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ABSTRAKT

Predmétem této bakalarska prace bylo pfipravit a charakterizovat injektovatelné hydrogely
na bazi chitosanu (SCN) zesitovaného pomoci 2,3-dialdehydcelulozy (DAC). Riiznorodost
hydrogela byla zptsobena riznou hustotou sité, cehoz bylo dosazeno riznou koncentraci
matrice i riznym mnozstvim sitovadla. U pfipravenych hydrogeli byly nasledné zkoumany
parametry sité, viskoelastické vlastnosti, struktura a schopnost absorbovat biologicky aktivni
latku, kinetika jejiho uvolnovani a na zavér cytotoxicita. Piipravou SCN/DAC hydrogela
oruzné koncentraci matrice i rizného mnozstvi sitovadla lze pfipravit hydrogel
s nejvhodnéjs§imi mechanickymi vlastnostmi, nizkou toxicitu a schopnost navazani
a uvolnéni biologicky aktivni latky. Takto pfipravené hydrogely mohou byt vyuZzity pro

mozné biomedicinské aplikace.

Kli¢ova slova: Chitosan, dialdehyd celulézy, hydrogel, pienos 1éCiv, biomaterial,

viskoelastické vlastnosti, nizka toxicita

ABSTRACT

The aim of this bachelor thesis was to prepare and characterize injectable chitosan-based
hydrogels (SCN) crosslinked with 2,3-dialdehyde cellulose (DAC). The diversity of
the hydrogels was caused by different network densities, which were achieved by varying
the matrix concentration as well as the amount of crosslinker. The prepared hydrogels were
subsequently studied with regard to network parameters, viscoelastic properties and
structure properties, the capability to absorb the biologically active agent, its release kinetics
and finally cytotoxicity. By preparing SCN/DAC hydrogels of different matrix concentration
and different amounts of crosslinker, a hydrogel with the most suitable mechanical
properties, low toxicity and ability to bind and release the biologically active agent can be

developed. These hydrogels can be used for possible biomedical applications.

Keywords: chitosan, dialdehyde cellulose, hydrogel, drug delivery, biomaterial, viscoelastic

properties, low toxicity
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UvVOD

Historie biomateriali saha az do obdobi 200 let pt. n. 1., kdy byly Egyptany zhotoveny prvni
kovové dentalni implantaty. K velkému rozvoji doslo po 2. svétové valce, kdy byly vyvinuty
syntetické (polymerni) materidly, jako je polymethylmetakrylat (PMMA) ¢i nylon. V tomto
povalecném obdobi doslo také naptiklad k prvni aplikaci kovové umélé kycle, nebo k vyvoji
dialyzac¢niho zatizeni zhotoveného z derivati celulozy a cévnich implantati vyrobenych
z hedvabi.

Rychly vyvoj zapfi€inil zavedeni regulaci a kontroly materiali pro biomedicinské aplikace.
Biomaterialy jako v&dni obor jsou staré¢ pfiblizné padesat let. Studium biomateriala se také
oznacuje jako véda o biomateridlech nebo biomateridlové inzenyrstvi. Véda
o biomateridlech zahrnuje prvky mediciny, biologie, chemie, tkanového inZenyrstvi
a materidlové védy. Jejich vyvoj lze rozdélit do Ctyf generaci. V prvni generaci byly
vynalezeny inertni (neaktivni) biomaterialy, které slouzily pouze jako pevna podpora stavby
téla bez kontaktu s okolim. Biologicky aktivni materidly spadaji do druhé generace.
Nésledné byly vyvinuty technologie pro cilend léCiva a neinvazivni implantace
¢i nanokompozity. Do posledni Ctvrté generace se tadi implantity zajiStujici opravu
poskozené tkang, kde se vyuziva poznatkd z oboru tkdnového inzenyrstvi.

Biomateridly ¢i zdravotnické prostfedky, jez se skladaji z biomateriald, se dnes bézné
pouzivaji jako protézy v kardiovaskularni, ortopedické, zubni, o¢ni a rekonstrukéni chirurgii
nebo jako stehy a materialy pro pienos 1éCiv.

Samotny vyzkum a vyvoj v oblasti biomateriali byl stimulovan a fidi se pokroky v buné¢né
a molekularni biologii, patologii, klinické¢ mediciné a stomatologii, chemii, materidlové védé
a inZenyrstvi.

Vyjimecna pozornost se veénuje hydrogelim, a to hlavné diky jejich netoxickym
a biokompatibilnim vlastnostem a podobnosti s zivou tkani.

Tato bakalaiska prace je zamétfena na piipravu biomateridlu v podobé€ hydrogelu na bazi
chitosanu s funkci pfenosu lé¢iv. V samotné praci je prifezem pojednano o tématech
biomateriall, hydrogell a pouzitych metodikach. V neposledni fad¢ je ¢tenafi predstavena
praktickd ¢ast zaméfena na metody piipravy a charakterizace chitosanovych hydrogelt
zesitovanych pomoci 2,3-dialdehydcelulozy (DAC). Zavér prace je veénovan diskuzi

a vysledkim.
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I. TEORETICKA CAST
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1 BIOMATERIALY

Véda o materialech hraje nedilnou soucast v lidském poznani a vyzkumu. Tento védni obor
se neustale rozviji. Jednou z novych podoblasti této védy jsou biomaterialy. Za biomaterialy
se povazuji latky, které byly vyhotoveny tak, aby mohly interagovat s biologickymi systémy
po danou dobu za medicinskym ucelem, jako je doplnéni, opravy nebo nahrady funkce tkané
¢1 materialu biologického systému. V idealnim piipadé by mély zpiisobovat pozitivni odezvu

zivého systému, pfic¢emz jejich charakteristickou vlastnosti je biokompatibilita.

Biokompatibilita je dilezitd vlastnost materidlu, kterd se projevuje jako snéSenlivost
biomateridlu biologickym systémem pfi specifickém vyuziti, pficemz nesmi dojit
k nezadouci reakci bun¢k nebo tkané. Za biologicky systém se povazuji jednotlivé buiiky
pfipadné ziva tkéan. I pfes vyuziti poznatkli ohledné zivych soustav a dalSich faktorii
urujicich odezvu organismu, jako je typ materidlu, tvar implantatu, degradacni
charakteristiky, povrchové, objemové a mechanické vlastnosti, neni vzdy zajisténa odezva
pozitivni. Organismus miZe reagovat odmitavé, a tedy dochazi k tzv. negativni odezve,
u které je zdsadni odpovéd’ proteini a bun€k na implantovany materidl. Reakce se miize
projevovat zanéty, zarudnutim, bobtnanim, zvySenou teplotou, bolesti, krevnimi
srazeninami uvniti krevniho fecisté, vapenaténim, ¢i pii nejhorSim rakovinnym bujenim.
Tyto projevy vedou dale k aktivaci imunitniho systému. Reakci na testovany material 1ze
sledovat in vitro, pti kterém pozorovani probihd napf. na tkanovém plastiku (napf. Petriho
miska), nebo in vivo, kde je reakce pozorovéana v zivém organismu — napt. v mysi. Pfi snaze
o zkoumani biologické odezvy je zapotiebi brat v tvahu hned nékolik zdkladnich faktort,
mezi které patii naptiklad umisténi materidlu, doba jeho pfitomnosti a piisobici vn&jsi sily
vyvolavajici jeho vnitini napéti. Okolim biomateridlu mohou byt meékké nebo pojivove
tkan¢é. Material mize byt také bezprostfedné vystaven piimému kontaktu s télnimi
tekutinami, slinami nebo krevnim fecistém, kterym by se mohly roznést v kratkém ¢asovém
intervalu pfipadné skodliviny obsazené v materidlu. Proto obecné plati, Ze biokompatibilitu
materiadll, které komunikuji pfes epitel nebo lezi zcela pod nim, je zapotiebi hodnotit
pfisn¢ji. Doba pfitomnosti materidlu v téle se pozoruje z divodu moznych opozdénych
nezadoucich projevl organismu, jelikoz dlouha doba kontaktu poskytuje dostatek prostoru
pro mozné Skodlivé plisobeni. Dal§im zminovanym faktorem, ktery je nutno sledovat, je
pevnost, jelikoz materidl musi vykazovat urcitou odolnost, aby nedoslo k jeho poskozeni

z kratkodobého ¢i dlouhodobého hlediska. [1, 2] Tato klicova vlastnost biomateriala a jejich
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vybér pro danou aplikaci ovSem zdvisi na mechanismu degradace a povrchovych a

objemovych vlastnostech.

