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ABSTRAKT

Predkladana prace se ve své teoretické ¢asti vénovala geltim, jejich zdkladnimu rozttidéni a
pak konkrétné hydrogelim a jejich moznosti pouziti. Dalsi kapitoly se pak postupné zabyvali
dopaminem a oxazoliny a jejich syntéze moZznosti pfipravit z nich polymery a jejich
uplatnéni prevazné v medicindlnich aplikacich. Prakticka Cast této bakalaiské prace se pak
vénovala syntéze monomeru dopamin metakrylamidu a poté syntéze kopolymert dopaminu
a isopropenyl oxazolinu s riznymi poméry monomernich jednotek. Sytentizovany monomer
byl charakterizovan pomoci vodikového spektra nuklearni magnetické rezonance (‘H NMR)
a infra¢ervenou spektroskopii s Fourierovou transformaci. Kopolymery na baze dopaminu a
isopropenyl oxazolinu byly charakterizovany opét pomoci 'H NMR aby bylo mozné zjistit
zastoupeni jednotlivych monomernich jednotek a gelové permeacni chromatografie s cilem
zjistit molekulovou hmotnost vysledného kopolymeru. Bylo zjisténo, ze rtizné mnozZstvi
monomeru dopamin metakrylamidu v polymerni reakéni smési, umoziluje ptipravit

kopolymer s odpovidajicim zastoupenim jednotlivych monomera.

Kli¢ova slova: hydrogely, dopamin, isopropenyl oxazolin, medicinské aplikace

ABSTRACT

Presented thesis was focused in the theoretical part on the gels and their fundamental
classification and more specifically with hydrogels and their possible utilization. Further
chapters were aimed on the dopamine and oxazolines and their synthesis and possibilities
for their following polymerizations and medical applications. Experimental part of this
bachelor thesis is focused on the synthesis of monomer methacrylamide and then synthesis
of copolymers of dopamine and isopropenyl oxazoline having different ratio between the
individual monomers. Synthesized monomer was characterized using hydrogen spectra of
nuclear magnetic resonance ('H NMR) and Fourier transform infrared spectroscopy.
Copolymers based on dopamine and isopropenyl oxazoline were characterized using
"H NMR in order to investigate the amount of the individual monomeric units and gel
permeation chromatography to elucidate the molecular weight of final copolymer. It was

find out, that various amount of the monomer dopamine methacrylamide in the reaction



mixture, allows us to synthesize copolymer with corresponding amount of individual

monomeric units.

Keywords: hydrogels, dopamine, isopropenyl oxazoline, medical applications
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UvVOD

Slovo ,,hydrogel“ se poprvé objevilo ve védeckém ¢lanku v roce 1894, ale popsany material
nebyl hydrogel, jak jej popisujeme dnes. Prvni v literatufe popsany material s typickymi
hydrogelnimi vlastnostmi byl hydrogel poly(hydroxyethyl metakrylat) (poly-HEMA), ktery
byl vyvinuty v roce 1960. Od této doby se pocet studii o hydrogelech zacal vyznamné
zvysSovat. Vzhledem k jejich jedine¢nym vlastnostem jako je biokompabilita a podobnosti
jejich fyzikalnich vlastnosti s pfirodnimi tkdnémi se jedna o materialy vhodné pro rtizné
medicinské aplikace. Nejvétsi zdjem v posledni dobé vzbuzuji hydrogely pro pouziti na
fizené uvoliiovani 1é¢iv, materidly na kryti ran a ve veliké mife také materidly pro tkanové

inzenyrstvi [1].

Teoreticka ¢ast je rozdélena na Ctyfi kapitoly. Prvni obsahuje obecnou charakterizaci geld,
které se rozdéluji podle povahy disperzniho prostiedi na organogely a hydrogely. Hydrogel
je trojrozmérna sit’ hydrofilnich polymerd, kterd bobtna ve vod¢ a mize zadrzovat velké
mnozstvi vody za soucasné zachovani struktury. Hydrogel mtiZze byt pfirodniho (chitosan,
kolagen, zelatina, kyselinu hyaluronova) nebo syntetického (polyethylenoxid,
polyvinylalkohol, polyhydroxyethylmetakrylat) ptvodu. V druhé kapitole je popsan
dopamin, jeho syntéza a vyuziti. Nejvetsi zajem je v posledni dob€ o materialy inspirované
muslemi, které jsou zalozené na 3,4-dihydroxyfenylalaninu (DOPA) a maji velky potencial
pro medicinské aplikace, zejména pak pro fizenou dopravu a uvoliovani 1é¢iv. Treti kapitola
se zabyva oxazoliny, syntézou monomeru a polymera oxazolint a jejich moznym pouzitim.
Oxazoliny jsou péti¢lenné heterocyklické slouceniny s jednou dvojnou vazbou, které ve své
struktufe obsahuji dusik a kyslik. Posledni kapitola je vénovana aplikacim kopolymert na

bazi dopaminu a oxazolinli v medicinskych aplikacich a to hlavné pro fizenou dopravu 1é€iv.

Cilem této experimentalni bakalafské prace byla syntéza dostatecného mnozstvi monomeru
dopamin methakrylamidu, a jeho kopolymerace s oxazolinem. Charakterizace monomeru
ale také wvzniklého kopolymeru byla provedena pomoci analytickych metod a

spektroskopickych technik.
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I. TEORETICKA CAST
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1 SITOVANE STRUKTURY

1.1 Gely

Gel je trojrozmérnd makromolekularni sit’, kterd ma makroskopické a elastické vlastnosti a
patii do disperznich soustav. Gel miize vzniknout z linedrniho monomeru nebo jeho roztoku
dostateCnym propojenim siti mezi makromolekulami, tedy vytvofenim dostate¢ného
mnozstvi uzli. Tento proces muze probéhnout chemickou reakei a vzniklé gely oznacujeme
jako kovalentné sitované nebo mize probéhnout mezimolekularnim piisobenim fyzikalnich
sil (Van der Waalsovy, dipolarni, vodikové vazby), kterym vzniknou fyzikalné sitované
gely. Vznik gelid je oznacovan jako gelace [2]. Gel je tedy systém s disperznim prostfedim
(voda [3], organické rozpoustédlo [4]) a oznacuje se jako lyogel. Susenim, ¢ili odstranénim

disperzni faze vznikaji xerogely [5].

1.1.1 Vlastnosti

I kdyz je disperzni prostfedi gelt kapalné, nejsou disperzni ¢astice schopné se nezavisle
v disperznim prostfedi pohybovat a mechanické vlastnosti gelu jsou charakteristické pro
tuhy stav. Do urc€ité kritické hodnoty napéti se gel tedy chova jako elastické tuhé téleso. Tato
hodnota zavisi na koncentraci uzli a jejich pevnosti. Reverzibilni gely s kovalentnimi spoji,
které obsahuji maly pocet vazeb, jsou obvykle zna¢né elastické [5].

U nékterych gelt, které maji velmi slabé sily poutajici ptivodni disperzni ¢astice do sitované
struktury, jde tfepanim pifevést gel zpatky na sol. Mechanickymi u€inky se rusi slabé vazby
mezi Casticemi. Ponechanim solu po urcitou dobu v klidu, se vazby pomalu obnovuji a

nastava opét gelace. Tato vlastnost se oznacuje jako tixotropie [5].

1.1.2 Rozdéleni geli

Gely Ize rozd¢lit podle n€kolika kritérii. Podle slozeni je délime na organické a anorganické,
podle charakteru disperzniho prostiedi na organogely [4] nebo hydrogely [3]. Nejcastéji se

vSak setkdvame s klasifikaci podle chovani ve vysuseném stavu:

- Reverzibilni gely: pfi vysouSeni snizuji sviij objem a tvoii kompaktni xerogely.
Néslednym pfijimanim disperzniho prostiedi jsou schopny pfechazet do plivodniho

stavu. Tento proces se oznacuje jako bobtnani [5].
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- Ireverzibilni gely: po vysuSeni jsou porézni, ale jejich objem se nijak nezméni. Jsou
schopné absorbovat ur¢ité mnozstvi disperzniho prostiedi, ale nikdy se nestanou opét

lyogely, zména je tedy nevratna [5].

