakterialni
fermentaci a chemoenzymatickou syntézou. Izolovat hyaluronan Ize naptiklad z kohoutich
hiebentl. Cerstvé kohouti hiebeny jsou namlety, namod&eny do acetonu kviili odstranéni tuku,
poté je hyaluronan extrahovdn octanem sodnym, vysrazen ethanolem a vytfepavan
s chloroformem kvuli odstranéni bilkovin. Vytézek takto pfipraveného hyaluronanu je
ptiblizné 0,1 % hmotnosti piivodnich kohoutich hiebent [23]. K bakteridlni fermentaci jsou
vyuzivany bakterie kmene Streptococcus. Bakterie jsou kultivovany v pfitomnosti
zvySené¢ho obsahu kysliku, aby bylo dosazeno lepsiho riistu bakterii. Dalsi proces probiha
za anaerobnich podminek, jako zdroj uhliku je pouzita glukéza. Poté je nutné usmrtit
bakterie kyselinou trichloroctovou a odseparovat hyaluronan [24]. Chemoenzymaticka
syntéza kombinuje vyuZiti syntetickych chemickych nastroji a rekombinantnich ptirodnich
enzymi. Touto metodou lze kontrolovat molekulovou délku fetézce a fidit distribuci

molarnich hmotnosti. [25]

2.3 Vlastnosti

Hyaluronan v roztoku zaujimé konfiguraci Sroubovice, ve které jsou jednotlivé patra
propojena pomoci vodikovych vazeb. Vysledkem je extrémné hydrofilni struktura, ktera je
schopna zachytit velké mnoZstvi vody (az 1000x vice nez je hmotnost NaHy [26]). Roztoky
hyaluronanu maji i pfi nizkych koncentracich pomérmné vysokou viskozitu. Pfi vysSich
koncentracich maji roztoky gelovity charakter, ktery vykazuje pseudoplastické chovani. [21]
Znacny iontovy ndboj hyaluronanu zplsobeny poctem opakujicich se jednotek vytvari
enormni hydrofilitu, to z n€j ¢ini vysoce viskozni mezibunécnou tekutinu. [27]

Retézce maji zpravidla molekulovou hmotnost 10°-10" Da, coz odpovida pfiblizng

250-25000 disacharidovym jednotkam. Retézec s molekulovou hmotnosti 10° Da ma délku

pfiblizn& 2 um. P¥i koncentraci 10 g/dm? je viskozita 5000x v&ti neZ viskozita vody. [20]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 19

2.4 Degradace

Nemodifikovany hyaluronan se v téle rozklada za 2-5 dni v zavislosti na molarni hmotnosti.
Zakladni struktura hyaluronanu mtize byt modifikovéana esterifikaci, ktera zptsobuje vyssi
hydrofobitu fetézce, nebo zesitovanim, které snizuje schopnost vazat okolni vodu, moznost

rozpinadni systému a schopnost degradace. [28]

Je mnoho metod, jak Ize hyaluronan $tépit, naptiklad enzymaticky, tepelné, UV zaifenim,

oxidaci ¢i zménou pH.

Hyaluronidaza je tfida enzymd, ktera je schopna katalyzovat degradaci hyaluronanu. Podle
charakteru enzymu dochazi ke Stépeni glykosidické vazby beta-1,4 nebo beta-1,3 mezi

acetylglukosiaminem a glukuronatem. [29]

Nizké nebo vysoké pH ma také degradacni ucinky, v kyselém roztoku dochézi k hydrolyze
kyseliny glukuronové. Béhem této reakce dochazi k ndhodnému Stépeni fetézct, stejnym
mechanizmem probihd i tepelnd degradace hyaluronanu. Pii tepelné degradaci roztoku
hyaluronanu pfi teplotach 37, 60 a 90 °C dochazi po 12 hodindch expozice k redukci molarni

hmotnosti 0 13,4, 15,5 a 33,5 %. [30]

Hyaluronanu v podobé prasku lze snizit molekulovou hmotnost napiiklad ozafovanim
elektronovym paprskem, plisobenim gama zatfeni, mikrovinnym ozafovanim ¢i zvySenim
teploty. Studie Choi a kol. [31] ukazala, ze dochazi nejen k redukci molekulové hmotnosti,
ale také ke strukturdlnim zménam. Pfi pisobeni mikrovinného zafeni dochéazi ke zméné
barvy z bilé na hnédou. Hyaluronan po ozatovani elektronovym paprskem a zafenim gama
vykazoval nizkou polydisperzitu. Pfi tepelné degradaci prasku hyaluronanu pfi teplotach 60,
90 a 120 °C dochézi po 3 hodinach expozice k redukci molarni hmotnosti o 38,9, 52,7 a
81,3 %. [30]

2.5 Vyuziti

Hyaluronan je jednou ze slozek mezibunééné hmoty, proto se derivat hyaluronanu nebo
zesitovana forma hyaluronanu hojné vyuzivd ve tkdnovém inZenyrstvi. Mezi nejvétsi
vyhody patti kompatibilita hyaluronanu s buitkami, biokompatibilita, vysoka schopnost
absorbovat vodu, vnitini porozita vhodna pro bunécnou proliferaci a schopnost degradace

na netoxické vedlejsi produkty. Hlavni nevyhoda pouziti hyaluronanu jako scaffoldu souvisi
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s vysokou hygroskopi¢nosti, ktera vede k vytvoreni velmi kiehké struktury. Hyaluronan se

proto vyuziva spise jako nosi¢ bunék nez jako pevny skelet. [32]

Hyaluronan podporuje hojeni ran a podporuje bunéCnou proliferaci, proto je jednim
z vhodnych biomateriala pro aplikaci 1é¢iv do organizmu. Povrch hyaluronanu lze snadno
modifikovat, aby byla podpotena konjugace ¢i zesiténi s jinymi funkénimi skupinami, které
mohou byt pouzity pro dodavani 1€¢iv, hojeni ran a dalsi aplikace. Hyaluronan byl zesitovan
napfiklad divinylsulfonem, dialdehydem nebo glycidyletherem, aby byla zlepSena
dostupnost hydrofobnich 1é¢iv. V¢étSina téchto aplikaci je zkouména piedevSim pro

intravendzni podani. [33]

Hyaluronan Ize modifikovat dihydrazidem kyseliny adipové (ADH). Takovouto modifikaci
lze vyuzit naptiklad k regulaci inzulinu v lidském téle. Nizk4 ionizace hyaluronanu
v kyselém pH vede k zabranéni uvoliiovani inzulinu. Nanocéstice hyaluronanu naplnéné
inzulinem jsou schopny regulovat hladinu glykémie a snizit hladinu glukézy v krvi o 24 %
béhem 2 hodin a o 35 % béhem 6 hodin [34]. Nizkomolekularni hyaluronan (50 kDa)

s ¢astecnou ADH modifikaci Ize snadno metabolizovat a rychle odstranit z organizmu [35].
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3 HYDROGELY

Hydrogely jsou tvofeny trojrozmérnou polymerni siti, ktera je schopna do své struktury
pojmout velké mnozstvi rozpoustédla — vody nebo jiné biologické tekutiny. Hydrogely jsou
sloZzeny z polymernich fetézc, sitovaciho Cinidla a rozpoustédla. V soucasné dobé dochazi
k rostoucimu zajmu o hydrogely predev§im diky jejich schopnosti botnat ve vodnych
roztocich, citlivosti na pH ¢i teplotu. Hydrogely maji vyznamnou tlohu v Sirokém spektru
aplikaci, jako jsou systémy dodavani 1éCiv, tkdnové inzenyrstvi, optika, diagnostika a
zobrazovani. V medicinskych aplikacich jsou nejbéznéji pouzivané piirodni polymery
(chitosan, alginat, celul6za, hyaluronan a dalSi) a syntetické polymery (derivaty

methylakrylatu, polyethylenglykol, vinylacetat a dalsi). [36]

3.1 Klasifikace

Je mozné vytvoftit nékolik riznych zpisobl klasifikace hydrogelti podle jejich vlastnosti.

[36]

3.1.1 Podle fyzikalni struktury

Na zékladé fyzikalni struktury polymeru lze rozliSovat amorfni, semikrystalické polymery,

polymery se strukturou vodikovych mustki, supermolekuly a hydrokoloidni agregaty. [37]

3.1.2 Podle iontového charakteru

Z hlediska iontovych néabojli pfitomnych v polymerni siti lze hydrogely rozdélit
na aniontové, kationtové, neutralni a amfolitické. Aniontové hydrogely obsahuji zaporné
ionty v polymernim fetézci, kationtové hydrogely maji v polymernim fetézci kladné ionty.
Neutralni hydrogely ve své struktufe neobsahuji Zadné ionty a amfolitické hydrogely maji

ve sv¢ struktufe stejny pocet kladnych i zapornych iontt. [38]

3.1.3 Podle poc¢tu polymeri

Podle poctu polymerti je mozné rozliSovat homopolymerni, kopolymerni a multipolymerni
hydrogely. Homopolymerni hydrogely jsou pfipravovany pouze z jednoho hydrofilniho
monomeru. Kopolymerni hydrogely obsahuji dva typy monomerti. Multipolymerni

hydrogely jsou pfipravovany ze tfi a vice monomert. [39]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 22

3.1.4 Podle velikosti

Z hlediska velikosti a funkce lze hydrogely rozd¢€lit na makrogely, mikrogely a nanogely.
Mikrogely a nanogely jsou casticové hydrogely s rozméry faddové v mikrometrech
a nanometrech. Makroskopické gely maji velikosti v fddech milimetri az centimetrt.
Velikost ¢astic hydrogelii dramaticky ovlivituje zptisob jejich vpraveni do téla. Nanogely
a mikrogely lze vpravit do téla injekéni stiikackou ¢i v podobé¢ tablety. Makrogely jsou do

téla implantovany chirurgicky nebo jsou v kontaktu s pokozkou v misté poranéni. [40]