Biologické prostiedi tvorené zdanlivé mirnym vodnim roztokem soli o teploté 37 °C je ve
skutecnosti piekvapiveé agresivni a mtize vést k rychlému nebo postupnému rozkladu mnoha
organismi, ktery vede ke zménam fyzikdlnich a chemickych vlastnosti materidlu.
Kone¢nym métitkem ptijatelnosti materidlu jakozto zdravotnického prostiedku je proto jeho
vyhovujici funkéni zptisobilost po dobu ptfedpoklddané zivotnosti prostiedku. Zarodky
biodegradace mohou byt zasety jiz pfed implantaci materidlu pomoci jeho nevhodného

slozeni nebo zpracovani. [4]

Vyuziti biomateridlti nebo implantati na bazi biomateriali neni pro 1ékaiské ti¢ely novinkou,
nicmén¢ vétsina z nich selhala kvli neptiznivé interakcei s biologickym povrchem a nasledné
vedla k infekci nebo pfidruzenému vedlejsimu u¢inku biomaterialti. Z téchto divodi jsou
spravné parametry povrchovych vlastnosti jednou z klicovych zasad pro bezpeény kontakt
biomateridlu s Zivym systémem. Na povrchu biomateridlu ulpivd mnozstvi riznorodych
proteinti, které mohou na biomateridlu denaturovat. Chemickd struktura povrchu
biomateriali ma také zasadni vyznam pro interferenci s bunkami i reakce hostitele, a tim
uruje, zda trvale implantovany material bude tolerovan nebo odmitnut. K usnadnéni
priznivé reakce téla po implantaci materidlu se vyuzivaji jeho modifikace. Vyuzivané
biomateridly maji obecné vétsi afinitu k Siroké Skéle protein, pficemZ jejich interakce
a proces absorpce méni konformaci vyvinutého biomateridlu. [5, 6]

Pti popisu materiald se také klade diiraz na tzv. objemové vlastnosti. Objemové atributy
musi splnovat fyzikdlni neboli mechanické poZadavky, jako naptiklad pienaSeni
mechanického zatiZeni, index lomu ¢i tepelné vlastnosti. LiSi se u mnoha materiald, jako
jsou kovy, polymery a keramika z diivodu riznych meziatomovych nebo mezimolekularnich
sil, které¢ drzi atomy a molekuly pohromad€. Mechanické vlastnosti se vztahuji
k charakteristickym hodnotam, také oznaCovanym jako kvantitativni miry, pii kterych
dochdzi k urcitym strukturnim pfechodiim v materiadlu. K mechanickym veli¢indm se tadi
mechanické napéti a deformace, které se u materialu bézné uvadeji, ale nejsou skute€nymi
vlastnostmi materidlu. Za vlastnosti materialu se mohou povazovat pouze napéti, ktera
zpusobuji urcité strukturni zmeény, jako je naptiklad poddajnost nebo poruseni. Tuto situaci

1ze pfirovnat ke skutecnosti, Ze teplota vody je povaZovéana za fyzikalni veli¢inu, ale dané
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teploty, pfi nichz dochézi k fazovym prechodiim vody, povazujeme za jeji vlastnosti, jako je
bod tuhnuti nebo bod varu. [6]

V biologickych systémech zastava vyznamnou funkci voda, jelikoZz se jedna o hlavni slozku
ve slozeni zivého organismu. U lidi se jednd az o 70% hmotnosti ¢lovéka. Voda je
dynamicka molekula a jedinec¢nd latka, ktera je dilezitym prostiednikem v podstaté vSech
biologickych interakci. Naptiklad kdyz se protein nebo buiika pfiblizi k biomaterialu,
interaguje nejprve s povrchovou vodou. [7, 8]

Biomateridly lze ziskavat bud’ Gpravou pfirodnich materialli, nebo laboratorni syntézou
pomoci riznych chemickych pfistupt s vyuzitim kovovych slozek, polymert, keramiky
nebo kompozitnich materialti. K prudkému rozvoji tohoto oboru pfispél fakt, ze se jedna
o odvétvi odpoutdvajici se od syntetickych materidll a hledajici inspiraci v Zivych
soustavach pro jejich snazSi a pfirozenéjsi integraci mezi biologické formy. K cCasto
pouzivanym biomaterialim patii implantaty, které se vyuzivaji s cilem ¢aste¢ného upraveni
¢i uplného nahrazeni organti nebo tkani bez jejich posSkozeni. Kazdodenné se pouzivaji
v zubnim lékafstvi, chirurgii a pfi podavani 1éciv. Do téla lze naptiklad umistit konstrukci
impregnovanou farmaceutickymi produkty, kterd umoznuje dlouhodobé uvoliiovani 1éciva.
Cilem vyzkumu a vyvoje biomateriald je navrzeni nejvhodnéjsiho typu a slozeni pro danou
aplikaci, biokompatibilitu a zajiSténi pozadovanych mechanickych vlastnosti, které by

zajistily dostate¢nou mechanickou integritu zvoleného implantatu. [9]

1.1 CHARAKTERISTIKA A KLASIFIKACE BIOMATERIALU

Biomaterialy mizeme klasifikovat podle nékolika kritérii: [9]
a) podle plsobeni na biologické systémy:

1) bioinertni — biomateridl s relativné pasivni funkei v Zivém systému, coz
znamend, Ze neovliviluje systém v pribéhu doby interakce (napt. srdecni
chlopng, srde¢ni stenty)

2) bioaktivni — biomateridl vice interaguje s biologickym systémem, jelikoz
vyvolava specifickou biologickou aktivitu (napf. ky¢elni implantaty)

3) bioresorbovatelné — biomaterialy, jenz jsou odstraiiovany v disledku rozpousténi

v biologickém prostiedi ¢i bunécné aktivity (napt. vstiebatelné scaffoldy)

b) podle materidlu:
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1)

2)

3)

kovové — jsou biomateridly o vysoké pevnosti, dobré tvarovatelnosti
a s vybornymi Unavovymi a lomovymi vlastnostmi. Diky témto vlastnostem
dominuji jak v doCasnych (napf. Srouby, Cepy nebo kostni desticky), tak
1vtrvalych pomiickach nejen v ortodoncii a ortopedii, ale stejné tak
i v kardiovaskularnich aplikacich (napf. biodegradabilni stenty vyrobené
z hot¢iku nebo Zeleza). Jednou z vyhod kovovych materidlii je moznost vyroby

ruznych slitin kov, které rozsituji jejich funkcionalizaci. [10]

keramické — mohou byt syntetického, nebo ptirodniho pavodu. Jednd se
o biomateridly vyuzivané jako alternativa kovovych implantati. Jeho
nejdulezitéjsi rysy jsou dobré fyzikalné-chemické vlastnosti a shodné
s n€kterymi ¢astmi lidského téla, jako jsou naptiklad zuby. Vynikaji také svou
biokompatibilitou, vysokou teplotou tani, nekoroduji, maji nizsi plasticitu nez

biomaterialy na bazi kovovych latek a Spatné se rozkladaji, coz muize byt

vyhodou i nevyhodou v zévislosti na pozadavku. [11]
polymerni [12]