1.1.3  Organogely

Organogely mohou byt vytvoifeny samovolnym sestavenim molekul povrchové akrivnich
latek (organogelatory) do trojrozmérnych siti, které zachycuji organickou kapalinu
kapilarnimi silami. Organogelatory se rozd¢luji na nizkomolekuldrni (s molekulovou
hmotnosti niz§i nez 3000) nebo na polymerni organogelatory. Schopnost tvorit
supramolekuldrni gely je mozna pouze u velmi specifickych materiélii [6].

Polymerni organogelatory imobilizuji organické rozpoustédlo vytvafenim sité zesitovanim
nebo zapletenim fetézcl pro chemické a fyzikalni gely. Ty se mohou dale stabilizovat
slabymi mezi fetézovymi reakcemi jako je vodikova vazba a van der Waalsovy sily.
Samoskladba nizkomolekularnich organogelatori zavisi na fyzikalnich interakcich pro
tvorbu agregat, které se musi dostate¢né¢ dlouho piekryvat, aby vyvolaly gelaci
rozpoustédla. Nizkomolekularni organogely se dale rozlisuji podle slozeni siti vlaken a to na
pevné nebo tekuté. Ve farmaceutické oblasti mohou byt organogely pouZity pro dodavani

1é¢iv, ackoliv bylo zkoumdano relativné malo takovych formulaci [7].

N

-~ Nature ™~__

of solvent?

e

iR of gelator?
| LMW gelator | | Polymeric gelator |
1 Y
AtUre ™ e Mature ™.
of intermolecular ™ of intermolecular
interactions?

interactions?

Physical

"Chemical I

1 i .
Solid-fiber Fluid-fibar Cross-linked | Entangled-
malrix rmakrix ratrix chain matrix

Obrazek 1: Klasifikace organogeli [7].
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1.2 Hydrogely

Hydrogely byly poprvé uvedeny védci Wichteriem a Limem v roce 1960. Hydrofilni
charakter sit¢ je zptisoben ptitomnosti hydrofilnich skupin, jako jsou —NH», -COOH, -OH a
-CO-NH: [8].

Hydrogel je trojrozmérnd sit” hydrofilnich polymeri, kterd mize bobtnat ve vod¢ a miize
zadrzovat velké mnozstvi vody za soucasné zachovani struktury [8]. Hydrogely jejichz
schopnost vazat vodu vice nez 1000-krat své piivodni vahy se nazyvaji superabsorbenty [9].
Dal8im typem hydrogelt jsou ty, jenz reaguji na zménu vnéjsi teploty [10] a nebo na zménu
pH [11]. Dalsi specifikou formou jsou hydrogely na baze supramolekul, které vytvareji
koordina¢né kovalentni vazbu a jejich mechanické vlastnosti vynikaji schopnosti se vratné

deformovat [12].

1.2.1 Materialy pro pripravu hydrogelii

Ptirodni materialy

Hydrogely z materiali pfirodniho pivodu se vyznacuji vybornou biokompabilitu, jsou
netoxické a biorozlozitelné. Diky témto vlastnostem maji velké uplatnéni v biomedicinskych
aplikacich. Tyto hydrogely maji ale omezeni v mechanickych vlastnostech a také v sobé
skryvaji nebezpec¢i vzniku tromboz. Polysacharidy a Zelatina jsou pii 90% obsahu vody
povazovany za trombogenni. Mezi pfirodni materidly vhodné pro piipravu hydrogeld
muzeme zaradit napiiklad agarézu, chitosan, kolagen, fibrin, Zelatinu a kyselinu

hyaluronovou [13]. Nekteré z téchto materiala jsou stru¢né€ popsany v textu nize.

- Zelatina

Zelatina je polypeptid rozpustny ve vodé, ktery se ziskava z kolagenu kyselou nebo
zasaditou hydrolyzou. Je slozend témét z jedné tfetiny glycinem, dale prolininem a 4-
hydroxyprolinem. Ve vodném prostiedi Zelatina bobtna. Pii pokojové teploté vytvari gely a
pii zahtati nad 37 °C piechazi do roztoku. Zelatinové gely jsou tepelné reverzibilni. Gel ze
Zelatiny vznikad pomoci tvorby vodikovych mistkii v molekule a struktura zavisi na
fyzikéalné-chemickych vlastnostech Zelatiny a jeji koncentraci v gelu. Z divodu Spatnych

mechanickych vlastnosti Zelatinovych gelii se Zelatina kombinuje s jinymi polymery [13,14].
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- Chitosan

Chitosan je deacetylovana forma chitinu, sloZzend z N-acetyl-p-D-glukosaminu spojenym f-
(1,4)-glykosidickou vazbou. Alkalickd deacetylace chitinu, se provadi nejCastéji
hydroxidem sodnym nebo enzymatickym plusobenim N-deacetylasy. Je povazovan jako
nejrozsifenéjsi biopolymer, nachazi se naptiklad ve skeletech koryst, v kiidlech hmyzu a
houbach. Vzhledem k jeko netoxicité, biorozlozitelnosti a bioompabilité se pouziva
v medicialnich aplikacich. Ma také protinadorové, imunostimula¢ni, antibakterialni,
antiplisiové vlastnosti. Chitosan nachazi uplatnéni jako dopln€k stravy pii dietach,
pripravek pro upravu vod, konzerva¢ni cCinidlo, hnojivo v zemédélstvi, dale nachazi
uplatnéni v kosmetickém a medicinském pramyslu. V medicinském primyslu se pouziva

jako antibakterialni material pro kryti popalenin nebo na rozlozitelné nité [13,14,15].

Syntetické materidly

Pro vyrobu hydrogeld ze syntetickych materialt se voli polymery rozpustné ve vodé, které
musi byt netoxické, biokompatibilni a biorozlozitelné. Oproti pfirodnim materidlim se
vyznacuji lepSimi mechanickymi vlastnostmi a méné u nich hrozi denaturace a nasledné
zasazeni trombozou. Mezi tyto materidly patii polyethylenoxid, polyvinylalkohol,

polyakrylova kyselina, polyhydroxyethylmetakrylat a polypeptidy [13].

- Polyvinylalkohol (PVA)

Polyvinylalkohol je vodou rozpustny polymer, se strukturou 1,3-glykolu. Poprvé byl
syntetizovan v roce 1924 védci Hermannem a Haehnelem. Vyrabi se hydrolyzou
polyvinylacetatu rozpuSténého v metanolu za katalyzy hydroxidem sodnym. Stupeii
polymerace a stupeil hydrolyzy ovliviiuji vlastnosti vzniklého polyvinylalkoholu. Do 45 °C
je polyvinylalkohol tepelné staly, pfi teploté 85 °C mékne, ve 150 °C se lehce tvaruje a pfi
200 °C se rozklada [13,14].

Jedna z prvnich zminek hydrogelu polyvinylalkoholu byla na ptelomu 60.-70. let minulého
stoleti. Obchodni nazev tohoto hydrogelu byl Ivanol a vznikal z roztoku polyvinylalkoholu,
ktery byl sitovan formaldehydem za profukovani vzduchem. Pouzival se v Iékatstvi pii 1é€be
kyly a v plastické, rekonstrukéni a kardiovaskularni chirurgii, ale kvtli komplikacim pfi

vvvvvv

ziskat riizné typy hydrogeli PV A, u kterych nedochézi ke komplikacim jako u Ivanolu [13].
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Vyuziti polyvinylalkoholu je diky jeho vlastnostem velmi Siroké. Nejvétsi pouziti ma ve
zdravotnictvi a to naptiklad jako material vhodny pro fizené uvoliiovani 1é¢iv, na vyrobu
vstiebatelnych chirurgickych niti, jako néhrada pfi regeneraci chrupavek a obvazovy
materidl poskytujici vlhkost. Dale jsou hydrogely PVA pouzivany na injekcni implantaty,
endoprotézy nebo mekké tkanové vyplné. Pouziva se také v textilnim primyslu a to pii

vyrobé barev, lepidel a kosmetiky [13,14].