3.1.5 Podle typu vazeb

Hydrogely lze délit podle typu vazeb na fyzikalni a chemické gely. Ve fyzikalnich gelech
jsou polymerni fetézce spojeny pomoci nekovalentnich vazeb, naptiklad vodikovymi

mustky. V chemickych gelech jsou fetézce spojeny kovalentnimi vazbami. [41]

3.2 Vlastnosti

Polymerni sit’ mtze byt hydrofilni nebo hydrofobni. Hydrofilni slozky zptisobuji nabotnani
hydrogelu, hydrofobni sloZky fidi rychlost botnani a mechanické vlastnosti. Hydrogely jsou
povaZovany za superabsorbenty, protoze jsou schopné do své struktury absorbovat velké
mnozstvi vody nebo rozpoustédla, stovky az tisici nasobek své hmotnosti [42]. MnozZstvi
vody absorbované hydrogelem zavisi na rovnovaze mezi osmotickym tlakem zptisobenym
stimuly a vratnou elastickou silou polymerni sité. Pii velké vratné elastické sile hydrogel
absorbuje relativné malo vody. Hydrogely mohou reagovat na stimuly v podobé zmény pH,
teploty, koncentrace soli, svétla, pfitomnosti jinych molekul, iontové sily ¢i zmény
magnetického pole v Case, reakce jsou zavislé na strukture hydrogelu a obsahu funkénich
skupin. Hydrogely mohou reagovat smrSténim ¢i naopak nabotndnim nebo napftiklad
zménou barvy [43]. Botndni hydrogelii probihd zpravidla pii teplotich pod teplotou
fazového prechodu, pfi teplotach nad teplotou fazového piechodu dochazi ke smrsténi

struktury [44]. [36]

3.3 Syntéza hydrogelua

Hydrogely lze pfipravit mnoha rlznymi zplsoby, napiiklad fyzikalnim sitovanim,
chemickym sitovanim, polymera¢nim roubovanim nebo sitovanim pomoci UV zafeni [45].

Rizena polymerace umoziuje piipravu hydrogeld s riznym slozenim, velikosti, tvarem
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a morfologii, vCetné core-shell ¢astic [46]. Jednim z problému pii syntéze hydrogelt
z polymert je fizend distribuce velikosti Castic, je potfeba pfesné kontrolovat koncentraci
polymeru, teplotu reakce, pH a dalsi parametry, aby bylo dosazeno pozadované distribuce

velikosti Castic [47]. [36]

3.3.1 Fyzikalni siCovani

Ptiprava fyzikalnich gelt ma vyhodu v tom, ze k zesitovani neni potieba sitovaci ¢inidlo,
odpada tedy nutnost vymyvat piebyte¢né sitovaci ¢inidlo. Hydrogely s fyzikalni siti Ize
pfipravit napiiklad opakovanym chlazenim a zahfivanim polymerniho roztoku, iontovou
interakci, pomoci vodikovych vazeb nebo agregaci za vysSich teplot [48]. Hydrogely
s fyzikalni siti maji kieh¢i strukturu ve srovndni s hydrogely s kovalentnimi vazbami,
nicmén¢ piitomnost vodikovych vazeb ¢i iontovych interakei poskytuje dostate¢nou stabilitu

systému [49]. [36]

3.3.2 Chemické sit’ovani

Mezi hlavni metody chemického sit'ovani patii roubovani monomerd a pouziti sitovaciho
¢inidla k propojeni dvou fetézci polymeru [50]. Chemické sitovani zahrnuje vytvareni
kovalentnich vazeb mezi fetézci polymeru a kratkymi fetézci roubovaného polymeru nebo
sitovaciho ¢inidla. Polymerni fetézce mohou byt propojeny se sitovacimi €inidly reakci
funkénich skupin, naptiklad hydroxylovych, karboxylovych a aminovych skupin [51].
Polymerni fetézce mohou byt aktivovany chemickymi €inidly nebo vysokoenergetickym

zatrenim [52]. [36]

3.4 Smart hydrogely

V soucasné dobé v oblasti hydrogelti dochdzi k velkému vyvoji specidlnich hydrogelt
tzv. smart hydrogelii. Tyto hydrogely jsou schopny na vnéj$i podnét v podobé zmény pH,
teploty ¢i proménného elektrického pole reagovat zménou objemu, ¢ehoz je vyuzivano

predevsim v medicinskych aplikacich. [36]

3.4.1 pH sensitivni

Hydrogely, které jsou schopné reagovat zménou objemu pii zméné pH okoli, jsou

oznacovany jako pH senzitivni. Tyto hydrogely maji ve své struktuie ionizovatelné kyselé
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nebo zésadité skupiny, které pii zméné pH mohou uvoliiovat nebo pfiijimat proton.

Nabotnadni nebo smrsténi zpisobené zménou pH je reverzibilni. [53]

3.4.2 Teplotné senzitivni

Teplotné senzitivni hydrogely ve své struktufe obsahuji hydrofilni i hydrofobni skupiny.
K objemovym zméndm dochézi pifi dolni nebo horni kritické teploté roztoku. Teplotné
senzitivni hydrogely byly studovany piedevsim jako nosice 1é¢iv, podanim do organismu se
zvysi teplota hydrogelu, prudce poklesne objem hydrogelu, coz vede k rychlému uvolnéni

1€¢iva. [53]

3.4.3 Svételné senzitivni

Hydrogely citlivé na svétlo 1ze rozdélit na dvé skupiny podle typu zafeni, hydrogely citlivé
na UV zafeni a hydrogely citlivé na viditelné svétlo. Hydrogely citlivé na UV zéfeni ve své
struktufe obsahuji molekulu, kterou 1ze ionizovat UV zafenim, vzniklé ionty zptisobi zvySeni
osmotického tlaku, coz vede k botnani hydrogelu. Hydrogely citlivé na viditelné svétlo
ve sv¢ struktufe obsahuji chromofor, ktery je schopen absorbovat a emitovat fotony. To vede

ke zvyseni teploty hydrogelu a nasledné zméné objemu. [54]

3.4.4 Elektro senzitivni

Zména objemu hydrogelu nastava pii zméné elektrického pole. Pohyblivé ionty se pohybuyji
v elektrickém poli tak, aby klesal gradient koncentrace iontli mezi hydrogelem a roztokem.
Elektro senzitivni hydrogely se mohou v pfitomnosti elektrického pole smrstovat nebo
botnat. V nékterych ptipadech mize dochazet k ohybu hydrogelu, na jedné strané dojde
ke smrSténi a na druhé strané k nabotnani hydrogelu v zavislosti na migraci iontil. Pfikladem
polymert, které lze pouZit pii pfiprave elektro senzibilnich hydrogelii, mizZe byt kombinace

chitosanu a polyanilinu nebo hyaluronanu a polyvinylalkoholu. [55][56]

3.4.5 Mechanicky senzitivni

Dalsi skupinou smart hydrogelt jsou hydrogely citlivé na mechanické podnéty. K jejich
syntéze jsou pouzivany povrchové aktivni latky, ptfi pozadované koncentraci jednotlivych
latek, vhodné geometrii molekul a vhodné iontové sile jsou vytvoreny hydrogely s riznou
strukturou, do které miZou nabotnat molekuly vody. Povrchové¢ aktivni latky pii vysoké

koncentraci vytvaii micely, které maji vétSinou tvar podobny vlaknim. Mikrostruktura
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hydrogelt citlivych na mechanické podnéty je slozena z tuhych agregatti ve tvaru nanodrata.

[57]

3.4.6 Enzymové senzitivni

Enzymy jsou dulezit¢ biokatalyzatory, které hraji vyznamnou roli v chemickych
a biologickych procesech zivych organismi. Enzymem katalyzované reakce vyzaduji
mirnéj$i podminky, co se ty¢e pH a teploty, ve srovnani s chemickymi reakcemi, proto jsou
vhodné zejména pro biomedicinské aplikace. Enzymy mohou katalyzovat hydrolyzu nebo

fazové prechody sol-gel a gel-sol v hydrogelu. [58]

3.5 PVA+NaHy hydrogely

Hydrogely pfipravené ze smési polymert hyaluronanu a polyvinylalkoholu (hydrogely
PVA+NaHy) byly zkoumény z hlediska jejich chovani v elektrolytech, mechanickych

vlastnosti a kultivace bunék.

Hydrogely PVA+NaHy byly ptipraveny metodou cyklického mrazeni a ohfevu v teplotnim
gradientu. Jedna strana hydrogelu byla na 30 minut v kontaktu s podlozkou chlazenou
na teplotu kapalného dusiku, dochéazelo k postupnému zmrazovani vzorku, poté byl 6 hodin
skladovan pfi laboratorni teploté, tento cyklus byl opakovan 10x. Bylo zjisténo, Ze Cast
hydrogelu, kterd byla v kontaktu s podloZkou, ma vyrazné vyssi tuhost v podélném sméru
a krystalinitu nez ¢ast hydrogelu na opacné stran¢. Dale byly do jednotlivych ¢asti hydrogelu
vlozeny nervové, svalové, kostni buriky a buniky chrupavky a byl pozorovan po dobu 4 tydnti
vyvoj bunééné kultury. Nejvétsi rozmnozeni kosternich bunék bylo pozorovano u hydrogelu

s nejvyssi tuhosti, buniky chrupavky byly nejvice rozmnoZeny v hydrogelu se stfedni tuhosti

cvwr

V dalsi studii bylo pozorovano chovani PVA+NaHy hydrogeld v roztocich elektrolytu, bylo
sledovano, zda dochazi k botnani a jaka je odezva na pfitomnost elektrického pole. Bylo
zjisténo, ze s rostouci koncentraci NaCl v elektrolytu dochazelo k mensimu botnani
hydrogelu. V pfitomnosti elektrického pole dochazelo k ohybani hydrogelu, po odstranéni
elektrického pole se hydrogel vratil do ptivodni polohy. Pti vyssi hodnoté elektrického pole
byl thel ohybu vyssi. [56]
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3.6 Hydrogely v této praci