» prirodni — biomaterialy skladajici se z pfirodnich polymert, mezi které se
fadi naptiklad alginat, kolagen, fibrin, chitosan ¢i kyselina hyaluronova.
Vyhodou téchto ptirodnich polymert je jejich pfirozend biokompatibilita,
ohled na Zivotni prostfedi a dostatek zdrojii. Nevyhodou je naopak jejich
nizkd stabilita, Spatné mechanické vlastnosti a rychld degradace

vyrobeného biomaterialu. [13]

» syntetické — vyuzivaji se napiiklad v tkanovém inzenyrstvi, jelikoz jejich
vlastnosti mohou byt Iépe kontrolovatelné a jsou také Iépe
reprodukovatelné. Mezi biomateridly tvofené syntetickymi polymery
fadime 3D scaffoldy, hydrogely nebo mikrovlakenné disky slouZici jako
nosice pro tkanové inZzenyrstvi chrupavek. Diky vlastnostem syntetickych
polymerti lze opakované vyrabé&t napi. hydrogely z matrice o dané
molekulové hmotnosti, blokové struktufe, rozlozitelnymi vazbami
a o urcitych zptisobech sitovani. Tyto vlastnosti poté urcuji proces tvorby
hydrogelu, dynamiku tvorby hydrogelu, hustotu sitovani ¢i mechanické
a degrada¢ni vlastnosti materialu. Piiklady téchto polymert jsou
poly (ethylenglykol) (PEG), poly (vinylalkohol) (PVA) a castecné
hydrolyzovany poly (akrylamid) (PHPA). [14, 15]
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2 HYDROGELY

Hydrogely jsou trojrozmérné zesitované struktury tvofené zejména hydrofilnimi
makromolekulami, jez jsou schopny absorbovat velké mnozstvi vody, vodného roztoku
¢i fyziologické tekutiny bez rozpusténi. [16] V zavislosti na vlastnostech pouzitého
polymeru a na povaze a hustoté sitovych spoji mohou rozdilné struktury v rovnovdzném
stavu obsahovat rizné mnozstvi vody. V nabobtnalém stavu je hmotnostni podil vody
v hydrogelu obvykle mnohem vyssi nez hmotnostni podil polymeru. [17] Mezi dalsi jejich
vlastnosti patii schopnost inkorporovat rtizné bioaktivni latky nebo jiné biomolekularni
struktury, jako jsou nukleové kyseliny, mastné kyseliny, glykany a ristové faktory, a hodi
se proto pro ptenos riznych latek. [13] Vyhodami hydrogeli jsou jejich fyzikalné-chemické

vlastnosti podobné s Zivymi tkdnémi.

Definici hydrogeli odpovidd mnoho materialli, jak ptirodnich, tak syntetickych. Béhem
poslednich dvou desetileti byly pfirodni hydrogely postupné nahrazeny syntetickymi
hydrogely, které maji dlouhou Zivotnost, schopnost vétsi absorpce vody a vysokou pevnost

gelu. [17]

Obr. 1: Hydrogel [18]

2.1 Charakteristika a klasifikace hydrogelu

Vzhledem k vyuzivani v medicinskych aplikacich pro vnitini i vné&j$i uzivani, jsou hydrogely
podrobeny piisnym poZadavkim na jejich vlastnosti. K dilezitym pozadavkiim patii
biodegradabilita, kterd je nutna pro ob¢ aplikace jak z divodu imysIlného umisténi v tcle,
tak ochrany Zivotniho prostifedi. Mezi dalsi dilezité charakteristiky patii biokompatibilita,
ktera je nutna vzhledem ke kontaktu s zivym organismem ¢i jeho okolim. Samoziejmé by
nem¢la byt opomenuta i mechanicka stabilita, diky niz maji hydrogely dostate¢nou odolnost
odpovidajici cili jejich aplikace. Jednou z charakteristickych vlastnosti je také bobtnani, diky

némuZ je hydrogel schopen adsorbovat rizné tekutiny. Unikatni vlastnosti hydrogelid je
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jejich schopnost vazat vodu, aniz by do$lo k rozpadu jejich trojrozmérné struktury diky

jejimu sitovani. [15, 16]

Struktura a vlastnosti hydrogell jsou vazany na zpusob interakce mezi matrici a sitovadlem,
kter¢é mohou byt propojeny fyzikaln¢ nebo kovalentné¢ do trojrozmérné zesitovaného
usporadani. Velmi dilezité jsou také zapleteni fetézcti i slabé molekuldrni interakce, které

se vzajemn¢ doplnuji. [16]

V zévislosti na zptisobu jejich ptipravy, iontovém naboji nebo strukturnich vlastnostech Ize

hydrogely rozdélit do nékolika kategorii: [1, 17]

a) podle zpisobu ptipravy:
1) homopolymerni
2) kopolymerni
3) multipolymerni
4) interpenetrujici polymerni sit¢ (IPN)

b) podle typu vazeb:
1) reverzibilni (fyzikalni)
2) trvalé (chemické)

¢) podle fyzikdlné-chemickych strukturnich vlastnosti:
1) amorfni
2) semikrystalické
3) komplexni

d) podle odpovédi na stimul:
1) fyzikélni — UV zafeni, infracervené zafeni, mikrovlnné zateni, teplota
2) chemické — pH prostiedi,
3) biologick4 — imunitni

e) podle stability:
1) stabilni

2) rozlozitelné: hydrolyticky/enzymaticky
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Jako homopolymerni gely se oznacuji hydrogely, které maji matrici tvofenou pouze jednim
typem opakujicich se monomernich jednotek. Kdezto kopolymerni hydrogely jsou
syntetizovany pomoci riznych druht monomeri v blokovém, opakujicim se ¢i nahodném
uspotadani. Tyto polymerni sité mohou tvofit takzvané interpenetrujici polymerni sité (IPN).
IPN jsou zesitovany jednotlivé a pii jejich propleteni mezi nimi dochdzi k fyzikalnim

interakcim, kuptikladu prostfednictvim vodikovych mustkd. [16]

Homopolymer Kopolymer Interpenetracni sit’

Obr. 2: Typy hydrogelovych struktur podle zpiisobu pripravy

Hustota zesiténi ovliviiuje vyznamné strukturni parametry a porozitu hydrogelt. [16]

Hydrogely mohou byt chemicky stabilni nebo degradujici, neboli nestabilni. Nazyvaji se
také reverzibilni (fyzikalni) a ireverzibilni (chemické). Pokud sité drzi pohromadé pomoci
molekuldrniho pletence nebo sekundarnich sil, vcetn¢ iontovych, vodikovych nebo
hydrofobnich sil, jedna se o hydrogely fyzikalni. Tento typ hydrogeld neni homogenni,
jelikoZ mohou tvofit shluky ¢i nehomogenity. Volné konce nebo smycky fetézch
reverzibilnich hydrogelt také predstavuji prechodné defekty sité. Chemické hydrogely jsou
naopak kovalentn¢ zesitované sit€. V chemickych gelech predstavuji volné konce fetézcti
"defekty" gelové sité, které neptispivaji k jeji pruznosti. DalSimi defekty sité jsou fetézové

smycky a propletence, které rovnéZ nepfispivaji k trvalé elasticité sité. [19]
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polarni skupiny

hydrolyza, oxidace,
sulfonace. atd. R

hydrofobni
polymer kovalentni
zesiténi hydrofobni
interakee
Chemicky hydrogel Fyzikalni hydrogel

Obr. 3: Typy hydrogelovych struktur podle typu vazeb [20]
Amorfni hydrogely obsahuji kovalentni vazby, které se mohou nachdzet
1 u semikrystalickych hydrogelt, vyznacujicich se samovolnymi oblastmi uspofadanych
makromolekuldrnich fetézct,, tzv. krystaliti. OvSem u hydrogelt amorfnich jsou

makromolekularni fetézce usporadany nahodné. [21]