OH oH " OH
Obrézek 2: Strukturni vzorec PVA [13].

- Polyethylenglykol (PEG)

Polyetylenglykol (PEG) je tvofen dvou uhlikovymi atomy spojenymi polyétherovymi
vazbami. PEG je netoxicky, chemicky inertni polymer, ktery je rozpustny ve vodé a ma své
vyuziti v medicinalnich aplikacich. Jeho vlastnosti velmi zavisi na molekularni hmotnosti.
Vyuziti PEG je ve farmaceutickém primyslu velmi Siroké. V kapalné formée se pfidava jako
plnivo do Zelatinovych tablet. Linearni PEG s vysokou molekulovou hmotnosti vykazuje
antiseptickou aktivitu, kterd muize byt vyuZita pii ochrané¢ a obnové bunky ¢i tkané.
Hydrogely PEG se hojné€ vyuZivaji jako matrice pro fizené uvolfiovani 1éCiv, jako nosice
bunék pro podporu regenerace tkani a vzhledem k vynikajici biokompatibilit¢ podnitila
vyvoj inteligentné navrZzenych hydrogelnich systéml pro aplikaci v regenerativni

mediciné€ [14,16].

S

Obrazek 3: Strukturni vzorec PEG [16].
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- Polyhydroxyethylmetakrylat (polyHEMA)

Polyhydrohyethylmetakrylatovy hydrogel byl poprvé syntetizovan na pocatku 60. let 19.
stoleti védci Limem a Wichterlem a v I¢kafském pramyslu se v soucasnoti jedna o jeden z
nejvice pouzivanych syntetickych hydrogela. Vlastnosti a struktura hydrogelu velmi zavisi
na obsahu a typu sitovaciho cinidla. Jako ¢inidlo mlze byt pouzit polyetylenglykol
dimetakrylat, kterym vznika Ciry hydrogel pro pouziti pii vyrobé kontaktnich ¢ocek, pro
kozni néhrady, fizenou dopravu 1é¢iv, jako nahrada chrupavek nebo specialni obvazy na
spaleniny. Jako sitovaci ¢inidlo mize byt pouzit také metylpropan dimetahrylat. Za pouziti
tohoto ¢inidla vznikne mékky hydrogel s vysokou propustnosti kysliku. Tento hydrogel 1ze
pouzit pii vyrobé mekkych tkanovych implantatd, kontaktnich ¢ocek nebo pro fizenou

dopravu 1é¢iv [13].

P HECICHJHM
0

0

OH

- -n

Obrazek 4: Strukturni vzorec polyHEMA [13].

1.2.2 Aplikace hydrogeli

Diky svym vlastnostem maji hydrogely velmi vyznamné vyuziti v mnoha oblastech, jako je
zemeédelstvi, zdravotnicky a farmaceuticky primysl, véetné kosmetiky, hygieny atd. Nize se

budu vénovat pouze medicinskym aplikacim.

Medicinské aplikace:

- Rizené uvoliovani 1é¢iv
Vlastnosti hydrogelt jako je vysoka porozita, afinita k vod¢ a snadno nastavitelny stupen
zesiténi z nich ¢ini idedlni volbu v aplikacich pro podavani l1é€iv v urcitych davkach po
ptfedem definovanou dobu. Diky porézni struktufe jsou hydrogely propustné pro rizné druhy

1é¢iv, 1é¢iva mohou tedy byt neseny hydrogely a za sprdvnych podminek uvolnény. Trvalé
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uvolnovani 1é¢iv je hlavni vyhodou distribuce 1é¢iv hydrogely. Doda se tak vysoka
koncentrace farmaceutické latky na konkrétni misto, kde se postupné uvoliuje. Uvolnéni
1é¢iva mize byt aktivovano lokalnimi zménami pH, teploty, pfitomnosti specifickyh enzymu

nebo vzdalenou fyzickou stimulaci [18,19].

O moznych aplikacich hydrogeli pfi dodavani 1é¢iv bylo publikovdno mnoho patentl a

akademickych praci, av§ak jen malo z nich vyustilo v komer¢ni produkty [19].

- Kontaktni ¢ocky

Kli¢ovou oblasti pouziti syntetickych hydrogelti pro bioaplikace je oftalmologie, zejména
kontaktni coCky. Kontaktni cocka je optické zatizeni umisténé pfimo na rohovce, které
pfimym umisténim na povrchu rohovky zabranuje vyméné atmosférického kysliku a
narusuje tak pfirozeny metabolismus rohovky zndmy jako hypotoxicky stres. Material na

kontaktni co¢ku musi tedy mit maximalni propustnost pro kyslik [18].

Kontaktni ¢ocky jsou rozdéleny na mekké a tvrdé. Tvrdé maji delsi dobu pouziti, ale jsou
htife pfijimany nositelem a vyzaduji delsi adaptacni obdobi. Jsou zalozeny na hydrofobnich
materidlech jako je polymetylmetakryldat (PMMA) nebo polyhexafluorizopropylmetakrylat
(HFIM). Mékky typ cocek je vyroben z hydrogelli riznymi technikami, jako je odlévani do
forem. Jednim ze zpisobli vyroby cocek je pfimym formovanim silikonovych hydrogeld,
umisténim reakéni smési do formy majici tvar kone¢ného produktu a naslednym

pokra¢ovanim v polymeraci [19].

- Obvazy na rany

Efektivni obvazy zavisi na pochopeni procesu hojeni a G¢inku, jaky mlZze mit pouZity
materidl na ranu. Hojeni ran miize byt omezeno vysouSenim rany, infekcemi, pfitomnosti
bakterii, tlakem a otoky. Idedlni obvaz by tedy mél absorbovat prebytecny exsudat a toxiny,
udrZovat dobrou vlhkost mezi ranou a obvazem, chranit ranu pfed vnéjSimi zdroji infekce,
mit dobrou propustnost pro plyny a mél by jit snadno odstranit bez dal§iho traumatu na rané.
V soucasné dob¢ je stile obycejnad géaza nejCastéji pouzivanym produktem, ale nové
vyzkumy v oblasti obvazovani ran vytvofily pokrocilé materidly s lepSimi fyzikalnimi 1
chemickymi vlastnostmi. Hydrogely maji vyhodu oproti ostatnim materialim v hydrataci a
zmé&kcovani suchych ran, zvysuji obsah kolagenazy a tim i obsah vlhkosti v nekrotickych

ranach. Vysoky obsah vody v hydrogelech umoziuje pienos kysliku do ran. Velkou roli hraji
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pfi 1é€bé popalenin. Naptiklad Burnshield hydrogelni obvaz na popéleni je pfitomny i v

soupravach prvni pomoci [19].