Hydrogely v této praci byly pfipravovany z polyvinylalkoholu, hyaluronanu, glycerolu a
NacCl. Jejich piiprava byla inspirovana praci Peng a kol. [60], kde byly hydrogely ptipraveny
z polyvinylalkoholu, glycerolu a NaCl. Vodny roztok polyvinylalkoholu ve smési
s glycerolem vytvofi systém vodikovych vazeb [61]. Pfi pokojové teploté je tvorba
hydrogelu zdlouhava, proto je mozné pro urychleni procesu zvolit cestu opakovaného
zmrazovani a rozmrazovani. Druhou moznosti, jak urychlit proces tvorby hydrogelu, je
pridani NaCl, ktery ma vysolovaci efekt (,,salting out™). Pfi tomto procesu dochazi k ptesunu
¢asti molekul vody od fetézcti polymeru k iontim soli. Deficit interakei polymer-voda je
nahrazen interakcemi polymer-polymer & polymer-glycerol. Retézce polyvinylalkoholu by
podle této teorie mohly byt mezi sebou propojeny pies molekulu glycerolu pomoci
vodikovych mustkl. Glycerol ma 3 hydroxylové skupiny, mohl by propojit az 3 fetézce,
pusobi tedy jako sitovaci ¢inidlo, schéma je zndzornéno na obrazku 3A. Hydrogely v této
praci jsou ptipravované také z hyaluronanu, ktery také obsahuje hydroxylové skupiny. Je
ptedpoklad, ze i v tomto hydrogelu dochazi k propojeni fetézcli polymeru mezi sebou pies

molekuly glycerolu pomoci vodikovych miistki, schéma je zndzornéno na obrazku 3B. [60]

= PVAretézec
@ PVA zapleteniny
NaHy fetézec
A glycerol
Na*
e cr

" vodikové mustky

Obrazek 3: Struktura hydrogelu, A — PVA hydrogel, B — PVA+NaHy hydrogel

3.7 Vyuziti

Hydrogely nachéazeji uplatnéni zejména v mediciné, naptiklad v 1é¢ivech [62], 1é¢ebnych
diagnostikach, tkanovém inzenyrstvi ¢i pii separaci biomolekul a buné¢k. Hydrogely jsou
také materidlem pro vyrobu kontaktnich ¢o¢ek nebo obvazl s podporou hojeni poranéni.

DalSim odvétvim, kde hydrogely nasly uplatnéni, je -elektroprimysl, konkrétné
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mikroelektronika, vyroba elektrod nebo optoelektronickych a fotovoltaickych ptistroji [63].
[36][64]

Hydrogely maji velkou schopnost zadrzovat vodu, toho se vyuziva mimo jiné i v zemédélstvi
[65], ale také pti vyrobé technického sné¢hu [66]. Hydrogely, které pomahaji zadrzovat vodu
v zemédélské puade, jsou pripravovany predevsim ze Skrobu nebo dalSich polysacharidii

pomoci roubovani hydrofilnich skupin [67]. [68]

V poslednich letech byly vyvinuty rizné typy specialnich hydrogelt, naptiklad self-healing
hydrogely, hydrogely s tvarovou paméti nebo hydrogely schopné pohlcovat nebezpecné
latky ze vzduchu. Velké pozornosti se dostava predevsSim self-healing hydrogelim,
autonomni self-healing hydrogely nepotiebuji vnéjsi stimul k zahajeni procesu hojeni,
u neautonomnich self-healing hydrogelti je nezbytny vnéjsi stimul v podobé svétla,

magnetického pole nebo tepla, aby byl zahdjen proces hojeni. [36]

3.7.1 Hydrogel jako scaffold pro rist bunék

Hydrogely jsou ve velké mife vyuzivany jako podptrné struktury, tzv. scaffoldy pro rist
pori. Pory umoznuji migraci a proliferaci bun€k, porézni povrch zlepSuje mechanické
propojeni mezi scaffoldem a okolim. Velikost port scaffoldu je nutné optimalizovat
v zavislosti na typu péstovanych bunck. Naptiklad pro obnovu krevnich cév jsou je
optimalni scaffold s pory s primérem 5 pm, pro rast vazivovych tkani 5-15 pm, pro
regeneraci kize 20-125 um, pro regeneraci kosti 100-350 um. Pro rychlou obnovu vaziva
a cévni tkané a preziti bun€k transplantovanych tkani jsou vhodné scaffoldy s primérem

pora vétsim nez 500 um. [59][69]
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4 TECHNIKY MERENI A POUZITE PRISTROJE

Hydrogely mohou byt charakterizovany z hlediska své chemické struktury, morfologie
a fyzikalnich vlastnosti. Chemickou strukturu lze urcit pomoci nuklearni magnetické
rezonance nebo infraervené spektroskopie. Morfologii a vnitini strukturu hydrogell 1ze
pozorovat pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu nebo mikrotomografem.
Z fyzikélnich vlastnosti hydrogel 1ze méfit jejich nasédkavost, stlacitelnost, molekulovou

hmotnost, tepelné chovani nebo reologické chovani. [70]

4.1 Skenovaci elektronova mikroskopie

Skenovaci elektronovou mikroskopii (SEM) je mozné zobrazit vnitini strukturu materialu.
Pouziva se predevsim pro charakterizaci nehomogennich materialli, at’ uz se jedna o plnéné

materialy nebo o porovité struktury.

Mala ¢ast povrchu vzorku je ozatovdna proudem urychlenych elektrond, které po interakci
s povrchem produkuji sekundéarni a zpétn€ odraZené elektrony. Sekundarni elektrony nebo
zpétn¢ odrazené elektrony jsou sbirany detektorem, kde dochazi k analyze a naslednému
vytvofeni obrazu povrchu. Proud elektronii je generovan v elektronovém déle a je
urychlovan energii 0,1-50 keV. Pomoci elektromagnetickych co€ek lze zaostfit proud
elektronil na pozadované misto na povrchu vzorku. Pfi pouziti nejvyssiho urychlovaciho
nap¢ti a nejvyssiho rozliSeni Ize jako jeden bod obvykle zobrazit misto s primérem mensim
nez 10nm. Vysledny obrazek je vytvofen snimanim jednotlivych bodi. Pomoci
vychylovacich civek je paprskem pohybovano tak, ze dochazi k vykreslovani obrazku
po jednotlivych liniich. V pribéhu sniméni je vzorek uloZen ve vakuové komoie

v pfitomnosti vysokého vakua, aby nedochézelo k interakci elektrontli se vzduchem. [71]

4.2 Mikrotomografie

Rentgenova vypocetni tomografie (CT) je pomérné nova digitalni zobrazovaci metoda,
kterou lze nedestruktivné zobrazit vnitini strukturu materidlu. Dfive byla CT vyuZzivana
pifedevS§im ve zdravotnictvi k neinvazivnimu zobrazeni vnitinich organii a diagnostice
poranéni a nemoci. V dnesni dobé je tomografie pfenesena i do pramyslu, kde slouzi
k zobrazovéani vnitini struktury material, naptiklad distribuci pori ¢i defekty a jiné

nehomogenity.
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Vzorek je umistén na otocném drzédku mezi zdrojem RTG zéfeni a detektorem. V prubéhu
meéteni dochazi k otdceni vzorku kolem svislé osy o zvoleny konstantni thel, zpravidla méné
nez jeden stupen. Rentgenové zareni vychazejici z rentgenové lampy dopada na vzorek, kde
je cast zéareni rozptylena a absorbovana. Na detektoru je zachycen obraz proslého zaieni
po kazdém kroku rotace. Z obrazi jsou nasledn¢ vytvoreny jednotlivé fezy a 3D model

vzorku. [72]

4.3 Bloomiiv gelometr

Pevnost tuhych materialdi v tahu je nejcastéji méfena tahovou zkouskou na univerzalnim
testovacim stroji. Pevnost v tlaku lze méfit tlakovou zkouskou nebo naptiklad pomoci
dynamicko-mechanické analyzy. Pevnost gelli a materidli podobnych Zelating 1ze méfit

na Bloomové gelometru.

Me¢teni spociva ve stanoveni odporu materidlu s definovanymi rozméry vici Zeleznému
valecku s definovanym primérem pfi jeho proniknuti do materidlu do pozadovana hloubky.
Vysledkem tohoto méteni je sila udana v gramech, kterou je nutné vyvinout na proniknuti
do pozadované hloubky. U gelu s Bloom hodnotou 300 bylo potifeba k proniknuti
do pozadované hloubky vyvinout silu 300 g, coz odpovida tize 3 N. [73]
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II. PRAKTICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 31

5 PRIPRAVA VZORKU

5.1 Pouzité chemikalie

K ptipravé hydrogelt byl vyuzit polyvinylalkohol s molekulovou hmotnosti 89-98 kDa,
z 99 % hydrolyzovany od firmy Contipro a.s., hyaluronan s molekulovymi hmotnostmi 234,
370, 600 a 1180 kDa od firmy Contipro a.s., glycerol bezvody s Cistotou >99.5 % od firmy
PENTA s.r.0. a NaCl BioXtra s ¢istotou >99,5 % od firmy Sigma Aldrich s.r.0.

5.2 Priprava hydrogeli

Hydrogely jsou sloZeny z polymeru, glycerolu jako sitovaci latky a NaCl, ktery byl ptitomen
kvili vytvoreni iontového prostiedi a urychleni tuhnuti gelu. Byly pfipravovany dva typy
hydrogeld, v prvnim piipadée byl jako polymer pouzit polyvinylalkohol, ve druhém piipadé

byla pouzita smés polyvinylalkoholu a hyaluronanu s riznymi pomeéry.