2.2 HYDROGELY NA BAZI CHITOSANU

Diky své vysoké biokompatibilit¢ se v dnesni dobé ¢im dal Castéji zkoumaji materidly
z ptirodnich latek. Vyjimkou nejsou ani hydrogely, které se vyuzivaji v medicinskych
aplikacich. Jeden zmnoha pfirodnich polymerti pouZzivajici k ptipravé hydrogelu je
chitosan, ktery je nejCastéji vyuzivan kvili jeho pfevazné piiznivym vlastnostem

pii interakei s Zivym systémem. [22]

2.2.1 Chitosan

Chitosan je biopolymer, -(1,4)-N-acetyl-D-glukosamin, ktery se ziskava z chitinu, zdkladni
slozky schranek krabt, krevet, musli, krovek hmyzu ¢i hub, zejména zygomycet. [13, 15] Je
jednim z nejpouzivangjSich polymert pro vyrobu hydrogeli zejména diky své nizké toxicité,
velice dobré biokompatibilit¢ a antimikrobidlnim vlastnostem. Navzdory svému
xenobiogennimu ptvodu také prokazal ptiznivé interakce in vivo, a proto se jedna o latku,
ktera byva vyuZzivana naptiklad jako hydrogelové scaffoldy pro tkanové inzenyrstvi. [14, 15]
V soucasné dobé se chitosanové hydrogely pouzivaji pifi separaci a kultivaci bunék,
tkdnovém inzenyrstvi ¢i fizeném uvoliovani 1éCiv. [22] Ackoliv je chitosan pfitomen
v podhoubi nékterych druhti hub, nejCastéji se piesto ziskdva c¢astecnou alkalickou

deacetylaci chitinu (Obr. 4). [23]
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Obr. 4: Priprava chitosanu deacetylaci chitinu
Chitin a chitosan maji 1 dal§i jedineCné vlastnosti, jako je biologickd rozloZitelnost,
vyznacuji se také hemostatickymi vlastnostmi, buné¢nou afinitou a podporuji regeneraci.

Chitosan je rozpustny ve vodnych roztocich s pH < 5, ale nerozpustny ve vodnych roztocich

vrwe

vvvvvv

charakterizace podle stupné deacetylace. Stupeii deacetylace je definovan jako pomér poctu
D-glukosaminovych jednotek ksouctu poctu N-acetylglukosaminovych jednotek
a D-glukosaminovych jednotek a uvadi se v procentech. Ovliviiuje jak fyzikalni, tak
chemické nebo biologické vlastnosti chitosanu, pod které se ftadi elektrostaticke,
acidobazické vlastnosti, biologicka rozlozitelnost, samoagregace, sorpcni vlastnosti
a schopnost chelatovat ionty kovil, tedy odstranovat toxické kovové ionty z organismu
&i odpadnich vod. [23, 25] Cista kationtovost a piitomnost vice reaktivnich funké&nich skupin
v molekule €ini z chitosanu vyhleddvanou biomolekulu. To také nabizi prostor ptipraveé
u Sirokého spektra derivati pro specifické pouziti v rozmanitych oblastech. Potencial vyuziti
chitosanu je tedy mnohostranny, napiiklad v potravinafstvi a vyzivé, biotechnologii,
materidlové védg, 1é¢ivech a farmaceutickych ptipraveich, zemédélstvi a ochrané zivotniho

prostiedi a v posledni dob¢ také v genové terapii. [26]
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2.2.2 Dialdehyd celulozy

Blizici doba nedostatku fosilnich zdroji vede k hleddni alternativnich materidlt
na biologickém zékladu vhodnych k nahrazeni raznych organickych sitovadel pro tvorbu
hydrogelii. Jednou z moznosti je vyuziti nejrozsifen¢jsiho biopolymeru, celulozy. Celul6za
je Siroce zastoupena v pfirodé, naptiklad v rostlinnych vldknech, bakteriich, fasach
a moftskych zivocisich. Jeji matrice se sklada z D-glukézovych jednotek spojenych pomoci
B-1,4-glykosidickych  vazeb. [22, 27] Celuloza ma vysoce uspofadanou sit
intramolekularnich a intermolekularnich vodikovych vazeb. Kviili této husté siti vodikovych
vazeb je omezena dostupnost volnych hydroxylovych skupin, coz mé za nésledek také
Spatnou rozpustnost nativni celuldézy. Sit’ vodikovych vazeb navic zplsobuje, ze celuldza
nabyva vysoce krystalické struktury, coz dale snizuje jeji rozpustnost a reaktivitu. [28]
V jejim fetézci se nachazi velké mnozstvi hydroxylovych skupin, které mohou vstupovat

do reakci typickym alkoholtim, a tudiz je lze povazovat za aktivni funkéni skupiny celul6zy.

Modifikovana celuléza ma dobré vlastnosti zadrzovani vody a mize byt pouzita k ptiprave
superabsorpcnich  hydrogeli. Chemickd modifikace celulézy zaroven zlepSuje
zpracovatelskou kapacitu celuldzy a produkuje derivaty celuldzy pro specifické primyslové

aplikace. [29]

OH

HO oH

NalOg4
- H.O

CH

N R

O

Obr. 5: Priprava dialdehyd celulozy
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Jednou z uprav celuldzy, na které se v posledni dobé zamétuje vyzkum, je regioselektivni
oxidace celulozy pomoci NalOs, tzv. periodatu, za vzniku dialdehydu celulézy (DAC)
(Obr. 4). Jednim z klicovych problémii pii periodatové oxidacni reakci je zminéna nizka
rozpustnost a tim padem omezena reaktivita celuldzy. Pro pribéh této reakce jsou tedy
zapotiebi u¢inné metody uvolnéni pevné sité vodikovych vazeb celuldzy a snizeni vysoké
krystalinity. Ke zvySeni reaktivity celulozovych vlaken pfi periodatové oxidacni reakci lze
pouzit jak chemickou, tak mechanickou aktivaci. Bylo zjisténo, Ze pouziti soli kovii a vysoké
teploty (vyssi nez 55 °C) béhem oxidac¢ni reakce vede ke zvySeni obsahu aldehydt. To
umoziiuje pouziti relativné nizkého mnozstvi oxidantu, coz vede k ekologicky Setrnéjsi
vyrobé DAC. Jak DAC, tak jeji derivaty maji velky potencial ve Spickovych aplikacich, jako
jsou lékatské materidly a biologicky rozlozitelné kompozity. Aldehydové skupiny DAC maji
vysokou reaktivitu, a lze je vyuzit pro rtizné dal$i modifikace, jako je naptiklad reakce
s aminem za vzniku Schiffovy baze, kationizace a dalsi oxidace na 2,3-dikarboxycelul6zou

(DCC). [27, 28, 30]

2.3 Priprava hydrogelii na bazi chitosanu

Polymery obsahujici aminy jako je chitosan, lze zesitovat pomoci aldehydového ¢inidla za
mirnych podminek, kdy se tvoii tzv. Schiffovy baze (Obr. 6). K tvorbé Schiffovy baze
dochdzi mezi aminoskupinou a aldehydovou skupinou za vzniku iminové vazby za

fyziologickych podminek. [31]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 22

Chitosan DAC

& OH OH

ff\o o gio o

+ 4
HO 0% H}f
NHQ 9]
Schiffova baze ‘thZi Q
,f;{ J/( Vodikova vazba

Obr. 6: Schéma reakce chitosanu s DAC [32]
Pti této interakci dochézi k vytvoreni dynamické rovnovahy mezi vazbami aldehydovymi

a aminovymi reaktanty a produktem (Schiffovou bazi).