- Tkénové inzenyrstvi
Tkanové inzenyrstvi zahrnuje zlepSeni nebo nahrazeni specifickych tkani nebo organt
pomoci inZzenyrskych materiala a syntetickych strategii. Hydrogely mohou byt pouzity jako
latky vypliujici prostor, mohou byt pouzity na transport bioaktivnich latek nebo jako
struktury, které organizuji buiikky a predkladaji podnéty, aby zajistily vyvoj pozadované
tkané. Mimo jiné hydrogelni scafoldy byvaji aplikovany na transplanta¢ni builky a na
konstrukci mnoha tkéani v téle, véetné chrupavky, kosti a hladkého svalstva. Syntetické
materidly vhodné na vyrobu téchto materidlii jsou napiiklad polyvinylalkohol,
polyethylenoxid a polypeptidy. Mohou byt také pouzity pfirodni materidly a to alginat,

chitosan, kolagen, fibrin a zelatina [19].
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2 DOPAMIN

Dopamin se fadi mezi neurotransmitery a patii do skupiny katecholamint. Do této skupiny
patii také adrenalin a noradrenalin, vSechny obsahuji ve své struktufe dihydroxyfenylové
skupiny. Neurotransmitery pomahaji pfenaSet signaly mezi neurony, lidskym mozkem a
télem. Uvolnénim dopaminu z hypotalamu dojde k sekreci prolaktinu a adenohypofyzy,
funguje tedy i1 jako neurohormon. Dopamin se jako neurohormon ucastni rGznych
mozkovych procest, véetné téch, které ovliviiuji motorické funkce, emoce a zavislost.
Snizeni hladiny dopaminu je spojeno s mnoha poruchami centralniho nervového systému,
véetné neurodegenerativnich poruch, jako je Huntingtonova choroba a Parkinsonova
choroba. Dalsi choroby jako je schizofrenie, bipolarni porucha, ADHD zplsobuje
nevyvazena nebo nadmérnid hladina dopaminu. Dopamin vznikéd dekarboxylaci 3,4-
dihydrofenylalaninu a slouzi jako prekurzor katecholamint adrenalinu a noradrenalinu [20,

21,22].

Existuje pét typt dopaminovych receptorii a to D1, D2, D3, D4 a D5. Tyto receptory jsou
rozdéleny do dvou skupin: typ 1 a 5 maji podobnou strukturu a citlivost na 1éky a jsou
oznacovany jako "D1like" skupina, typ 2, 3 a 4 maji také podobnou strukturu a oznacuji se

jako "D2like" skupina [23].

HO NH,

HO

Obrazek 5: Vzorec dopaminu [23].

Systematicky nazev: 4-(2-aminoethyl)benzen-1,2-diol
Trivialni nédzev: dopamin

Sumarni vzorec: CsH11NO;
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2.1 Syntéza dopaminu

Dopamin vznika dekarboxylaci 3,4-dihydrofenylalaninu a slouzi jako prekurzor

katecholaminu adrenalinu a noradrenalinu.

Biosyntéza katecholaminli probihd z aminokyselinového prekurzoru tyrosinu. Tyrosin je
produkovéan v jatrech, kde vznikd z fenylalaninu plsobenim fenylalanin hydroxylazy.
Tyrosin je potom transportovan k neuroniim obsahujicim dopamin (dopaminergni neurony).
V neuronech tyrosinhydroxyladza (TH) katalizuje adici hydroxylové skupiny do polohy meta,
¢imz vznika L-DOPA. Nasledn¢ je L-DOPA dekarboxylovan na dopamin pomoci enzymu
DOPA-dekarboxylazy, ktera se nachazi v cytoplazmé. Tento enzym mutize kromé L-DOPA
dekarboxylovat také jiné aromatické L-aminokyseliny, jako jsou L-tyrozin, L-tryptofan ¢i
L-histidin, a proto je nezbytny v syntéze celé¢ fady biogennich latek. Timto krokem syntéza

katecholamintl v dopaminergnich neuronech kon¢i [21, 22, 23].

V nadlevinkach a adrenergnich neuronech syntéza dale pokracuje hydroxylaci dopaminu
pomoci dopamin-B-hydroxylazy (DBH) za vzniku noradrenalinu. Noradrenalin se nasledné
pomoci fenyletanolamin-N-metyltransferazy (PNMT) methylaci pfeméni na adrenalin.
Methylace probihé za ucasti S-adenosyl-L-methioninu, ktery ptisobi jako donor methylové

skupiny [21, 22].

— A. Syntéza katecholamini

dehydro- S-adenosyl- S-adenosyl-
askorbdt  askorbdt  methionin homocystein

||'~I-'-".l'.?lF‘I_/- TMI'JP
'C'DCI' .ﬂ
HN 'CII I13N 'CH HN CH, H;N CII?
CH2 HO —CH HO — CH
?\ :: kJ\BH

.:-’
OH
OH OH
tyrozin dopa dﬂpamm noradrenalin adrenalin

1 tyrozin-3-monooxygendza (Fei*, THE) 3 dopamin-fl-monooxygendza (Cu)
2 aromaticka-L-aminokyselina-dekarboxylaza (dopadekarboxylaza, FLP] 4 fenyletanolamin-N-metyltransferaza

Obrazek 6: Syntéza katecholamini [20].
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2.2 Vyuziti dopaminu

Slavky jedlé vylucuji proteinové siln€ adhezivni latky, slouzici k uchyceni k podkladu.

Zakladem ke zkoumani téchto proteint je 3,4-dihydroxyfenylalanin (DOPA).

Adhezivni proteiny mlzii jsou produkovany a uchovavany v noze mlze. Pii uchyceni
k podkladu, musle vylucuje dlouha a pevna vldkna oznacovana jako byssus. Kazdé byssové
vldkno obsahuje DOPA. Katecholova ¢ast DOPA vytvari silné a reverzibilni interakce s
zelezitymi ionty. Tyto interakce jsou citlivé na pH a vznikaji pouze v rozmezi Ph od 5,5 do
8,5. Mezi dalsi vlastnosti byssovych vlaken je velmi dobra schopnost regenerace i po utrpeni
zjevné nevratného mechanického poskozeni. Tato vlastnost se dava za pti¢inu koordinaénim
vazbdm mezi kovy a byssovymi proteiny. Tento mechanismus protein obsahujicich
komplexti muZze vytvofit novou skupinu polymernich hydrogeld s velmi dobrou regeneraci.
Nejcéastéji pouzivany postup pro vytvoreni polymerniho fetézce obsahujiciho funkéni
skupiny vhodné pro interakci s kovovymi ionty je kopolymerace hlavniho monomeru s
polymerizovatelnym prekurzorem kopolymeru obsahujicim funkéni skupiny. Aplikace vyse
zminénych interakci v synteticky vyrobeném kopolymeru je hlavné v pouziti jejich

hydrogelt. Tyto hydrogely v posledni dobé¢ ziskaly velky zdjem védy [25].

Polydopamin

Polydopamin (PDA) diky mnoha funk¢énim skupinam, jako je katechol, amin, imin, vykazuje
silnou adhezi na rizné substraty, které poskytuji velky potencial na obalové materialy. PDA
také diky vodikové vazbé dobie absorbuje rizné molekuly barviv. PDA diky své vynikajici
biokompabilité a jedinecnym fyzikalné-chemickym vlastnostem se stava velmi zajimavym

materidlem v biomedicinskych aplikacich [26].

PDA se syntetizuje samopolymeraci dopaminu ve slabé alkalickém prosttedi a ziskany
polydopamin je schopny uchyceni na témét vSech typech povrchli. Vyhodou PDA vrstev je
biokompabilita a moZnost dal§i modifikace. Samopolymerace dopaminu byla velmi
pouzivana na upravu povrchll pro vytvoreni mnoha nanokompoziti pro napiiklad senzory
nebo nosice 1€Civ. I pres velky zdjem o PDA, je jeho molekularni struktura stale predmétem
diskuze. Je obecné uznavané, Zze PDA je sloZen z oligomert, uspotadanych téméf v roving,

které jsou spojeny interakcemi m-m a vytvareji tak vrstvené agregaty grafitového typu [27].
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3 OXAZOLINY

Oxazoliny jsou péticlenné heterocyklycké slouceniny s jednou dvojnou vazbou. Existuji tfi
rizné izomery s ohledem na polohu dvojné vazby. RozliSujeme tedy 3-oxazoliny, 4-
oxazoliny a nej¢astéji se vyskytujici 2-oxazoliny. 2-Ozazoliny se fadi mezi slabé baze, jsou
termicky velmi stabilni az do teploty 250 °C a jedna se o polarni latky. 2-Oxazoliny

predstavuji specialni tfidu cyklickych imino-ethert [28].