5.2.1 Hydrogely PVA

V prvnim kroku byl pii teplot¢ 80 °C po dobu 4 hodin rozpoustén polyvinylalkohol
s koncentraci 10 % v deionizované vodé&. Ve zkumavce bylo smichdno poZadované mnoZstvi
NaCl, glycerolu a temperovano pii teplot€¢ 80 °C po dobu 20 minut. Poté bylo piidano
pozadované mnozstvi 10% polyvinylalkoholu, smés byla temperovana pii teploté¢ 80 °C a
michana do zprthlednéni, tj. dokud nedosSlo k rozpusténi veSkerého NaCl. Poté byla
zkumavka vyjmuta ztemperacni lazné, zchlazena na laboratorni teplotu a dochézelo

k vytvoteni hydrogelu.

5.2.2 Hydrogely PVA+NaHy

Polyvinylalkohol s koncentraci 10 % byl rozpoustén v deionizované vodé¢ pii teplote 80 °C
po dobu 4 hodin. Hyaluronan s koncentraci 1 % byl rozpoustén v deionizované vodé¢ pfi
teploté 50 °C po dobu 24 hodin. Dale byla pfipravena smés polyvinylalkoholu a hyaluronanu
o pozadovaném poméru za stalého michani po dobu 4 hodin pfi teploté 50 °C. Ve zkumavce
bylo smichdano pozadované mnoZzstvi NaCl, glycerolu a temperovano pii teploté 50 °C po
dobu 20 minut. Poté¢ bylo pfidano poZadované mnozstvi smési polyvinylalkoholu

s hyaluronanem, smés byla temperovana pfi teploté¢ 50 °C a michana do zprtihlednéni. Poté
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byla zkumavka vyjmuta z temperacni lazné, zchlazena na laboratorni teplotu a dochazelo

k vytvoteni hydrogelu.

5.3 Znaceni vzorka

Vzorky hydrogelt jsou znaceny kombinaci Ctyt Cisel. Jedna se o pomér hmotnostnich dili
jednotlivych slozek v poradi PVA-NaHy-glycerol-NaCl. Vzorek s oznacenim 2-1-1,5-0,5
obsahuje 2 hmotnostni dily 10% polyvinylalkoholu, 1 hmotnostni dil 1% hyaluronanu,
1,5 hmotnostniho dilu glycerolu a 0,5 hmotnostniho dilu NaCl.

5.4 Pripravené hydrogely

Ptipravené hydrogely mély tvar valce s primérem 8 mm a vyskou 10-20 mm.

Obrazek 4: Pripraveny hydrogel

Hydrogely byly pfipraveny v riznych pomeérech jednotlivych slozek. V tabulce 1 jsou
predstaveny hydrogely, které byly v této praci vyuzity. Jsou zde také uvedena zakladni
rozdéleni podle mechanickych vlastnosti a doby tuhnuti hydrogelu. Seznam vSech hydrogelt

pfipravenych pro tuto praci je ptriloZen jako ptiloha P1.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

Tabulka 1: Prehled hydrogelu, které se vyskytuji v praci

hm. dily jednotlivych slozek

oznaceni vzorku doba tuhnuti popis
PVA | NaHy | glycerol | NaCl
1-0-1-0,5 1 0 1 0,5 2,6h meékky
1-0-2-0,5 1 0 2 0,5 3,25 h mékky
2-0-1-1 2 0 1 1 2,5h tuhy
3-0-1-1 3 0 1 1 2h tuhy
4-0-1-0,5 4 0 1 0,5 35h tuhy
4-0-1-1 4 0 1 1 3,75 h tuhy
5-0-1-1 5 0 1 1 5,75h tuhy
6-0-1-1 6 0 1 1 11,5h tuhy
7-0-1-1 7 0 1 1 11h tuhy
7,5-0-1-1 7,5 0 1 1 17 h tuhy
1-1-1-0,3 1 1 1 0,3 9h mékky
1-1-1-0,4 1 1 1 0,4 7h mékky
1-1-1-0,5 1 1 1 0,5 2,2h meékky
1-1-1,5-0,25 1 1 1,5 0,25 17 h meékky
1-1-1,5-0,5 1 1 1,5 0,5 3,5h meékky
2-1-0,5-0,4 2 1 0,5 0,4 11,7 h mékky
2-1-0,65-0,4 2 1 0,65 0,4 14 h meékky
2-1-1-0,3 2 1 1 0,3 47 h mékky
2-1-1-0,4 2 1 1 0,4 14,5 h mékky
2-1-1,5-0,25 2 1 1,5 0,25 neztuhly
2-1-1,5-0,3 2 1 1,5 0,3 44 h meékky
2-1-1,5-0,4 2 1 1,5 0,4 15h meékky
2-1-1,5-0,5 2 1 1,5 0,5 12 h meékky
2-1-1,5-0,6 2 1 1,5 0,6 5h srazeny
2-1-1,5-0,7 2 1 1,5 0,7 4 h srazeny
2-1-1,5-0,75 2 1 1,5 0,75 2h srazeny
3-1-1-0,3 3 1 1 0,3 neztuhly
3-1-1-0,4 3 1 1 0,4 mékky
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hm. dily jednotlivych slozek
oznaceni vzorku doba tuhnuti popis
PVA | NaHy | glycerol | NaCl

3-1-1,5-0,5 3 1 1,5 0,5 tuhy
5-1-1,5-1,5 5 1 1,5 1,5 srazeny

5-1-2,5-0,75 5 1 2,5 0,75 14 h tuhy

8-1-2-1 8 1 2 1 48 h tuhy

8-1-4-1 8 1 4 1 22,6 h tuhy

Hydrogely jsou podle mechanickych vlastnosti rozdéleny do ctyt skupin. Hydrogely, které
v prib¢hu tuhnuti nevytvofily kompaktni tvar nebo zstaly v podobé gelu, jsou oznaceny
jako ,neztuhly“. Hydrogely, které ztuhly do kompaktniho tvaru, jsou oznaceny jako
»mekky“ a ,tuhy“. U hydrogeli soznacenim ,srazeny“ dosSlo v prubéhu pfipravy

k vytvoteni srazeniny v podob¢ bilych Supinek.
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6 VLIVJEDNOTLIVYCH SLOZEK NA VLASTNOSTI
HYDROGELU

V prvni ¢asti prace byl sledovén vliv jednotlivych slozek na vlastnosti hydrogeld, konkrétné
na jejich tuhost a dobu tuhnuti. Byly pfipraveny soubory hydrogelt, které se liSily pouze
v mnozstvi jedné slozky. VSechny hydrogely byly ptipraveny z hyaluronanu s molekulovou

hmotnosti 600 kDa.

6.1 Vliv polyvinylalkoholu
V tabulkach 2 a 3 je zobrazen vliv mnoZzstvi polyvinylalkoholu na dobu tuhnuti hydrogelu.

Tabulka 2: Porovnadni doby tuhnuti pro hydrogely s riiznym obsahem polyvinylalkoholu

oznaceni vzorku doba tuhnuti
3-0-1-1 2h
4-0-1-1 3,75h
5-0-1-1 5,75 h
6-0-1-1 11,5h
7-0-1-1 11h
7,5-0-1-1 17 h

Tabulka 3: Porovnani doby tuhnuti pro hydrogely s riiznym obsahem polyvinylalkoholu

oznaceni vzorku doba tuhnuti
1-1-1-0,3 9h
2-1-1-0,3 47 h
3-1-1-0,3 neztuhly

Mnozstvi polyvinylalkoholu ma vyrazny vliv na vlastnosti hydrogelu. V ptipadé hydrogelt
PVA vyrazné¢ roste jejich tuhost a soudrznost se zvySujicim se mnozstvim
polyvinylalkoholu. Vyznamny vliv ma mnozstvi polyvinylalkoholu také na dobu tuhnuti, se
zvySujicim se mnoZzstvim polyvinylalkoholu se zna¢né prodluzuje. U hydrogelu 3-1-1-0,3

dokonce k vytvotfeni kompaktni struktury nedoslo.
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6.2 Vliv hyaluronanu

Vliv mnozstvi hyaluronanu na dobu tuhnuti hydrogelu je zobrazen v tabulkach 4 a 5.

Tabulka 4: Porovnani doby tuhnuti pro hydrogely s riznym obsahem hyaluronanu

oznaceni vzorku

doba tuhnuti

5-1-2,5-0,75
5-2,5-2,5-0,75

14 h
47 h

Tabulka 5: Porovnadni doby tuhnuti pro hydrogely s ruznym obsahem hyaluronanu

oznaceni vzorku

doba tuhnuti

4-0-1-0,5
4-0,5-1-0,5

35h
48 h

Také mnozstvi hyaluronanu ma vyrazny vliv na dobu tuhnuti hydrogelu. S rostoucim

mnozstvim hyaluronanu se doba tuhnuti prodluzuje. Hydrogely s vyS$§im obsahem

hyaluronanu maji horS§i mechanické vlastnosti, jsou mék¢i a méné kompaktni.

6.3 Vliv glycerolu

Tabulky 6 a 7 zachycuji vliv mnozstvi glycerolu na dobu tuhnuti hydrogelu.

Tabulka 6: Porovnani doby tuhnuti pro hydrogely s riiznym obsahem glycerolu

oznaceni vzorku

doba tuhnuti

1-0-0,5-0,5
1-0-1-0,5
1-0-2-0,5

2,5h
2,6h
3,25 h

Tabulka 7: Porovnani doby tuhnuti pro hydrogely s riznym obsahem glycerolu

oznaceni vzorku

doba tuhnuti

2-1-0,65-0,4
2-1-1-0,4
2-1-1,5-0,4

14 h
14,5h
15h
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Mnozstvi glycerolu obsazené v hydrogelu pfili§ neovliviiuje dobu jeho tuhnuti. S rostoucim
mnozstvim glycerolu se doba tuhnuti prodluzuje jen velmi malo. Naopak na mechanické
vlastnosti ma glycerol vliv vyznamny, hydrogely s vy$§im mnozstvim glycerolu jsou velmi

kiehké a mekkeé.