-NH,+ —-CH=0=2-N=CH-

Tyto vazby lze proto povaZovat za pseudokovalentni vazby, jelikoz v hydrogelovych sitich
dochazi k rozpojovani a opétovnému spojovani iminovych vazeb. Nékdy také byvaji
oznacovany terminem dynamické kovalentni vazby. Tato skuteCnost ma za nésledek
samoregeneracni schopnost hydrogelu. Dalsi vyhodou téchto gelti je, Ze mohou byt

injektovatelné. [31]

2.4 Injektovatelné hydrogely

Tradi¢ni hydrogely nejsou pfili§ citlivé na zmény prostiedi, jako jsou zmény teploty nebo
pH. Pii ptisobeni vnéjSich sil se struktura hydrogelu nenavratné narusi a tradi¢ni hydrogel se
Jiz nemuze sam opravit. Nejen, ze to zkracuje jeho zivotnost a zvySuje spotiebu surovin, ale
také muze zplsobit napt. sekundarni infekci rany béhem procesu vymény hydrogelniho
obvazu, coz miize byt v tézkych ptipadech dokonce zivot ohrozujici. Proto je aplikace

tradi¢nich hydrogeld omezena. [33]
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Na druhé strané existuji hydrogely, které maji samoregeneracni vlastnosti, coz rozsifuje
moznosti jejich aplikaci, véetné injekéniho podéani. Samoregeneracni hydrogel ma schopnost
hojeni, a tim tak prodluzuje svou Zivotnost. Proto jsou samolécebné hydrogely velmi

zajimavé v tkanovém inzenyrstvi, ve formé obvazl na rany nebo nosict 1ékt. [33]

Samoregeneracni hydrogely s injekénim podanim mohou byt naptiklad rychle a snadno
vstiikovany do velkych nepravidelnych ran bez poniceni jejich struktury, ¢imz se navic
vytvoii idedln¢ tvarovany hydrogelovy obvaz, ktery zcela vyplni oblast rany. DalSimi
vyhodami jsou jejich dobré dynamické a mechanické vlastnosti a odolnost viici hydrolyze.
Proto se staly jednim z nejatraktivnéjSich materidli pro vyvoj pokrocilych bioaktivnich

obvazil a potencidlnich kandidati pro tkanové inzenyrstvi. [34, 35]

2.5 Vyuziti hydrogeli na bazi chitosanu

Hydrogely na bazi chitosanu v posledni dob¢ ptitahuji velkou pozornost, a to diky jejich

vynikajici biokompatibilité a biologické odbouratelnosti. [35]

2.5.1 Obvazové materialy

Jednou ze zminovanych moZznosti vyuziti chitosanovych hydrogeld je vyroba obvazl
k urychleni hojeni ran. Ktize je nejvetsi organ lidského organismu. Jeho tlohou je bariérova
kozni ochrana pfed vnéjSim poSkozenim a zabranéni ztratam télesnych tekutin, elektrolytt
azivin. Poranéni klZe zplsobené Urazy, chirurgickymi zdkroky a popalenim patii
a dynamicky proces, jeZ zahrnuje kroky homeostaze, proliferace a remodelace. V soucasné
dobé nastal rozmach riznych materiali vhodnych k vyrobé obvazl pro urychleni hojeni ran.
Hlavni strategii této problematiky se staly multifunkéni obvazy. Mezi tyto formy material
se fadi nanovladkna, pénové membrany ¢i pravé hydrogely. Hydrogelové obvazy slouzici
jsou idealni pro hojeni ran, jelikoz zajistuji vlhké prostfedi, napodobuji extracelularni
matrix, umoznuji vyménu plynnych slozek a zaroven brani prostoupeni bakteridlnich
¢i plisiiovych organismi. Hydrogelové obvazy na bazi chitosanu jsou vyjime¢né diky své
dobré biologické ptilnavosti a antibakteridlnim a hemostatickym vlastnostem. Pro vyuziti ve
zdravotnictvi je zapotiebi vyuzitit chemické modifikace chitosanu kviili rozsifeni rozsahu

jeho pouziti. [32]
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2.5.2 Podavani léciv

Vétsina komercné pouzivanych systému pro podavani 1€¢iv byva nerozlozitelna, hromadi se
v jatrech Ci slezin€, coz zapfiCinuje moznost projevu nezadoucich vedlejSich ucink.
Posledni dobou proto piitahuji velkou pozornost védcti nosice nebo dorucovaci systémy
vyrobené z biodegradabilnich télem vstiebatelnych latek, které by mohly velmi piispét
k feSeni problému se zatéZovanim organt pti uzivani 1é¢iv. Chitosan a jeho derivaty maji
velky potencial pro 1écbu rakoviny diky dorucovani riznych chemoterapeutik bud’ pasivnim,
nebo aktivnim cilenym uvoliiovanim lécebnych latek. Piikladem latek, které spliuji
pozadavky biokompatibility, biodegradability, adhezivnich vlastnosti a dostupnosti riznych
aktivnich funkénich skupin pro povrchovou funkcionalizaci, jsou chitosanové polymery

ve form¢ samoregeneracnich hydrogelt. [36]

Jako nosi¢ 1éCiv méa hydrogel vysokou uc¢innou kapacitu pro pienos lékid s moZnosti
pomalého uvoliiovani, a tedy trvalého dodavani 1é¢iv v misté nddoru s mnohem mensimi
vedlej$imi ucinky. [33]

Trojrozmérnd porézni struktura hydrogelii vytvaii difuzni bariéru pro molekuly 1é€iv, coz
vede k pomalému uvoliiovani molekul [é€iv z hydrogelové matrice. Mechanismus
uvoliovani 1éCiv fizeny bobtndnim je nejvhodnéjsi pro hydrogely na bézi chitinu a jeho
derivatii vzhledem k jejich vysoké schopnosti bobtnat ve vodném prostiedi. Rizeni bobtnani
hydrogeli se proto stalo jednou z nejcastéjSich strategii uvoliiovani 1€¢iv uvéznénych
v hydrogelové matrici. Bobtnani hydrogelll 1ze ovlivnit sloZenim hydrogelt. Dilezitymi

parametry ovliviiujici bobtnani hydrogeld jsou také: [37]

e pH — zdivodu kolisdni pH v zivém systému (napf. vyrazné kolisdni pH

v gastrointerstindlnim traktu pfi peroralnim podavani nosicu s 1€¢ivy)

e teplota — citlivost hydrogelovych polymernich siti je pficitdna pfitomnosti
hydrofobnich skupin
e magnetické pole — vyuzivano k cilenému, kontrolovanému ¢i zpozdénému

uvoliovani za ptitomnosti magnetickych nanoc¢éstic

e clektrické pole — reakce hydrogeld na elektrické podnéty (napi. polyelektrolyty
s kationty nebo anionty zabudované ve struktuie), pfi¢emZ

uvoliovani léCiv je fizeno naptiklad elektrodifuzi
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3 METODY STUDIA HYDROGELU

Fyzikalni, chemické a mechanické vlastnosti materiala souviseji s vlastnostmi jejich matrice

a pouzitého sitovadla. [38]

Hydrogely, jakozto polymerni sité, mohou byt zkoumany pomoci celé fady metod. Hlavnimi
metodami jsou techniky mikroskopické a spektroskopické. Charakterizace hydrogelti se
zamétuje nejen na jejich morfologii, parametry sité, viskoelastické a mechanické vlastnosti
ale 1 biokompatibilitu, resp. cytotoxicitu, aby se mohl zkoumany material povazovat

za biomateriéal.

Ve vsech ptipadech mikrostrukturni charakterizace dochazi k interakci peclive ptipraveného
vzorku s néjakou formou sondy a k analyze se shromaZzd'uje rozptyleny nebo vybuzeny
signal ze vzorku. Nej€astéji pouzivanymi sondami pro charakterizaci materiali jsou
viditelné svétlo, rentgenové zafeni a energetické elektrony. Vsechny sondy mohou se

vzorkem interagovat prostifednictvim elastickych nebo nepruznych procesi. [38]

3.1 MORFOLOGIE

Studium morfologie hydrogelti udava informace o jejich struktufe, a také povrchovych

vlastnostech, jako jsou pfitomnost, velikost a tvar port.