Polyoxazoliny byly od 60. let predmétem znacného mnozstvi vyzkuml se zaméfenim na

polymeraci oxazolinl substituovanych v poloze 2. Monomery substituované v poloze 4 nebo

vvvvv

dobé vyrabi pouze 2-methyl, 2-ethyl, 2-izopropyl a 2-fenyloxazolin. Polymerace se obvykle
provadi prostfednictvim kationtové polymerace za otevirani cykld, kterd poskytuje dobie

definované polymery s tizkym rozlozenim prumérné molekulové hmotnosti [29].

SSRGS

2-oxazoline 3-oxazoline 4-oxazoline

Obrazek 7: 2-oxazoliny, 3-oxazoliny, 4-oxazoliny [30].

3.1 Syntéza monomeru

Existuje mnoho syntetickych cest pro syntézu oxazolint, nize zminim nékolik z nich.

- Reakce nitrilid a aminoalkoholu

Tvorba oxazolinového kruhu reakci aromatickych a alifatickych nitrild s 2-
aminoethanolem v pfitomnosti katalyzatorti a Lewisovi kyseliny. Jako katalyzator je
vyhodny naptiklad octan zine¢naty. Tento zplisob se obvykle pouziva pti ptipravée

oxazolinli substituovanych v poloze 2 [31].
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H:M

1 2 l (AcO})Zn N—L
R'CN  + — -

HG - HH3 U
Obrazek 8: Vznik oxazolinti reakci nitrilti a aminalkoholti [31].

- Reakce isokyanati s aminoalkoholy
Jednostupiiova reakce t-butylizokyanidu s 2-aminoethanolem v pfitomnosti
katalyzatorti na bazi prechodnych kovt jako je stfibro. Vznika nesubstituovany 2-

oxazolin [31].

HyN AgCN N
(-BuNC + j _— ,i3 +  -BuNH,
HO 0

Obrazek 9: Vznik oxazolint reakcei isokyanati a aminalkoholti [31].

- Cyklizace hydroxyalyl izokyanidu
Reakce probiha s katalyzatory na bazi pfechodnych kovti jako je oxid médny [31].

j — )
0
Obrazek 10: Vznik oxazolind cyklizaci hydroxyakrylu izokyanidu [31].

- Izomerizace N-acylaziridinl
Substituované 2-oxazoliny se ziskaji izomeraci N-acylaziridini s katalyzatory tepla
a kyseliny, tercidrniho aminu nebo nukleofilnich iontt [31].

Mmld
or
g e )

Obrézek 11: Vznik oxazolind izomeraci N-acylaziridd [31].
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3.2 Syntéza polymeru

Polymerace 2-oxazolinil za otevirani cykli byla objevena v roce 1966 a od této doby byla
podrobné studovéna. Diky univerzalnosti této polymerace umoznuje kopolymeraci riznych
2-oxazolinovych monomert za vzniku polymert u kterych dokazeme ovlivnit, zda bude mit

hydrofilni nebo hydrofobni vlastnosti a jestli se bude jednat o tvrdé nebo mckké

materidly [28].
Ionic Type #
2
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Obrazek 12: Schéma mechanismu kationtové polymerace 2-oxazolind

za otevirani cyklu [28].

Dalsi moznosti jak syntetizovat monomery na bazi oxazolini, prednostné 2-isopropenyl 2-
oxazolinu je radikdlova polymerace [32] a také fizend radikdlova polymerace s pfenosem
atomu [33]. Radikdlovd aniontovd polymerace 2-isopropenyl-2-oxazolinu poskytuje
polymery s volnou 2-oxazolinovou skupinou. Poly2-ispopropenyl-2-oxazolin PIPOx lze
polymerizovat technikou fizené radikalové polymerace a to polymeraci s reverzibilnim
adi¢nim fragmentacnim fetézcem (RAFT). [32] IPOx vytvoreny radikdlovou polymeraci s
reverzibilni deaktivaci (RDRP) prostiednictvim jeho dvojné vazby se setkal s malym
uspéchem, jelikoZ dochazelo k nizkym konverzim a vysoce disperga¢nim produktim. [POx

muze byt také polymerovan pomoci vodného RDRP zprostiedkovaného Cu (0)
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.....

kontrolovanym zptisobem za pouziti iniciacnitho a katalytického systému 2-

chlorpropionitrilu / CuCl (CuCl2) / TPMA a 0,67 M NaCl jako rozpoustédla [33].

1. CuCl (CuCly), TPMA,

H2O/NaCl (30 min disprop.) n
O™ 2. CPN (O M\
[\/N - i\/N

Obrazek 13: Vodny Cu (0) — RDRP IPOx za optimalizovanych podminek [33].

3.3 Vyuziti oxazolini

Tato skupina polymeri byla v 80. a 90. letech téméf zapomenuta z diivodu dlouhych
reakcnich €asti a omezenych moZznosti pouziti. Od roku 2000 doslo znovu ke zvySeni zajmu
0 poly2-oxazoliny z divodu jejich potenciondlniho pouziti jako biomateridli a
termoreaktivnich materiald. V poslednich letech se poly 2-oxazoliny pouzivaji v
medicinskych aplikacich v disledku jejich biokompability. Zjisténi, Ze poly-2-ethyl-2-
oxazolin ve vodném roztoku vykazuje nizsi kritickou teplotu, otevielo novou vyzkumnou

oblast termoreaktivnich materialt [28].

Velké vyuziti poly2-oxazolini je pro funkcni nosice 1ékli. Konjugace polymert s 1éCivy je
dobfte zavedena forma poskytovani 1€k, kterd poskytuje dobrou rozpustnost 1é¢iva a zvySuje
dobu obé¢hu v téle. Navic polymer miiZze obsahovat cilové zamétené skupiny, které dokazi

dodavat 1écivo do specifické tkané nebo buiiky [28].

V nejjednodussim ptipad¢ je 1é¢ivo uzavieno v polymerni matrici a uvoliiovano v pribéhu
casu difuzi. Jsou také konstruovany komplexni multifunkéni polymery s kovalentné
pfipojenymi skupinami lé€iv.

Kombinace polymeru s molekulou 1é¢iva mé fadu vyhod oproti pouziti jen ¢isté molekuly
1éku:

1) zvySeni rozpustnosti nerozpustnych nebo mélo rozpustnych 1é¢iv ve vodé

2) zlepSena farmakogenika

3) ochrana proti deaktivaci nebo degradaci 1é¢iva béhem transportu

4) snizena antigenni aktivita

5) kombinace 1é¢iva s dalSimi funkénimi slozkami, jako jsou naptiklad kontrastni latky [29]
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3.4 Hydrogely poly(2-oxazolinii)

Pro vyrobu hydrogell poly(2-oxazolinil) se mohou pouzit rizné postupy v zavislosti, které
funkéni skupiny jsou zavedeny na fetézcich. Mize se jednat o jedno-, dvou- nebo
ttistupiiovou reakci. Nejjednodussim zptisobem syntézy hydrogelu je ptima kopolymerace
monomeru 2-alkyl-2-oxazolinu s bis-oxazolinovym komonomerem slouzici jako sitovaci
¢inidlo. Funkéni skupiny mohou byt také navazdny na konci monomerniho nebo
polymerniho fetézce a v tomto ptipadé hydrogely vzniknou popolymeracni reakci se

specifickym sitovadlem. V poslednim ptipadé mohou byt funkcni skupiny navazany na

fetézec az po polymeraci, naslednym sitovanim [34].

One-step hydrogel formation

Two-step hydrogel formation

Three-step hydrogel

I

Monomer
#gP¢ Bis-oxazoline monomer

Manomer bearing a
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Obrazek 14: MozZnosti syntézy hydrogelt polyoxazolint [34].
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4 APLIKACE KOPOLYMERU NA BAZI DOPAMINU A
OXAZOLINU

4.1 Aplikace kopolymeri na bazi dopaminu
Vyzkum kopolymert a inteligentnich polymert roste diky novym pokrokiim ve vyvojich.