6.4 Vliv NaCl

V tabulce 8 je zobrazen vliv mnozstvi NaCl na dobu tuhnuti hydrogelu.

Tabulka 8: Porovnani doby tuhnuti pro hydrogely s riiznym obsahem NaCl

oznaceni vzorku doba tuhnuti

2-1-1,5-0,25 neztuhly

2-1-1,5-0,3 44 h

2-1-1,5-0,4 15h

2-1-1,5-0,5 12 h

2-1-1,5-0,6 5h srazeny
2-1-1,5-0,7 4 h srazeny
2-1-1,5-0,75 2h srazeny

Na dobu tuhnuti mé nejvyznamnéjsi vliv obsah NaCl. Jestlize ve smési neni dostatek NaCl,
hydrogel nevytvoii kompaktni tvar, ale pouze kaSovitou hmotu. Oproti tomu pii velkém
mnozstvi NaCl se vytvoii v pritbéhu ptipravy bilé Supinky sraZeniny. V tabulce 8 je zobrazen
trend, kdy se pfi zvySujicim mnozstvi NaCl v hydrogelu doba jeho tuhnuti zkracuje.
Mnozstvi NaCl mé také vyrazny vliv na mechanické vlastnosti, hydrogely s vy$§im obsahem

NaCl jsou tuzsi.

6.5 Grafické znazornéni

Zavéerem této Casti je grafické porovnani vSech ptipravenych hydrogelti v zavislosti na jejich
sloZeni. Pro vytvofeni grafu bylo nutné pfepocitat jednotlivé hmotnostni poméry tak, aby
mnozstvi PVA bylo vzdy rovno 10 hmotnostnim dilim. Ve druhém kroku byly tyto nové
hmotnostni poméry prevedeny na latkové mnozstvi, které je vyjadiené v milimolech.

Prepocet je pro vybrany hydrogel ukazan v tabulce 9.
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Tabulka 9: Prepocet hmotnostnich pomerii na latkové mnozZstvi

PVA NaHy | glycerol | NaCl

hmotnostni dily 1 1 0,5 0,25
prepocet na PVA = 10 10 10 5 2,5
latkové mnozstvi (mmol) 22,7 0,3 54,3 42,7

Jak bylo diskutovano vyse, vyssi obsah hyaluronanu a glycerolu prodluzuje dobu tuhnuti

a zhorSuje mechanické vlastnosti. Naopak vyssi obsah NaCl zlepSuje mechanické vlastnosti

a zkracuje dobu tuhnuti. Z toho divodu byla jako grafické zndzornéni vybréna zavislost

podilu latkového mnozstvi polyvinylalkoholu a souctu latkovych mnozstvi hyaluronanu

a glycerolu na latkovém mnozstvi NaCl.
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Graf 1: Grafické znazornéni hydrogelii — zavislost podilu latkového mnozZstvi PVA a souctu

latkovych mnozZstvi NaHy a glycerolu na ldatkovéem mnozstvi NaCl

V grafu 1 lze vidét grafické zndzornéni vlastnosti ptipravenych hydrogelti. Dle tvaru

symbolu jsou rozliSeny hydrogely PVA a hydrogely PVA+NaHy, barvy pfedstavuji odlisné

mechanické vlastnosti. V dolni ¢asti se nachazeji hydrogely s vy$§im obsahem hyaluronanu

a glycerolu. Hydrogely v pravé ¢asti maji vyssi obsah NaCl. Jak lze vidét z pouZitych

symboll, hydrogely, které nevytvorily kompaktni gel (¢ervena barva), se nachazeji tplné
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v levé cCasti grafu, jsou to hydrogely s nejnizSim obsahem NaCl. V levé horni Casti se
nachazeji tuhé hydrogely (zelena barva), které obsahuji malo hyaluronanu a glycerolu.
Naopak hydrogely mekké (zluta barva) se nachdzeji v dolni ¢asti grafu a obsahuji velké
mnozstvi hyaluronanu a glycerolu. Hydrogely, u kterych v pribéhu ptipravy vznikla

srazenina (modra barva), se nachéazeji v pravé casti grafu a obsahuji ptilis mnoho NaCl.
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Graf 2: Grafické znazornéni hydrogelui a jejich doby tuhnuti
V grafu 2 jsou zaneseny doby tuhnuti vybranych hydrogeli. Lze vidét, Ze u hydrogela
PVA+NaHy se doba tuhnuti pfili§ neméni v zavislosti na mnoZstvi hyaluronanu a glycerolu,
tj. ve svislém sméru je doba tuhnuti viceméné konstantni. Zato dramaticky se doba tuhnuti

meéni v zavislosti na mnozstvi NacCl.

Idealni hydrogel z hlediska nejkrat$i doby tuhnuti a zaroven dostatecné soudrznosti by se

nachazel v pravé horni ¢asti.
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7 BLOOMUV GELOMETR

7.1 Pouzity pristroj

Mg¢teni bylo provadéno na Bloomové gelometru Stevens — LFRA texture analyser.

7.2 Rezim méreni

Byly testovany vzorky tvaru valce s primérem 28 mm a vySkou 25 mm. Hydrogel byl
stlacovan o0 4 mm valcovym indentorem o praméru 1 cm. Prvnim kondiciona¢nim méfenim
byly odstranény nerovnosti na povrchu, nasledné byly provedeny vzdy 3 méteni do stejného

mista.

7.3 Vysledky

V nasledujicich tabulkéch jsou zobrazeny vysledky méteni tuhosti na Bloomové gelometru
pro hydrogely, které se liSily pouze v mnozstvi jedné slozky. Kondiciona¢ni méfeni neni

v tabulkach uvedeno.

Tabulka 10: Bloom hodnoty hydrogelii s riiznym obsahem polyvinylalkoholu

oznaceni vzorku 1. méreni 2. méfeni 3. méfeni primér
1-1-1-0,4 211 216 213 213+3
2-1-1-0,4 332 322 300 320+ 20
3-1-1-0,4 462 426 399 429 £ 30

Zavislost Bloom hodnoty na obsahu polyvinylalkoholu je zobrazena v tabulce 10.
S rostoucim mnozstvim polyvinylalkoholu v hydrogelu vyrazné roste Bloom hodnota. To

znamena, ze mnozstvi polyvinylalkoholu zna¢né¢ ovliviiuje tuhost hydrogelu a silu, kterou je

nutné vynaloZit na stlaceni hydrogelu o poZadovanou vychylku.

Tabulka 11: Bloom hodnoty hydrogelii s riiznym obsahem glycerolu

oznaceni vzorku 1. méreni 2. méreni 3. méreni primér
2-1-0,65-0,4 653 633 615 630 + 20
2-1-1-0,4 332 322 300 320+ 20
2-1-1,5-0,4 236 220 206 220+ 20




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 41

Jak 1ze vidét v tabulce 11, vliv mnozstvi glycerolu na Bloom hodnotu je velmi vyrazny.
S rostoucim obsahem glycerolu Bloom hodnota klesd. Pritomnost vétsStho mnozstvi

glycerolu snizuje tuhost hydrogelu.

Tabulka 12: Bloom hodnoty hydrogelii s riiznym obsahem NaCl

oznaceni vzorku 1. méreni 2. méreni 3. méreni primér
2-1-1,5-0,25 237 224 219 230+ 10
2-1-1,5-0,3 221 209 200 210+ 10
2-1-1,5-0,4 236 220 206 220+ 20
2-1-1,5-0,5 278 263 260 270+ 10
2-1-1,5-0,6 337 305 276 310+ 30

Tabulka 12 ukazuje zavislost Bloom hodnoty hydrogelii pii zméné¢ mnozstvi NaCl.
S rostoucim obsahem NaCl se Bloom hodnota zvySuje, avSak tento trend neni tak vyrazny

jako v ptipad¢ polyvinylalkoholu a glycerolu.

7.4 Diskuze

Meétfenim na Bloomové gelometru bylo prokdzdno, Zze mnoZstvi jednotlivych slozek
hydrogelu mé vyznamny vliv na jeho tuhost, respektive na silu, kterou je potieba vykonat
na stlaceni hydrogelu o danou vzdalenost. Tuhost hydrogelu, v tomto métenti ji ptedstavuje
Bloom hodnota, je vyrazné ovlivnéna ptedev§im mnoZstvim polyvinylalkoholu a glycerolu.
S rostoucim obsahem polyvinylalkoholu v hydrogelu se Bloom hodnota zvySuje, dochazi
k nartistu tuhosti hydrogelu. S rostoucim mnozstvim NaCl se Bloom hodnota a tuhost také
zvySuje, avSak podstatné méné nez v ptipad¢ polyvinylalkoholu. Naopak s rostoucim
obsahem glycerolu dochazi k prudkému poklesu Bloom hodnoty. Sila, kterou je potieba
vykonat ke stlaceni hydrogelu o danou vzdélenost, se s rostoucim mnozstvim glycerolu

v hydrogelu snizuje, hydrogel ztraci svou tuhost.
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8 VELIKOST PORU

Cilem této prace bylo vytvofit hydrogely s porovitou strukturou, které by mohly byt vhodné
pro rast bun¢k. Piipravené hydrogely byly pted lyofilizaci zmraZeny, aby byla zachovana
jejich pfirozend struktura. Na snimacim elektronovém mikroskopu byly zkoumany
jednotlivé hydrogely v fezu a nasledné¢ byly vybrany hydrogely s nejvétsimi pory. Tyto
hydrogely byly poté charakterizovany pomoci mikrotomografie, aby bylo mozné porovnat

porovitost v celém objemu hydrogelu.