3.1.1 Porozita — SEM analyza

Porozita je jednim z hlavnich aspektii vyvoje hydrogeld pro pienos 1é€iv, jelikoZ pfitomnost
pora v jejich hlavnim fetézci slouzi k transportu pomérné velkého mnozstvi biologicky

aktivnich latek a zaroven urcuje rychlost jejich uvoliovani. [39]

Meéfteni velikosti port 1ze provadét nékolika zpisoby. VSeobecné patii mezi nejpouzivané)si
zpisoby pozorovani biomateridl skenovaci elektronova mikroskopie SEM (Scanning
Electron Microscopy) [27], transmisni elektronova mikroskopie (TEM), rastrovaci tunelova
mikroskopie (STM) a mikroskopie atomdrnich sil (AFM). Skenovaci elektronova
mikroskopie (SEM) je elektronovéa mikroskopicka technika vhodné k pozorovani hydrogela.
Zobrazuje povrch vzorku skenovanim fokusovaného svazku energetickych elektronti. SEM
je jednim z nejbeéznéjSich nastroji pro studium morfologie povrchu a identifikaci malych
oblasti, které nelze rozliSit optickou mikroskopii. Priméarni elektrony emitované
z elektronového déla interaguji s atomy na povrchu vzorku a emituji riizné signaly. Béznymi

typy emitorti elektront jsou katody s wolframovym vldknem a katody s hexaboridem
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lanthanu a zdroje emise poli, jako je typ studené katody vyuzivajici wolframovy
monokrystalicky emitor nebo tepelné asistovany Schottkyho emitor typu oxidu
zirkoni¢itého. Elektrony jsou obvykle urychlovany na energii 0,2 - 40 keV a prostoroveé
fokusovany jednou nebo dvéma kondenzatorovymi Cockami do bodu o primeéru asi
0,4 — 5nm. Svazek elektronli pak prochdzi skenovacimi civkami nebo deflektorovymi
deskami v elektronovém sloupci, aby se dosahlo vychyleni ve sméru x a y pro skenovani.
Skenovana oblast je obvykle ¢tverec nebo obdélnik. Pii dopadu primdrnich elektronti
na vzorek ztraceji elektrony energii opakovanym nahodnym rozptylem a absorpci v objemu
vzorku zndmém jako interakéni objem, ktery ptipomina kapku slzy nebo balonek s hloubkou
1-5 um v zévislosti na energii elektroni. Rizné signaly pochézeji z rtiznych hloubek
interakéniho objemu a sekundarni elektrony jsou emitovany z hornich 5-10 nm povrchu
vzorku a obsahuji topografick¢é informace. Kromé toho dochdzi k odrazu
vysokoenergetickych elektronli pruznym rozptylem a emisi elektromagnetického zafeni.
Emitované signaly jsou detekovany specializovanymi detektory a signaly jsou zesileny
azobrazeny na katodové trubici. Aby se zabranilo vniknuti sekundarnich elektronli
do detektoru, je na Faradayovu klec, kterd je pfipevnéna k detektoru a umisténa pod tthlem
ke sloupci primarniho svazku, indukovan mirné¢ zéporny ndboj. Zobrazeni na CRT je
synchronizovano s rastrovanim elektronového svazku a vysledny obraz ptedstavuje mapu

intenzity signalii emitovanych ve snimané oblasti. [38, 40]

3.2 PARAMETRY HYDROGELNI SITE

3.2.1 Bobtnani

Rovnovézné bobtnani hydrogelu lze ziskat z rovnice (1), kde Mg je hmotnost nabobtnalého
hydrogelu a My je hmotnost vypraného a vysuSeného hydrogelu.[41]

M P M 0
Procentualni zbobtnéni [%] = 7 x 100 (1)

0

3.2.2 Obsah vody v rovnovazném stavu

Obsah vody v rovnovazném stavu hydrogelu (EWC) popisuje maximalni mnozstvi vody,
ktery muze hydrogel nasytit a lze jej ziskat podle rovnice (2), kde Ms je hmotnost
zbobtnalého vzorku a My je hmotnost vypraného a vysuSené¢ho hydrogelu. [41]

Ms_ MO
EWC [%] = ———x 100 )
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3.2.3 Gelova frakce

Gelova frakce je pomér hmotnosti vypraného a nevypraného vzorku. Lze ji vypocitat pomoci
rovnice (3), kde My je hmotnost vyprané¢ho a vysuseného hydrogelu po extrakci rozpustné
frakce v hydrogelu a Miy je hmotnost nevypraného a suchého vzorku hydrogelu. [41]

M
Gelova frakce [%] = M—” x 100 3)

int

3.3 VISKOELASTICKE VLASTNOSTI

Hydrogely, jakozto sitované polymerni sité, vykazuji urcité mechanické vlastnosti
charakteristické pro polymerni taveniny. Existuji dva zakladni limitni typy
chovani — elasticita a plasticita (viskozita). Elastické chovéani se vykazuje svou vratnou
deformaci po ukonceni plisobeni vnéjsi sily na taveninu, kdezto visk6zni chovani tekutin
vychazi z jeji nevratné deformace. OvSem fada materiali podléhd chovani mezi obéma
limitami, a tudiz jejich odezva na vnéjsi silu zalezi na dob¢ pisobeni této aplikované sily,

tzv. viskoelastické chovani. [42]

K pochopeni chovéni injekéné aplikovatelnych hydrogelt je zapotiebi studia smykové
odezvy hydrogell z hlediska toku a potencialnich zmén objemovych strukturnich vlastnosti.
[43] Reologickd méteni reprezentuji chovani polymerniho materialu a vztah mezi napétim,

deformaci a ¢asem pfi jeho zpracovani. Kvantifikuje reakci taveniny na deformaci. [44]
Viskoelastické chovéani hydrogelu jsou popsany naslednymi rovnicemi: [45]
=0, cos(w- 1+ ) 4)

=€ cos(w-t) (5)

Kde o je oznaCeni napéti, oo je absolutni vychylka napéti, € (t) je pomérna deformace v Case

t, €0 je pomérna deformace, ® znaci kruhovou frekvenci a & fazovy posun. [45]

Pii harmonickém naméhani materidlu se Cast integrované mechanické energie spotiebuje
na vyrovnani deformace pii preruSeni plisobeni sily na materidl a jeji zbytek se pfeméni
na energii jiné formy. Mezi napétim a pomérnou deformaci se nachdzi fazovy posun

o intervalu o = (0; ©/2). [45]

JelikoZ rovnice (4) popisuje ¢asovou zavislost napéti pti harmonickém namahani, 1ze tuto

zakladni rovnici upravit pro redlné reometrické méfeni na: [44]
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n
o=G" ¢, -cos(w-1) +G" 'C()S(w'1+ ;) (6)

Kde G* znaci redlnou slozku elastického modulu pruznosti v tahu a G* je slozkou imaginarni
daného modulu, také zvany jako ztratovy modul. Tyto dvé slozky jsou funkci frekvence
kmitani pfi harmonickém namdhani v tahu. Elasticky modul (komplexni modul)
reprezentuje pevnostni vlastnosti materidlu, kdezto modul ztratovy jeho vlastnosti tlumici.
Jednotlivé moduly mohou byt vyjadieny nasledujicimi rovnicemi: [44]
%
G'=—"cos5 (7)
5
0
%9
G"=—"sind (8)

€n

Komplexni modul pruznosti G* se sklada z elastické a ztratové slozky a lze jej vyjadfit

rovnici: [44]
G"'=G'+i-G" 9)

Pomér danych slozek udéva rozsah projevu viskdznéjsiho ¢i elastického chovani materialu.