Pouziti ve vodé rozpustného polyN-isopropylakrylamidu (PNIPAM) je stale vice rozsifeno
v novych publikacich, protoze jeho dolni kriticka teplota rozpousténi (LCST) je velmi blizka
fyziologické teploté ¢loveka (kolem 33°C). Pod touto teplotou jde o homogenni, Ciry roztok,
ale pfi vyssi teploté je nerozpustny ve vod¢ a dojde k charakteristickému mléénému zakaleni.

MV

polymerem a vodou, jejiz rovnovaha zavisi na teploté [35].

Blokové kopolymery mohou poskytnout dalsi fazovy ptechod, ktery podporuje vlastnosti
kone¢ného materidlu, ale syntéza mlize vyzadovat vice krokii nez vytvofeni jinych struktur.
Obecné se blokova kopolymerace pouziva pro pridani novych vlastnosti nebo ke zvyseni
rozsahu vlastnosti. Katecholové skupiny vykazuji velkou univerzalnost pokud jde o aplikace
jako jsou biosenzory nebo biomedicina. Pouziti t€chto materiald je inspirované moiskymi
muslemi. Dopamin metakrylamid (DMA) je vhodny také diky své hlavni fetézové struktuie

podobné N-isopropylakrylamidu (NIPAM) [35].

4.1.1 Kopolymery dopaminu s kovy

Dopamin obsahuje velké mnozZstvi katecholovych funkénich skupin, které maji vysokou
afinitu k iontiim tézkych kovii. Jednim z moznych vyuZiti této vlastosti je dopamin zality
magnetickymi materialy (naptiklad modifikovanym oxidem nano-Zeleza). Tento materiél
zlepSuje degradaci a adsorbci katalyckymi reakcemi ionty téZkych kovl v odpadni

vodé [36].

Jeden z kopolymerti dopaminu je kopolymer polydopaminu s 5,6 dihydroxy-IH-indazolem.
Kopolymer v poméru 3:1 (DPA:DHI) vykazuje dostatecnou stabilitu jako polymerni povlak.
DHI zde zvySuje koloidni stabilitu a poskytuje dalsi koordina¢ni funkénost prostrednictvim
pyrazolovych skupin. Tento kopolymer se vyrabi do polymernich tobolek, které vykazuji
zanedbatelnou cytotoxicitu a zlepSené vazebné chovani vii¢i médi. To predstavuje nové
odvétvi latek pro biomedicinské aplikace, které zahrnuji pouziti kopolymerti obsahujicich

ptechodné kovy [37].
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4.1.2 Hydrogely dopaminu
Hydrogely obsahujici dopamin byly syntetizovany kopolymeraci dopamin methakrylamidu
(DMA), N,N-dimethylakrylamidu (DMAA) a sitovadla N,N -methylenbisakrylamidu ve

smésném rozpoustédle vody a DMSO. Tato syntéza je jednou z inspiraci na dalsi vyzkum a

Dal$im piikladem je multifunkéni hydrogel (PDA-HA) obsahujici polydopamin (DPA) a
triolovanou kyselinu hyaluronovou (HA). DPA se v tomto hydrogelu pouzil kviili jeho dobré
biokompabilité, silné adhezi tkani a uc¢inné schopnosti vychytavat volné radikaly. Plsobi
jako zesit'ujici ¢inidlo, které reguje a thiolovanou HA prostfednictvim Michaelovy adice.

Ma velky potencial na vyrobu obvazil na rany [38].

.
NaO ¢
,:;:}—2—( Hg) .
Self-polymerization

Dopamine ¢

Thiolylation

Hyaluronic acid PDA-HA hydrogel

- -

. . -
- - . - - -

Uweight' Bacterial inhibition
Adhesive property Adhesive property

Obrazek 15: Chemicka ilustrace ptipravy multifunkéniho hydrogelu PDA-HA, zachycenim
volnych radikala a bakterialni inhibici [38].
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4.2 Aplikace kopolymeri na bazi oxazolina

Kopolymery 2-oxazolina substituovanych na pozici dva se nékdy nazyvaji pseudopeptidy a
maji dobrou biokompabilitu. Ziskaji se kationtovou polymeraci s otevienim kruhu
péticlennych cyklickych iminoetherii. Chemickou strukturu kopolymerd 2-oxazolinu Ize
jednoduse regulovat aplikaci monomert majicich rtizné skupiny postrannich fetézcti. Tyto
kopolymery maji velky potencial pro pouziti v biomedicin¢ naptiklad jako nosice 1éku,

podporuji také usnadnéni kultivace bunék nebo jdou pouzit na povrchy proti znecisténi [39].

4.2.1 Kopolymery oxazolinu citlivé reagujici na podnéty

Tyto kopolymery vykazuji velké zmény ve svych vlastnostech v reakci na malé zmény
v jejich prostiedi a mohou byt pouzity pro vyvoj inteligentnich systémt dodavani 1é¢iv. Mezi

podnéty prostiedi patii teplota, pH, elektrickd a magneticka pole nebo koncentrace [39].

Prvnim ptikladem je blokovy kopolymer poly2-ethyl-20xazolinu a e-kaprolaktanu. Tento
kopolymer po umisténi do vody vytvari polymerni micely s vnéj$im obalem obsahujicim
hydrofilni poly2-ethyl-2oxazolin, ktery pti hodnotach pH nizsich nez 3,5 tvoti s vodikem
vazany komplex s polymethakrylovou kyselinou, ktery se vysrazi z roztoku. Takto vzniklé
komplexy byly stabilni n€kolik mésicii a po zvyseni pH nad 3,8 mohly micely opét
dispergovat. Uvoliovani micel z komplexti probihd v pribéhu né€kolika hodin, tato

skutecnost ma velky potencial ve vyzkumu dodavani 1é€iv [40].

Také citlivost oxazolinl na teplotni podnéty je velmi zajimava pro biomedicialni aplikace.
Kopolimeraci amfifilniho poly2-isopropyl-2-oxazolinu s hydrofilnim 2-ethyl-2oxazolinem
lze ptesné nastavit LCST vysledného kopolymeru. LCST roste linearné s molarnim

procentem ethyloxazolinu a to v Sirokém teplotnim rozmezi od 38,7 °C do 67,3 °C [40].

Vyladéni chovani LCST prostfednictvim variace sloZeni se prokazalo také u kopolymert
chlormethylstyren—N-isopropylakrylamidu a 2-akryl-2-oxazolini. Tento material byl
syntetizovan kationtovou polymeraci s otevirdnim kruhu 2-methyl nebo 2-ethyloxazolinti, a
vysledny materidl vykazoval teploty pfechodu v rozmezi 28 °C az 40 °C, pti¢emz zvySeni
teploty pfechodu bylo umérné mnozstvi akryloxazolinovych jednotek v postrannim

fetézci [40].
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4.2.2 Kopolymery pro dodani DNA a RNA do bunék

Dodani DNA a RNA do bunék je vysoce aktudlnim a netrividlnim problémem a je
poslednich 20 let predmétem probihajiciho vyzkumu. Syntetické vektory maji mnohem nizsi
ucinnost transfekce nez napiiklad viry, ale i tak jsou pro toto pouziti atraktivni, vzhledem
k jejich obvykle dobfe definované chemii, znacnému mnozstvi molekuldrni diverzity a
absenci problému spojenych s pfirodnimi tranfekénimi €inidly. Bézné pouzivané polymery
jsou polyL-lysin, polyethylenimin, polyamidoaminové denrimery a chitosan. Syntézou
kopolymeru polyethylenglykolu a polyethyleniminu prostfednictvim polyoxazolinu vznika
kopolymer funkcionalizovany acetalovou skupinou na jednom konci a sulfonatovou
skupinou na konci druhém. Tento polymer byl nasledné pouzit jako makroinicidtor pii
kationtové polymeraci s otevienim kruhu 2-methyl-2-oxazolinu, ¢im byl ziskédn vysledny
kopolymer vhodny pro dodavani DNA a RNA do bun¢k. Také ¢aste¢né hydrolyzovany
poly2-ethyl-2-oxazolin tvoii velmi kompaktni komplexy s DNA a kondenzacni kapacita
polymeru je vhodna pro tranfekci [40].