8.1 Skenovaci elektronova mikroskopie

8.1.1 Pouzity pristroj

Mg¢teni bylo provadéno na elektronovém mikroskopu Phenom Pro-X.

8.1.2 Rezim méreni

Z hydrogelu valcového tvaru o priméru 8 mm byl vyfiznut platek o tloust’ce 2 mm, ktery
byl zmrazen a lyofilizovan. Mé&feni bylo provadéno v rezimu zpétné odrazenych elektronti

BSE pfi urychlovacim napéti 10 keV. ZvétSeni bylo pro jednotlivé vzorky individualni.

8.1.3  Vysledky

U hydrogell s riznym mnozZstvim jednotlivych sloZek byla na SEM zkoumana piitomnost
porh. V tabulce 13 je zobrazen piehled testovanych hydrogeld se zdkladnim popisem

struktury.

Tabulka 13: Porovnani velikosti porii a struktury jednotlivych hydrogelii

oznaceni vzorku | velikost port (um) popis struktury
1-0-1-0,5 0 homogenni hladka struktura
1-0-2-0,5 0 homogenni hladka struktura
7-0-1-1 0 kompaktni zvrasnéna struktura
1-1-1-0,5 0 hladka struktura, minimum port
1-1-1,5-0,25 15 porovitd struktura
1-1-1,5-0,5 0 hladka struktura, minimum por(
2-1-0,5-0,4 0 hladka struktura
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oznaceni vzorku | velikost port (um) popis struktury
2-1-1,5-0,5H 50 porovita struktura
2-1-1,5-0,5) 20 porovitd struktura
3-1-1,5-0,5 20 porovita struktura
5-1-1,5-0,75 5 zvrasnéna porovita struktura
5-1-2,5-0,75 0 hladka struktura, minimum por(
8-1-2-1 5 porovitd struktura
8-1-4-1 2 porovita struktura

Hydrogely, které neobsahuji hyaluronan, vykazuji pomérné kompaktni strukturu bez
viditelnych pért. V ptipad¢ hydrogelt 1-0-1-0,5 (obrazek 5) a 1-0-2-0,5 je povrch velmi
hladky, pouze s ptitomnosti bilych krystalkii nerozpusténé soli. Struktura povrchu hydrogelu
7-0-1-1 (obréazek 6) je velmi zvrasnénd, ale také kompaktni a bez pfitomnosti viditelnych
port.

Hydrogely s pomérem polyvinylalkoholu a hyaluronanu 1:1 také vykazuji pfevazné
strukturu s hladkym povrchem bez viditelnych port. Pouze hydrogel 1-1-1,5-0,25

(obrazek 7) ma na svém povrchu strukturu melkych port s maximalnim primérem 15 um.

Hydrogely, které maji pomé&r polyvinylalkoholu a hyaluronanu 2 : 1, maji pfevazné
porovitou strukturu. Pouze struktura hydrogelu 2-1-0,5-0,4 byla opét hladka a bez
viditelnych port. Povrch hydrogelu 2-1-1,5-0,5 je tvofen velkymi pory. Proto byl tento
hydrogel pfipraven ve dvou variantach s rozdilnou hrubosti NaCl. Hydrogel 2-1-1,5-0,5H
(obréazek 8) s normalni hrubosti soli (H) tvoii porovita struktura s primeérem pora az 50 pm,
hydrogel 2-1-1,5-0,5J (obrazek 9) sjemnou soli (J) tvoii také porovitou strukturu

s prumérem poOra okolo 20 pum.

Hydrogely s vys$§im obsahem polyvinylalkoholu tvofti taktéZ porovitou strukturu, avsak se
zvySujicim se mnozstvim polyvinylalkoholu se primér porti zmensuje. V piipad¢ hydrogelu
3-1-1,5-0,5 (obrazek 10) je povrch tvofen velkym mnozstvim porti s primérem okolo 20 um.
Hydrogel 5-1-1,5-0,75 (obrazek 11) také tvoii porovitou strukturu, nicméné velikost port je
jiz pouze okolo 5 pum. Povrch hydrogelu 5-1-2,5-0,75 je hladky bez ptfitomnosti port.
Hydrogely 8-1-2-1 (obrazek 12) a 8-1-4-1 (obrazek 13) maji pomérné hladkou strukturu
s velmi malymi pory s primérem 5 a 2 pm. U hydrogelu s menSim obsahem glycerolu je

velké mnozstvi krystalické NaCl.
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Obrazek 5: Hydrogel 1-0-1-0,5

Obrazek 6: Hydrogel 7-0-1-1
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Obrazek 8: Hydrogel 2-1-1,5-0,5H
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Obrazek 10: Hydrogel 3-1-1,5-0,5



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 47

Obrazek 11: Hydrogel 5-1-1,5-0,75

Obrazek 12: Hydrogel 8-1-2-1
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Obrazek 13: Hydrogel 8-1-4-1

Pomoci snimki SEM byly charakterizovany hydrogely z hlediska jejich struktury a velikosti

port. Nejvetsi pory jsou ve struktufe hydrogela 2-1-1,5-0,5 a 3-1-1,5-0,5.

8.1.3.1 Porovnani molekulové hmotnosti NaHy

Ve vsSech piredchozich hydrogelech byl pouzit hyaluronan s molekulovou hmotnosti

600 kDa. Hydrogely, jejichZ struktura je tvofena nejvétSimi pory (2-1-1,5-0,5 a 3-1-1,5-0,5),

byly nasledné pfipraveny z hyaluronanu s riznou molekulovou hmotnosti, konkrétné 234,

370, 600 a 1180 kDa. Pro porovnani byly pfipraveny také hydrogely 1-1-1,5-0,5.

V tabulce 14 je zobrazen ptehled struktury a velikosti port jednotlivych hydrogeli.

Tabulka 14: Porovnani velikosti porii a struktury jednotlivych hydrogelii

1-1-1,5-0,5

2-1-1,5-0,5
3-1-1,5-0,5

zvrasnéna
struktura bez
pora
pory 20-30 um
pory 10 um

zvrasnéna
struktura bez
pora
pory 30-50 um
pory 15 um

zvrasnéna
struktura bez
pora
pory 30-70 um
pory 10-20 um

pory 10 um
pory 15 um
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Struktura povrchu hydrogelu 1-1-1,5-0,5 byla nezavisle na molarni hmotnosti zvrasnéna,
kompaktni a bez viditelnych port. Hydrogel s molekulovou hmotnosti 1180 kDa nebylo
mozné piipravit kvili velmi dlouhé dobé tuhnuti, béhem které dochéazelo k separaci

jednotlivych slozek.

Povrch hydrogelt 2-1-1,5-0,5 je tvofen pory s riznym priimérem. Na povrchu hydrogelu
s molekulovou hmotnosti 234 kDa (obrdzek 17) jsou pomérné plytké pory s primérem
20-30 pm. Strukturu hydrogelu s molekulovou hmotnosti 370 kDa (obrazek 18) tvoii velké
mnozstvi port s primérem 30-50 pm. Nejvétsi pory s primérem 30-70 pm se nachazeji na
povrchu hydrogelu s molekulovou hmotnosti 600 kDa (obrazek 19). Hydrogel
s molekulovou hmotnostni 1180 kDa (obrazek 20) byl ¢aste¢né nehomogenni, jeho povrch

tvoti vrascita struktura s malymi péry o pruméru 10 pm.

Struktura hydrogeld 3-1-1,5-0,5 je u vSech molarnich hmotnosti témét stejnd. Povrch je

tvoten hlubokymi péry s primérem ptiblizné 15 pm.

Obrazek 14: Hydrogel 1-1-1,5-0,5 (234 kDa)
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Obrazek 16: Hydrogel 1-1-1,5-0,5 (600 kDa)
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Obrazek 17: Hydrogel 2-1-1,5-0,5 (234 kDa)

Obrazek 18: Hydrogel 2-1-1,5-0,5 (370 kDa)
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Obrazek 20: Hydrogel 2-1-1,5-0,5 (1180 kDa)
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Obrazek 22: Hydrogel 3-1-1,5-0,5 (370 kDa)
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Obrazek 23: Hydrogel 3-1-1,5-0,5 (600 kDa)
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Obrazek 24: Hydrogel 3-1-1,5-0,5 (1180 kDa)
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8.1.3.2 Vymyté hydrogely

V ptedchozich méfenich bylo zjisténo, Ze nejveétsi pory ve své struktute tvoii hydrogely
2-1-1,5-0,5 a 3-1-1,5-0,5, konkrétn€ s molekulovou hmotnostni hyaluronanu 370 a 600 kDa.
Tyto hydrogely byly po dobu 24 hodin vymyvany v deionizované vod¢, aby z nich byla
odstranéna prebytecnd NaCl a nezesitované piebytky polyvinylalkoholu, hyaluronanu

a glycerolu.

Na nasledujicich snimcich 1ze vidét vysoce porovité struktura. Shluky polymernich fetézci
tvoii stény pord s primérem okolo 50 pm a malé pory s primérem jednotek mikrometra.
Na detailnim snimku port (obrazek 26) lze vidét fraktdlovou strukturu, kde je povrch

velkého poru tvofen malymi pory. Také prostor mezi velkymi pory je tvofen malymi pory.

Obrazek 25: Hydrogel 2-1-1,5-0,5 (370 kDa)
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Obrazek 27: Hydrogel 2-1-1,5-0,5 (600 kDa)
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Obrazek 29: Hydrogel 3-1-1,5-0,5 (600 kDa)
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8.1.4 Diskuze

Pomoci SEM byla zkoumana struktura povrchu fezu a pfitomnost pord u jednotlivych
hydrogelii. Hydrogely pfipravené pouze z polyvinylalkoholu (pomér polyvinylalkoholu
a hyaluronanu 1 : 0) nebo s velkym mnozstvim hyaluronanu (pomér 1 : 1) maji povrch fezu
hladky ¢i zvrasnény a zaroven kompaktni a bez pfitomnosti viditelnych port. Povrch
hydrogeld, které obsahuji malé mnozstvi hyaluronanu (pomér 8 : 1 a 5: 1), tvoii hladka
struktura s velmi malymi pory. Hydrogely s pomérem polyvinylalkoholu a hyaluronanu 2 : 1
a 3 : 1 obsahuji ve své struktuie velké mnozstvi velkych pért. Nejveétsi pory s primeérem az

50 um jsou v hydrogelech 2-1-1,5-0,5 a 3-1-1,5-0,5.