Mohou nastat nésledujici situace: [44]
e Pokud G* > G*; pak se materidl chova elasticky a je tedy vysoce strukturovany

e Pokud G* < G*; pak se materidl chova vice visk6zné

3.4 UVOLNOVANI LATEK — UV-vis

UV-vis spektroskopie zahrnuje absorpéni a reflektancni spektroskopii v UV a viditelné
oblasti spektra. m-elektrony nebo nevazebné elektrony (n-elektrony) v molekulach mohou
absorbovat energii ultrafialového nebo viditelného svétla a byt excitovany do vysSich
antivazebnych vrstev molekulovych orbitald, dochazi tedy k elektronickym pfechodtm.
Obecné se UV-vis spektroskopie pouziva ke kvantitativnimu stanoveni koncentrace prvka
v roztoku podle Beerova-Lambertova zdkona, kterym je popsana zavislost absorbance
na koncentraci a tloust'ce kyvety: [38, 46]

Iﬂ
A=log,, - =¢-c- L, (10)

kde A je naméfend absorbance, Iy je intenzita dopadajiciho svétla pii dané vinové délce, I je
prosla intenzita, L je délka kyvety, c je koncentrace absorbujici latky a € je konstanta znama

jako molarni absorbance nebo extink¢ni koeficient specificky pro kazdou latku a vinovou
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délku. Obvykle se pfi kvantitativni analyze pouziva € pifi vinové délce maxima absorpce
(Amax), protoze chyby vyplyvajici z nejistoty pristrojové vinové délky jsou minimalizovany
na vrcholu absorp¢ni kiivky. Podle tohoto vztahu Ize vypocitat koncentraci analytu, kdyz je
znamo ¢, L je pevné stanoveno a Ip a I jsou zméteny. Je-li k dispozici kalibra¢ni kiivka
analytu, Ize koncentraci analytu urcit presnéji. Nicméne¢ tato aplikace UV-vis spektroskopie
na biomateridly neni rozSifend, protoze vétSina biomateridli neni v roztoku, molarni
extink¢ni koeficienty nékterych biomaterialii v roztoku nejsou znamy a kalibrac¢ni kiivky se
obtizn¢ ziskdvaji. Misto toho se roztok obsahujici biomateridly charakterizuje pomoci

UV-vis spektroskopie, aby se ziskala absorpcni spektra, nikoliv koncentrace. [38, 46]

3.5 BIOKOMPATIBILITA HYDROGELU

V piipad¢ materidlt, které se vyviji za predpokladu interakce s zivym systémem, je zapotiebi
vyloucit pfipadné toxické materidly. K tomu se pouzivaji testy cytotoxicity, které jsou
zalozeny na sledovani a ovéfeni biokompatibility pomoci testli bunééné zivotaschopnosti.
Zivotaschopnost bunék je kvantifikovana po jejich vystaveni riiznym materialiim po uréitou
dobu. Tato schopnost mize byt analyzovdna né¢kolika metodami, které jsou zaloZeny
na parametrech, jako je integrita bunéénych membran, metabolickd aktivita nebo redoxni

potencial bunééné populace. [47]

351 MTT

Jednou z téchto metod je test zaloZeny na sledovani zachovani metabolické aktivity
analyzovanych buné¢k, tzv. MTT. Tento test spole¢né s detekci ATP (ATP test) poskytuji
rychly pifehled o potencidlnim cytotoxickém ucinku jakékoli slouceniny. MTT je zaloZen
na enzymatické redukci zluté tetrazoliové soli MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
-difenyltetrazolium bromidu za vzniku fialového MTT (formazanu). Tuto redukci katalyzuje
mitochondrialni dehydrogendza. Mnozstvi vytvofené¢ho formazanu je tmérné poctu zivych
bunck a stanovuje se zaznamenanim zmén absorbance. Jde tedy o kolorimetrickou reakci,

kterou lze analyzovat spektrofotometricky. [47]

MTT MTT formazan

Obr. 7: Enzymatickad redukce MTT za vzniku formazanu [47]
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Formazan je ve vodé nerozpustna stil, a proto se musi pied méfenim absorbance rozpustit
pomoci rozpoustédel, jako jsou DMSO, isopropanol nebo SDS. Pro rozpusténi formazanu

v tomto protokolu bylo vyuzito DMSO. [47]

MTT testovani hydrogelt jsou provadéna dle smérnice CSN EN ISO 1099, ktera zahrnuje
zkousku extraktu a pifimého a nepfimého kontaktu. Zavadi se zde pojem inhibi¢ni
koncentrace ICso, ktera vyjadiuje koncentraci latky, pfi niz dochdzi k 50 % zamezeni rtistu
&i Gthynu organismtim. Interpretace vysledki inhibi¢ni koncentrace je provadéna podle CSN

EN ISO 10993. [48]
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CILPRACE

Cilem prace bylo pfipravit hydrogely na bazi chitosanu pomoci dialdehydu celul6zy jakozto
sitovadla a optimalizovat jejich vlastnosti pro medicinské aplikace prenosu 1éCiv na zakladé
rozdilné koncentrace chitosanu a riznych koncentraci sitovaciho ¢inidla. Hydrogely byly
charakterizovany pomoci fyzikélné-chemickych metod zejména stanovenim parametrti sité,
stupn¢ bobtnani a viskoelastickych vlastnosti. Mimo toho byly hydrogely také nasyceny
biologicky aktivni latkou — kofeinem a byla studovana kinetika jejich uvoliiovani. Na zavér

nesmély chybét také testy cytotoxicity.
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5 METODY PRIPRAVY A CHARAKTERIZACE CHITOSANOVYCH
HYDROGELU ZESITOVANYCH POMOCI DAC

5.1 POUZITE MATERIALY

Pro testy cytotoxicity byly pouzity buiikky mysich fibroblastd NIH/3T3 (ATCC® CRL-
1658™, USA) a jako médium pro kultivaci bunék bylo pouzito Dulbecco's Modified Eagle's
Medium (PAA Laboratories GmbH, Rakousko). Do média bylo pfiddno 100 Uml’
Penicillin/Streptomycin (Biosera, France). K promyvani bun¢k byl pouzit fyziologicky
roztok (PBS, Invitrogen, USA). Kultivace bun¢k probihala na plastiku Techno (TPP,
Svycarsko) a ke stanoveni jejich Zivotaschopnosti byl pouzit Tetrazolium kit (test proliferace

bun¢k pomoci MTT, Duchefa Biochemie, Nizozemsko).

5.1.1 Chemikalie

Nizkomolekularni chitosan se stupném deacetylace 75 % (448869, My= 50 — 190 kDa,
Sigma Aldrch Co.), sigma-celuloza (Sigma Aldrich Co.), jodistan sodny (NalO4) (Penta,
Ceska republika), ethylenglykol, hydroxid sodny (NaOH), kyselina chlorovodikova (HCI)
(Penta, Ceské republika). Pfipravené vzorky hydrogelti o riiznych pomérech koncentraci

nasyceny kofeinem (Sigma Aldrich Co.).
5.2 PRISTROJOVE VYBAVENI

5.2.1 Spektroskopicka analyza

Vzorky ptipravenych lyofilizovanych praski SCN (50% deacetylovany chitosan) a DAC
(dialdehyd celulozy) a také jejich vychozich latek byly analyzovany infracervenou
spektroskopi s Fourierovou transformaci (FT-IR) pomoci spektrometru Nicolet 6700
(Thermo Fisher Scientific, USA) (Obr. 8) vybavené¢ho diamantovym krystalem v rezimu
ATR vrozsahu vlnovych délek 4000-400 nm (pocet snimkl: 64, s potlacenim
atmosférickych plynt).
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Obr. 8: FT-IR spektrometr Nicolet 6700
5.2.2 Analyza dynamického rozptylu svétla chitosanovych hydrogeli

Analyza koloidi SCN/DAC pomoci dynamického rozptylu svétla (DLS) byla provedena
na pristroji Zetasizer Nano ZS (Malvern Panalytical, USA) (viz. Obr. 9).