4.2.3 Antimikrobialni kopolymery

Vyzkum této oblasti polymerii se provadi od konce sedmdesatych let a antimikrobialni
zvySovani mikrobidlni rezistence na antibiotika. Tyto systémy jsou vétSinou slozené
z kvartérnich amonnych soli a plisobi naruSenim cytoplazmatické membrany, uvolnénim
drasliku, tedy slozek membrany a nasledné bunécéné smrti. Kopolymery na bazi poly2-
methyl-2.0xazolinu obsahujicim akrylaminové funkéni skupiny s akrylovymi fetézci

obsahujicimi dvanact nebo vice funkénich skupin maji antimikrobidlni aktivitu [40].

4.2.4 Termoreaktivni hydrogely

Termoreaktivni hydrogely 1ze rozdélit do dvou skupin: polymery, které prechazeji tepelnym
ptechodem sol-gel, ktery 1ze pouzit pro tepeln¢ indukovanou gelaci a na stabilni (zesiténé
hydrogely), které jdou vyuzit pti dodavani 1é€¢iv. Dvoj i trojblkokové polymery polyethylen-
2-oxazolint s polye-kaprolaktanem vytvareji micelarni gely pii nizké teploté¢ a vysoké
koncentraci. Tyto hydrogely vykazuji reverzibilni bobtnani po postupné zméné teploty z 20
na 70 °C. Podobné¢ hydrogely mohou byt vytvofeny z polyethylen-2-oxazolini
s polyvinylalkoholem nebo chitosanem [41].
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II. PRAKTICKA CAST
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5 MATERIALY

Bezvody borax 99%, dopamin hydrochlorid 97%, uhli¢itan sodny p.a., methakryoyl chlorid
98%, ethylacetat p.a., bezvody siran hotfec¢naty p.a., dimethylformamid p.a.,
azobisizobutyronitril 97%, hexan p.a. v§echny chemikalie byly pouzity v ptivodni kvalité

bez dalsiho Cisténi (Sigma Aldrich, USA).
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6 METODY CHARAKTERIZACE

6.1 FTIR

Pro ptesnou charakterizaci struktury byla pouzita infracervena spektroskopie s Fourierovou
transformaci (FTIR) (Nicolet 6700, USA) v rezimu zeslabené totalni odrazivosti (ATR)
v rozsahu vlno&t 4000-500 cm™'. Méfeni prob&hlo pomoci germaniového krystalu a méfeni

byla provadéna ve formé prasku pomoci 64 skent [11].

6.2 NMR

Pomoci pfistroje Varian Gemini 300 pii 298 K s pracovni frekvenci 300 MHz byly
zaznamenany vodikové spektra nuklearni magnetické rezonance (‘H NMR). Rozpoustédlo
bylo pouzito jako reference. Spojovaci vzorce byly oznaeny jako s-singlet, d-dublet, t-
triplet a m-multiplet. Spojovaci konstanty byly uvedeny v Hz. Koncentrace vzorkl byla

ptiblizné 10 mg v 0,7 ml deuterovaného rozpoustédla ds DMSO [11].

6.3 GPC

Pro vyhodnoceni distribuce molekulové hmotnosti polymerniho fetézce byl pouzit systém
HPLC Breeze, provozovany v rezimu gelové permeaini chromatografie (GPC) a spojeny s
detektorem indexu lomu pti 40 ° C. Separace byla provadéna pomoci kolony Shodex Ohpak
SB-806 M HQ (300 x 8 mm, ¢astice 13 um) pii 40 ° C. Mobilni fazi byla voda s prutokem
1,0 ml/min a vstfikovany objem byl 100 ul. GPC systém byl kalibrovan podle uzkych
pullulanovych standardd v rozmezi 180 az 708 000 g mol™'. Veskeré zpracovani dat bylo
provedeno pomoci softwaru Empower. Vzorky polymeru o hmotnosti pfiblizné 3 mg byly

rozpu$tény v 1 ml deionizované vody a byly pfed analyzou zfiltrovany [11].
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7 SYNTEZA MONOMERU

Do ttihrdlé banky s ptivodem argonu bylo pfidano 2,653 gramt bezvodého boraxu a 350 ml
vody. Smés byla 30 minut probubldvana argonem a nasledné se ptidalo 5 gram dopamin
hydrochloridu, jako vychozi latku pro syntézu . Prvni porce (4,192 gramt) uhlic¢itanu
sodného se pridala pti pH kolem 9,5. Za chlazeni reak¢ni baiiky v ledové 1azni se po kapkach
postupné pridalo 2,58 mililitri metakryoyl chloridu, néasledné se ptidala druhd porce
uhlic¢itanu sodného (2,8795 gramu) a pH se zvySilo na hodnotu kolem 9,8. Svétla suspenze
se nechala po dobu Sesti hodin michat pti pokojové teploté viz schéma reakce Obrazek 16.
Po Sesti hodinach se tato smés okyselila na pH mezi 1-2 a smés se tfikrat extrahovala velkym
mnozstvim ethylacetatu. Organicka Cast extraktu se promyla tfikrat vodou, vysuSila pres
bezvody siran hofecnaty, prefiltrovala a pomalu odpaftila za snizené¢ho tlaku na vakuové
odparce. Vysledny produkt byl charakterizovan pomoci '"H NMR (Obrazek: 17). Nakonec
po charakterizace byla vypoctend 99.5% cistota produktu a kone¢na vytéznost reakce byla

45%.

(0]
HoN HN
* HC Borax, Na,CO;
et —»
deionized water
+
(0]
HO OH HO OH
4-(2-aminoethyl)benzene-1,2- methacryloyl chloride ~ N-(3,4-dihydroxyphenethyl)methacrylamide

diol

Obrazek 16: Schéma syntézy dopamin metakrylamidu.
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Obrazek 17: "TH NMR piipraveného dopamin metakrylamidu.

Jednotlivé peaky, které je mozno vidét na Obrazku 17, jsou podrobné popsany nasledovné:
'"H NMR (DMSO-d¢): & 8.67 (catecholic H), 7.9 (t, CONHCH,), § 6.66-6.44 (m,
CsH3(OH)2CH>), 5.58 (COC(CH3)CHH), 5.27 (COC(CH3)CHH), 3.20(q, CH-NHCO), 2.53
(t, CeH3(OH):CH>), 1.81 (COC(CH3)CHH).

Pro dtikladnou charakterizaci monomerniho produktu bylo také potizeno FTIR spektrum
(Obrazek 18), kde jsou postupné popsany vSechny funkéni skupiny nachazejici se v strukture
dopamin metakrylamidu.

Funkéni skupina -N-H a jeji vibrace je viditelna pii vlno&tu 3250 cm™'. Dalsi funkéni skupiny
odpovidajici -OH skupindm na katecholu jsou viditelné pri 2750 cm™'. Piitomnost dvojné
vazby C=C a jeji absorpce je vidét u vlnoétu 1647 cm! a vibrace katecholu -C¢Hs je
pozorovatelna na 1690 cm™. Posledni a velmi diileZité potvrzeni isp&sné reakce je vytvoreni
karbonylové skupiny na amidu. Tato skupina C=0 absorbuje pti 1560 cm™'. Velmi podobné

spektrum a jeho popis byl jiz publikovan [42], z ¢ehoz plyne Ze tato reakce byla uspésna.
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Obrazek 18: FTIR spektrum pfipravené¢ho dopamin metakrylamidu.
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8 PRIPRAVA POLYMERU

Do 50 mililitrové Schlenkovi banky bylo pfidano 30 mililitrti dimethylformamidu. Poté bylo
pfidano 120 miligraml azobisizobutyronitrilu jako iniciatoru radikalové reakce. Smés se
nechala 30 minut probubldvat argonem a poté bylo pfidano odpovidajici mnoZzstvi
monomert. Jejich mnozstvi je shrnuté v Tabulce 1. Reakéni smés se pak nechala
polymerovat po dobu 12-ti hodin pii teploté¢ 65°C. Schéma reakce je zobrazenia na

Obrazku 19.