Hydrogely 1-1-1,5-0,5, 2-1-1,5-0,5 a 3-1-1,5-0,5 byly pfipraveny z hyaluronanu
s molekulovymi hmotnostmi 234, 370, 600 a 1180 kDa. V ptipad¢ hydrogelt 1-1-1,5-0,5
a 3-1-1,5-0,5 neméla molekulova hmotnost na strukturu hydrogelii a velikost porit vyrazny
vliv. U hydrogelt 2-1-1,5-0,5 byl rozdil u velikosti pora patrny. U molekulovych hmotnosti
1180 a 234 kDa byly pory mensi, nez u molekulovych hmotnosti 370 a 600 kDa.

Po vymyti piebyte¢ného polyvinylalkoholu, hyaluronanu, glycerolu a NaCl, které se
nepodilely na sitovani, 1ze vidét vysoce porovitou strukturu. Shluky polymernich fetézct
tvofi velké pory s primérem okolo 50 pm. Povrch téchto velkych porh a prostor mezi nimi

je tvofen malymi pory s primérem jednotek mikrometrii.

8.2 Mikrotomografie

8.2.1 Pouzity pristroj

M¢éfteni bylo provadéno na rentgenovém mikrotomografu SkyScan 1174.

8.2.2 Rezim méreni

Hydrogel véalcového tvaru byl zmrazen a nasledné lyofilizovan. Lyofilizovany hydrogel byl
skenovan mikrotomografem po urcitém kroku rotace a nasledné byl v softwaru N-Recon
vytvofen jeho 3D model. Vystupem meéfeni je série fezli hydrogelem v jednotlivych
polohach jeho vySky. V tabulce 15 je zobrazeno nastaveni rentgenové lampy

mikrotomografu a dalSich parametrti méfeni pro jednotlivé vzorky.
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Tabulka 15: Rezim méreni pro jednotlivé vzorky

2-1-1,5-0,5 25mm | 7000ms | 29kV | 466 pA | 14 W 10 0,2°
3-1-1,5-0,5 8 mm 7000 ms | 32kV | 510pA | 16 W 10 0,15°

8.2.3 Vysledky

Pro méfeni na mikrotomografu byly vybrany 2 vzorky, které tvoii nejvétsi pory, konkrétné

2-1-1,5-0,5 a 3-1-1,5-0,5, oba pripravené z hyaluronanu s molekulovou hmotnosti 600 kDa.

Vystupem méfeni na mikrotomografu je série jednotlivych fezli hydrogelem po jednom
mikrometru. Z kazdého vzorku bylo vybrano 5 fezil z riiznych ¢asti hydrogelu. Z fezu byla
vybrana kruhova vysec, ktera byla nasledn€ upravena v programu Image] tak, aby pory byly
zobrazeny ¢ernou barvou a hydrogel bile. Analyzou byla zjisténa plocha jednotlivych pord,

pory byly aproximovany jako kruhy, proto je dale pracovano s primérem port.

Obrdzek 30: Rez hydrogelem 2-1-1,5-0,5

Na fezu hydrogelem 2-1-1,5-0,5 1ze vidét nékolik vyrazné vétsich port, které maji praimer

okolo 500 um, a velké mnoZzstvi mensich pora.
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Obrazek 31: Zobrazeni porii hydrogelu 2-1-1,5-0,5
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Graf 3: Relativni cetnost velikosti pori hydrogelu 2-1-1,5-0,5
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Graf 3 zobrazuje histogram relativni ¢etnosti pori pro jednotlivé intervaly velikosti port pro
5 rGznych fez hydrogelu 2-1-1,5-0,5. Relativni Cetnost byla zvolena z divodu rizného
poctu péru v jednotlivych fezech. Lze vidét, Ze nejmensi pory s pramérem 10-25 pm
dosahuji nejvyssi relativni Cetnosti okolo 20 %. Stiedné velké pory s primérem 25-35,
35-50 a 50-80 um maji relativni Cetnost 15-20 %. VéEtsi pory s primérem 80-110 a
110-180 um se vyskytuji v fezech s relativni ¢etnosti okolo 10 %. Nejvétsi pory s primérem

180-250, 250-350 a 350-800 pm maji relativni ¢etnost méné nez 5 %.

Obrazek 32: Rez hydrogelem 3-1-1,5-0,5

Na fezu hydrogelem 3-1-1,5-0,5 1ze vidét pomérné¢ homogenni rozloZeni vétsich a mensich

port.
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Obrazek 33: Zobrazeni porii hydrogelu 3-1-1,5-0,5
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Graf 4 zobrazuje histogram relativni ¢etnosti pora pro jednotlivé intervaly velikosti port, je
zde porovnani pro 5 ruznych fezi hydrogelu 2-1-1,5-0,5. Lze vidét, ze nejmensi pory
s primérem 10-25 pm jsou zastoupeny s vyraznou pievahou, jejich relativni Cetnost je
25-30 %. Stfedné velké pory s primérem 25-35, 35-50 a 50-80 um dosahuji €etnosti okolo
15 %. VEétsi pory s prumérem 80-110 a 110-180 wm maji relativni ¢etnost pod 10 %. Nejveétsi
pory s primérem 180-250 a 250-350 pm jsou zastoupeny méné nez z 3 %. Pory s primérem

350-800 um se v tomto vzorku nevyskytuji.
35
30 _I_
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15 I

relativni ¢etnost [%]
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0 '|*| [
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m2-1-1,5-0,5 0O—O3-1-1,5-0,5

Graf 5: Porovnani relativni Cetnosti velikosti pori hydrogelu 2-1-1,5-0,5 a 3-1-1,5-0,5
Pfi porovnani histogramii velikosti port hydrogela 2-1-1,5-0,5 a 3-1-1,5-0,5 je vidét, ze
hydrogel 3-1-1,5-0,5 ma vyrazné vice zastoupené malé péry s primérem 10-25 pm.
Zastoupeni stfednich a vétSich port je vzdy vétsi u hydrogelu 2-1-1,5-0,5. Toto rozlozeni
odpovida i feziim, kde na fezu hydrogelem 2-1-1,5-0,5 jsou vidét velké pory, kdezto na fezu

hydrogelem 3-1-1,5-0,5 jsou pouze stfedni a malé pory.

8.2.4 Diskuze

Na mikrotomografu byly méfeny dva hydrogely, u kterych byly pozorovany nejvétsi pory,
konkrétné hydrogely 2-1-1,5-0,5 a 3-1-1,5-0,5.
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Na fezu hydrogelem 2-1-1,5-0,5 lze vidét nékolik vyrazné vétSich port s primér okolo
500 pum a velké mnozstvi stfednich a malych péri. Takové rozlozeni poért ukazuje
1 histogram, kde dominuje zastoupeni malych a stiednich porit s primérem 10-80 pum.
Zastoupeni vétSich port 80-180 um a nejvétSich port s primérem 180-800 um je nizsi, ale

neni nezanedbatelné.

Oproti tomu na fezu hydrogelem 3-1-1,5-0,5 Ize vidét pomérné homogenni rozlozeni vétsich
a mensSich port. Na histogramu vyrazné dominuje zastoupeni nejmensich port s primérem
10-25 um. Stiedni pory s pramérem 25-80 pm maji pomérné vysoké zastoupeni s porovnani
s velkymi pory s primérem 80-350 um. Nejveétsi pory s praimérem 350-800 um se v tomto
hydrogelu viibec nevyskytuji.

Pfi porovnani histogramu velikosti pori hydrogela 2-1-1,5-0,5 a 3-1-1,5-0,5 je vidét, ze
hydrogel 3-1-1,5-0,5 ma vyrazné vice zastoupené malé péry s primérem 10-25 pm.
Zastoupeni stfednich a vétSich poru je vzdy vétsi u hydrogelu 2-1-1,5-0,5, to odpovida
i fezim, kde u hydrogelu 2-1-1,5-0,5 jsou vidét velké pory, kdezto u hydrogelu 3-1-1,5-0,5

je rozloZeni malych a stfednich port rovnomeérnéjsi.
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ZAVER
Tato prace byla zaméfena na pripravu hydrogelti z polyvinylalkoholu, hyaluronanu,

glycerolu a NaCl. Ukolem bylo zhodnotit vliv jednotlivych sloZek na dobu tuhnuti, velikost

pért a pripravit hydrogel s vhodnou velikosti a distribuci pori pro kultivaci bunék.

Bylo zjisténo, ze mnozstvi jednotlivych slozek ma vyrazny vliv na dobu tuhnuti hydrogelu
a jeho mechanické vlastnosti. S vét§im mnozstvim polyvinylalkoholu se vyrazné prodluzuje
doba jeho tuhnuti, zvySuje se také Bloom hodnota a dochazi k nariistu tuhosti hydrogelu.
S rostoucim mnozstvim hyaluronanu v hydrogelu se doba tuhnuti také prodluzuje, avsak
dochazi ke zhorseni mechanickych vlastnosti, hydrogely ztraceji svou tuhost a kompaktnost.
Mnozstvi glycerolu dobu tuhnuti hydrogelu pfili§ neovliviiuje, ale s vy$§im obsahem
glycerolu dochdzi k vyznamnému zméknuti a zkiehnuti hydrogelu, coz dokazuje i prudky
pokles Bloom hodnoty. Nejvyrazngjsi vliv na dobu tuhnuti ma mnozstvi NaCl, s jeho
rostoucim obsahem v hydrogelu dochézi k vyraznému zkraceni doby tuhnuti. S rostoucim
mnozstvim NaCl v hydrogelu se jeho tuhost zvySuje, coZ dokazuje nartist Bloom hodnoty.
Pii nadmérném mnoZstvi NaCl se vytvofi bilé Supinky srazeniny, pfi nedostatku NaCl se

vytvoii pouze kasovitd hmota.

Druha cast prace byla zamétfena na zkoumani vnitini struktury jednotlivych hydrogela
pomoci elektronové mikroskopie a mikrotomografie. Hydrogely pfipravené pouze
z polyvinylalkoholu (pomér PVA : NaHy je 1: 0) nebo s velkym mnozstvim hyaluronanu
(pomér 1 : 1) maji povrch fezu hladky ¢i zvrasnény a zaroven kompaktni a bez pfitomnosti
viditelnych pora. Povrch hydrogeld, které obsahuji malé mnozstvi hyaluronanu (pomér 8 : 1
a 5:1), tvofi hladka struktura s velmi malymi pory. Hydrogely s pomérem 2:1 a 3:1
obsahuji ve své struktufe velké mnozstvi velkych pora. Nejveétsi pory s primérem az 50 um

jsou ve struktufe hydrogela 2-1-1,5-0,5 a 3-1-1,5-0,5.

Posledni ¢ast byla zamétfena na dva hydrogely, u kterych byly pozorovany nejvetsi pory,
konkrétn¢ hydrogely 2-1-1,5-0,5 a 3-1-1,5-0,5. Tyto dva hydrogely byly ptipraveny
z hyaluronanu s riznymi molekulovymi hmotnostmi. Bylo zjisténo, Ze nejveétsi pory ve své
struktufe tvoii hydrogely s molekulovou hmotnostni hyaluronanu 370 a 600 kDa. Po vymyti
piebyte¢nych chemikalii 1ze vidét, ze hydrogely maji vysoce porézni strukturu. Shluky
polymernich fetézct tvoii velké pory s primérem okolo 50 um. Povrch téchto velkych port
a prostor mezi nimi je tvoren malymi pory s primérem jednotek mikrometrti. U téchto dvou

hydrogeli byl z fezli vytvorenych pomoci mikrotomografu piipraven histogram zastoupeni
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velikosti port. Pti porovnani histogramii velikosti péra hydrogela 2-1-1,5-0,5 a 3-1-1,5-0,5
je vidét, ze hydrogel 3-1-1,5-0,5 ma vyrazn¢ vice zastoupené malé pory s primérem
10-25 um. Zastoupeni stfednich a vétSich pori je vzdy vétsi u hydrogelu 2-1-1,5-0,5 a na
rozdil od hydrogelu 3-1-1,5-0,5 se zde vyskytuji i nejvetsi pory s primeérem 350-800 pum.
To odpovida i feztim, kde na hydrogelu 2-1-1,5-0,5 jsou vidét velké pory, kdezto u hydrogelu

3-1-1,5-0,5 je pomérn€ rovnomérné rozlozeni stiednich a malych port.

V této praci byly Uspésné piipraveny hydrogely z biokompatibilnich sloucenin, jejichz

porovita struktura by mohla byt vhodna pro kultivaci bunék.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
PVA polyvinylalkohol

USD americké dolary

USA Spojené staty americké

-OH hydroxylova skupina

Da Daltony

3D trojrozmérny

NaHy hyaluronat sodny

pH potencial vodiku

uv ultrafialovy

ADH dihydrazid kyseliny adipové

NaCl chlorid sodny

SEM skenovaci elektronovy mikroskop
CT vypocetni tomografie

RTG rentgenovy

npva latkové mnozstvi polyvinylalkoholu
NNaHy latkové mnozstvi hyaluronanu
Nglyeerol  latkové mnoZstvi glycerolu

NNaCl latkové mnoZstvi chloridu sodného

BSE metoda zpétn¢ odraZenych elektront
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PRILOHA P I: SEZNAM PRIPRAVENYCH HYDROGELU

hm. dily jednotlivych slozek

oznaceni vzorku doba tuhnuti popis
PVA | NaHy | glycerol | NaCl
1-0-1-0,4 1 0 1 0,4 2,7h meékky
1-0-1-0,5 1 0 1 0,5 2,6h meékky
1-0-1-0,65 1 0 1 0,65 2,3h meékky
1-0-2-0,5 1 0 2 0,5 3,25h meékky
2-0-1-0,5 2 0 1 0,5 3,3h tuhy
2-0-1-1 2 0 1 1 2,5h tuhy
2,5-0-1-0,75 2,5 0 1 0,75 2,5h tuhy
3-0-1-0,5 3 0 1 0,5 6,5h tuhy
3-0-1-1 3 0 1 1 2h tuhy
4-0-1-0,5 4 0 1 0,5 35h tuhy
4-0-1-1 4 0 1 1 3,75h tuhy
5-0-1-1 5 0 1 1 5,75 h tuhy
6-0-1-1 6 0 1 1 11,5h tuhy
7-0-1-1 7 0 1 1 11h tuhy
7,5-0-1-1 7,5 0 1 1 17 h tuhy
1-1-0,5-0,25 1 1 0,5 0,25 9h meékky
1-1-0,5-0,3 1 1 0,5 0,3 8h meékky
1-1-0,5-0,4 1 1 0,5 0,4 13 h meékky
1-1-0,5-0,5 1 1 0,5 0,5 srazeny
1-1-0,5-1 1 1 0,5 1 srazeny
1-1-0,75-0,25 1 1 0,75 0,25 24 h meékky
1-1-0,75-0,5 1 1 0,75 0,5 srazeny
1-1-0,75-1 1 1 0,75 1 srazeny
1-1-1-0,25 1 1 1 0,25 7h meékky
1-1-1-0,3 1 1 0,3 9h mekky
1-1-1-0,4 1 1 1 0,4 7h meékky
1-1-1-0,5 1 1 1 0,5 2,2h meékky
1-1-1-1 1 1 1 1 2h srazeny




hm. dily jednotlivych slozek

oznaceni vzorku doba tuhnuti popis
PVA | NaHy | glycerol | NaCl
1-1-1,5-0,25 1 1 1,5 0,25 17 h mékky
1-1-1,5-0,3 1 1,5 0,3 9h meékky
1-1-1,5-0,4 1 1 1,5 0,4 5,5h meékky
1-1-1,5-0,5 1 1 1,5 0,5 3,5h mékky
1-1-1,5-0,6 1 1 1,5 0,6 2,3h srazeny
1-1-1,5-0,7 1 1 1,5 0,7 2,2 h srazeny
1-1-1,5-1 1 1 1,5 1 srazeny
2-1-0,5-0,4 2 1 0,5 0,4 11,7 h mékky
2-1-0,5-0,75 2 1 0,5 0,75 2h srazeny
2-1-0,6-0,3 2 1 0,6 0,3 72 h meékky
2-1-0,6-0,5 2 1 0,6 0,5 4,5h tuhy
2-1-0,65-0,4 2 1 0,65 0,4 14 h mékky
2-1-0,7-0,25 2 1 0,7 0,25 neztuhly
2-1-1-0,25 2 1 1 0,25 neztuhly
2-1-1-0,3 2 1 0,3 47 h mékky
2-1-1-0,4 2 1 1 0,4 14,6 h meékky
2-1-1-0,5 2 1 1 0,5 5,4 h tuhy
2-1-1-0,75 2 1 1 0,75 2h srazeny
2-1-1,5-0,25 2 1 1,5 0,25 neztuhly
2-1-1,5-0,3 2 1 1,5 0,3 44 h meékky
2-1-1,5-0,4 2 1 1,5 0,4 15h mékky
2-1-1,5-0,5 2 1 1,5 0,5 2,6h meékky
2-1-1,5-0,6 2 1 1,5 0,6 4,8 h srazeny
2-1-1,5-0,7 2 1 1,5 0,7 4,4 h srazeny
2-1-1,5-0,75 2 1 1,5 0,75 2h srazeny
3-1-1-0,3 3 1 1 0,3 neztuhly
3-1-1-0,4 3 1 1 0,4 meékky
3-1-1-0,5 3 1 1 0,5 tuhy
3-1-1,5-0,5 3 1 1,5 0,5 tuhy




hm. dily jednotlivych slozek

oznaceni vzorku doba tuhnuti popis
PVA | NaHy | glycerol | NaCl
3-1-1,6-0,64 3 1 1,6 0,64 tuhy
3-1-2-0,5 3 2 0,5 tuhy
5-1-1,5-0,75 5 1 1,5 0,75 45 h tuhy
5-1-1,5-1 5 1 1,5 1 8,6 h tuhy
5-1-1,5-1,5 5 1 1,5 1,5 srazeny
5-1-1,5-2 5 1 1,5 2 srazeny
5-1-1,56-0,6 5 1 1,56 0,6 48 h tuhy
5-1-2-1,5 5 1 2 1,5 srazeny
5-1-2-2 5 1 2 2 srazeny
5-1-2,5-0,75 5 1 2,5 0,75 14 h tuhy
5-1-2,5-1 5 1 2,5 1 8,3h tuhy
5-1-2,5-2 5 1 2,5 2 srazeny
8-1-2-1 8 1 2 1 48 h tuhy
8-1-2-2 8 1 2 2 srazeny
8-1-2-3 8 1 2 3 srazeny
8-1-3-1 8 1 3 1 15,5h tuhy
8-1-3-1,5 8 1 3 1,5 12 h tuhy
8-1-3-2 8 1 3 2 srazeny
8-1-3-3 8 1 3 3 srazeny
8-1-4-1 8 1 4 1 22,6 h tuhy
8-1-4-2 8 1 4 2 3,3h tuhy
8-1-4-3 8 1 4 3 srazeny