0 DMF, AIBN " °
=
_I_ FN » NL/O HN
Y 65°C, 12 h —

HO OH HO OH

Obrazek 19: Schéma kopolymerace dopamin metakrylamidu a isopropenyl oxazolinu.

Vysledna smés byla presrdzena do hexanu a charakterizovana pomoci '"H NMR (Obrazek

20).

Tabulka 1: Zastoupeni jednotlivych sloZzek v reakéni smési.

Zastoupeni jednotlivych sloZzek v reakéni smési

Nézev vzorku 1POX (mol) DMA (mol) AIBN (mg) DMF(mL)
DMA 1 99 1 120 30
DMA 2.5 97.5 2.5 120 30
DMA 5 95 5 120 30
DMA 10 90 10 120 30
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Obrazek 20: 'H NMR syntetizovaného vzorku DMA1.

Z obrazku je patrné, ze se nam povedlo syntetizovat kopolymer a jeho jednotlivé skupiny
jsou popsany v Obrazku 20. Navic z poméru peaku i k peaku c, jsme spocitali pomér
jednotlivych monomerti, ktery v tomto ptipadé ¢ini 0.9% ku 99.1%, coz vice méné

koresponduje s ptivodnim pomérem a navazkou pro poc¢atecni polymeraci.

Dalsi reakce byly provedeny dle Tabulky 1 a jejich vysledky jsou ukdzany v Obrazcich 21-
22 a vSechny reakce jsou shrnuté do Tabulky 2. Z obrazk a vysledki v tabulce je patrné Ze
s rostoucim mnozstvim monomeru dopamin methakrylamidu roste i jeho zastoupeni ve
vysledném kopolymeru, kdy pomér integrovaného peaku i k integrovanému peaku c¢ v
obrazcich 20-24 postupné roste. Konkrétni poméry a tedy findlni zastoupeni jednotlivych

monomera v kopolymeru jsou v Tabulce 2.
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Obrazek 21: "H NMR syntetizovaného vzorku DMA 2,5.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

41

ate

b+f

Obrazek 22: '"H NMR syntetizovaného vzorku DMA 5.
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Obrazek 23: '"H NMR syntetizovaného vzorku DMA 10.

Tabulka 2: Finalni mnozstvi monomert ve vysledném kopolymeru.

Nazev vzorku

Isopropenyl oxazolin (%)

Dopamin methakylamid (%)

DMA 1 99.1 0.9
DMA 2.5 97.2 2.8
DMA 5 94.5 5.5
DMA 10 89.0 11.00
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Z vysledka gelové permeacni chromatografie (Tabulka 3) je patrné Zze mnozstvi DMA v
reakéni smési mirné branilo kopolymerac¢ni reakci. Kdy 1% mnozstvi DMA v reakéni smési
umoznil syntetizovat kopolymer délkou fetézce 45 000 g mol™!. Naproti tomu 10 % DMA
jiz pouze 31 000 g mol™'. Navic, zabudovavani monomeru DMA do struktury kopolymeru
vyznamné zvysilo index polydispersity (PDI) z 2.4 u DMA 1% na 3.1 u 5% a 10% DMA.

Zde je jiz patrné ze dalsi ptidavani DMA nemélo vyznamny vliv na PDI a struktura

kopolymeru tudiz nebyla dale naruSovana.

Tabulka 3: Vysledky gelové permeacni chromatografie.

Nazev vzorku Mw (g mol ™) PDI (-)
DMA 1 45 000 2.4
DMA 2.5 42 000 2.6
DMA 5 36 000 3.1
DMA 10 31 000 3.1
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ZAVER

Bakalatskd prace byla zamétfena na hydrogely, dopamin a oxazoliny. Hydrogely jsou
vzhledem k jejich jedine¢nym vlastnostem materidly vhodné pro vyuziti v medicinskych
aplikacich. Polymery dopaminu a oxazolini jsou diky své biokombailité¢ vhodné pro vyrobu
téchto hydrogelii. Diky zajimavym vlastnostem jak polymerid dopaminu tak i polymerti
oxazolinl se tato prace vénuje jejich kopolymeraci. Vysledny kopolymer ma potencial na

vyrobu hydrogeli pro medicinalni aplikace, obzvlasté pro fizené dodavani 1éCiv.

Cilem této prace byla syntéza monomeru dopamin metakrylamidu a jeho nésledna
kopolymerace s isopropenyl oxazolinem. Povedlo se nasyntetizovat dostate¢né mnozstvi
monomeru dopamin metakrylamidu (cca 7 g). Vysledny produkt byl charakterizovan
pomoci 'H NMR. Pomoci FTIR spektroskopie se charakterizovala piesnd struktura a

vyplynulo, Ze syntéza byla uspésna.

Kopolymeraci dopamin metakrylamidu a isopropenyl oxazolinu v riznych pomérech
DMA/iPOX (1%, 2.5%, 5% a 10%) byly vytvofeny Ctyfi vzorky kopolymert. Tyto vzorky
byly opét charakterizovany pomoci 'H NMR. Z poméru peaku katechovolé funkéni skupiny
a peaku oxazolinové funk¢ni skupiny, se spocital findlni pomér monomerti ve vysledném
kopolymeru a tyto vysledky vice méné korespondovaly s pivodnim pomérem a navazkou
pro pocatecni polymeraci. Vzorky byly dale charakterizovany pomoci gelové permeacni
chromatografie a z vysledki bylo patrné, Ze mnoZzstvi DMA v reakéni smési mirn€ branilo
kopolymeracni reakci (z 1% DMA se povedlo syntetizovat delsi fetézec nez v ptipad¢€ pouziti
10 % DMA). Zjisténo bylo také, ze zabudovavani monomeru DMA do struktury kopolymeru
vyznamné zvysilo PDIz 2.4 u DMA 1%na 3.1 u 5% a 10% DMA, z vysledkd je tedy ziejmé,

ze dalsi ptidavani DMA tedy nema vyznamny vliv na PDI.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

poly-HEMA  polyhydroxyethylmetakrylat

DOPA 3,4-dihydroxyfenylalanin
—NH> aminova skupina
-COOH karboxylova skupina
-OH hydroxylova skupina

-CO-NH» amidova skupina

PVA polyvinylalkohol

PEG polyethylenglykol

PMMA polymetylmetakrylat

HFIM polyhexafluorizopropylmetakrylat

ADHD »Attention Deficit Hyperactivity Disorder*) — hyperkineticka porucha
TH tyrosinhydroxylaza

DBH dopamin-f-hydroxyléza

L-DOPA L-3,4-dihydroxyfenylalanin

PNMT fenyletanolamin-N-metyltransferazy

PDA polydopamin

PIPOx poly2-ispopropenyl-2-oxazolin

RAFT polymerace s reverzibilnim adi¢nim fragmenta¢nim fetézcem
RDRP radikalova polymerace s reverzibilni deaktivaci

PNIPAM  polyN-isopropylakrylamid
LCST dolni kriticka teplota rozpousténi
DMA metakrylamid

NIPAM N-isopropylakrylamid

DHI 5,6 dihydroxy-IH-indazol

DMAA N,N-dimethylakrylamidu
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DMSO
HA
DNA
RNA
FTIR
NMR

"H NMR
GPC
AIBN
DMF

PDI

dimethylsulfoxid

kyselina hyaluronova

deoxyribonukleova kyselina

ribonukleova kyselina

infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
nuklearni magnetické rezonance

vodikové spektrum nukle4drni magnetické rezonance
gelova permeacni chromatografie
azobisizobutyronitril

dimethylformamid

index polydispersity
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