Obr. 9: Zetasizer Nano ZS

5.2.3 Morfologie

Lyofilizované chitosanové hydrogely byly analyzovany rastrovaci elektronovou
mikroskopii (SEM) pomoci mikroskopu Nova NanoSEM 450 (FEI, Ceska republika)
za 5 kV urychlovaciho napéti. Pifed analyzou byly popraSeny nanoc¢asticemi zlata-palladia

kvili potlac¢eni ucinku akumulace naboje.
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5.2.4 Parametry sité

Za pomoci skalpelu byly ze ztuhlych nevypranych hydrogelt vyfezana 3 valcovita téliska
o délce 15 mm. Tato téliska byla zvdzena a néasledn¢ dikladné vypréna v destilované vodé
pii 37 °C po dobu 2 dni. Zbobtnana téliska byla zvaZzena a poté lyofilizovana. Parametry

sité byly stanoveny podle rovnovazné teorie bobtnani, jez je popsana v kapitole 3.2.

5.2.5 Viskoelastické vlastnosti

T¢liska byla méfena pomoci rotaéniho reometru Anton Paar MCR 502 (Anton Paar,
Rakousko) (Obr. 10), ktery zahrnoval také hiidel s 15 mm zdrsnénym hlinikovym platem
D-CP/PP-7 a spodni podkladni deska byla vybavena brusnym papirem kvuli zamezeni
prokluzovani télisek pti méteni (viz. Obr. 11). Méfeni bylo provedeno pfi teploté 37 °C.
K dal$im parametrim méfteni patii rozmezi thlové rychlosti, které bylo nastaveno od 1 az

10 Hz pfi 1 % konstantni deformaci. Méfeni pro kazdy vzorek bylo opakovano tiikrat.

] hw

Obr. 10: Rotacni reometr Anton Paar MCR 502
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Obr. 11: Vzorek hydrogelu pri méreni viskoelastickych vlastnosti pomoci reometru
5.2.6 Cytotoxicita

Pro stanoveni cytotoxicity hydrogeli byla zvolena bunécénd linie mySich fibroblastii
NIH/3T3 (ECACC 93061524, England). Piiprava extraktii ze vzorkd zbobtnalych hydrogela
DACS5 SCN7,5, DAC10_SCN7,5, DAC20_SCN7,5 a DAC50 SCN7,5 (znaceni vzorkil
viz. kapitola 5.3.3, Tab. 5) probéhla podle ISO normy 10993-12. Na ptipravu extraktd vylo
vyuzito 0,1 g zbobtnalého hydrogelu na 1 ml kultivacniho média. Hydrogel byl extrahovan
v kultivaénim médiu pti 37 °C po dobu 24 h za stalého michani. Poté byly ziskané extrakty
zfedény Cerstvym kultivaénim médiem také na 75 a 50 % piivodni koncentrace. Samotné
testovani cytotoxicity bylo provedeno podle postupu v CSN EN ISO normé 10993-5. Buiiky
jesté pred zapocetim experimentu kultivovany po dobu 24 h a nasledné rozpipetovany
do 96-jamkovych desti¢ek, pfi¢emz kazda jamka obsahovala 100 pl bunééné suspenze
o koncentraci 1x10° bunék/1 ml). Na takto pfipravené buiiky byly naneseny hydrogelni
extrakty a desti¢ky byly inkubovany po dalich 24 h. Zivotaschopnost bunék byla nasledng

kvantifikovana pomoci MTT analyzy.

5.2.7 Nasyceni hydrogelu biologicky aktivni latkou a jeji uvoliiovani

Vybrané zbobtnalé SCN/DAC hydrogely (DAC5 SCN7,5 a DACS50 SCN7,5) byly
nasyceny roztokem kofeinu, jako modelovou biologicky aktivni latkou. Jako prvni byl
pripraven zasobni roztok kofeinu o koncentraci 20 mg/ml. Nasledné byly roztoky matrice
o koncentraci 7,5 mg/ml a o objemu 2,5 ml smichany s danym mnozstvim zasobniho roztoku
kofeinu odpovidajici celkem 5 mg kofeinu. Dale byly pfipraveny i roztoky ptislusného
mnozstvi sitovadla (5, 50 mol. %). Takto pfipravené roztoky byly umistény do injekénich

sttikacek a ttepany pii 37 °C po dobu 24 h pro nejvys$si mozné nasyceni hydrogelu. Poté
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byly hydrogely pfipraveny standardnim postupem, viz. kap. 5.3.3. Takto perfektné
promichané vzorky s kofeinem byly pfipraveny ke studiu kinetiky uvoliiovani biologicky

aktivni latky.

5 ml kazdého hydrogelu obsahujiciho 5 mg kofeinu byly pfevedeny do dialyza¢ni membrany
0 MWCO (molecular weight cut-off) 3500 Da, nasledné ulozeny do uzaviratelnych nadob
s 100 ml ultracisté vody (UPW, ultrapure water) a byly tfepany piti 37 °C za nepfistupu
svétla. Pti danych Casovych intervalech (po 1/12 h, 1/4 h, 1/2h,3/4h, 1 h,2 h, 4 h, 8 h, 24
h a 48 h) se odebiralo 5 ml roztoku a po kazdém odbéru bylo vzdy ihned pfidano 5 ml UPW
pro zachovani konstantniho objemu. Jednotlivé vzorky byly poté analyzovany pomoci
UV-VIS spektrometru Perkin Elmer Lambda 1050 (Perkin Elmer 219 Inc., USA). Skala
rozpéti vinovych délek zahrnovala vinové délky od 200-325 nm. Uvolilovani modelové
biologicky aktivni latky (kofeinu) bylo studovano sledovanim intenzity absorp¢niho pasu

kofeinu pfi 273 nm.

Pro vyhodnoceni mnozstvi uvolnéného kofeinu z pfipravenych hydrogelovych matric byla
pomoci roztokli kofeini o riznych koncentracich (Tab. 1) sestavena kalibra¢ni kiivka

(Obr. 12).

Tab. 1: Kalibracni krivka kofeinu — namerené hodnoty

¢ [mg/ml] A 273 nm
0,0500 2,5545
0,0375 1,8763
0,0250 1,2479
0,0050 0,2609
0,0010 0,0677

y =50,482x + 0,005

2,5 R2=0,9996

1,5

Al

0,5

0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06
¢ [mg/ml]

Obr. 12: Kalibracni krivka kofeinu
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5.3 PRIPRAVA CHITOSANOVYCH HYDROGELU

5.3.1 Priprava SCN

K ptipravé hydrogell byl zvolen 50 % deacetylovany chitosan diky jeho vy$§imu obsahu
amidovych skupin a tim padem dobré rozpustnosti nejen v kyselém prostiedi, ale i ve
vodném roztoku. Chitosanovy roztok byl pfipraven rozpusténim 2,2 g nizkomolekularniho
chitosanu v 70 ml 10 % roztoku kyseliny octové za stalého michani pti 600 RPM za
laboratorni teploty po dobu 2 h a nésledné za stalého michani pii 300 RPM za laboratorni
teploty po dobu 2 h. V nasledujicim kroku bylo ptfidano 50 ml ethanolu s obsahem 0,519 ml
anhydridu kyseliny octové. Tato smés byla michéna pti 200 RPM po dobu 18 h za neptistupu
svétla. Po uplynuti této doby byl postupné ptidavan 5 M roztok NaOH pro docileni pH 8,5.
Ihned poté byl vzorek rozdélen na dvé poloviny a dialyzovéan ve vodném prostiedi po dobu
72 h. Béhem dialyzy byl vzorek také ru¢né protiepavan. Poté bylo opét upraveno pH roztoku
na hodnotu 6,5 pomoci postupného ptidavani 1 M roztoku HCI. Tento mirn¢ kysely roztok
byl dialyzovéan ve vodném prostfedi po dobu 72 h. Dialyzovany roztok byl pfeveden do 800
ml kadinky a po zkontrolovéani pH byl odpafovan pti 50 °C z cca 600 ml na 200 ml. Po dalsi
kontrole pH roztoku, které meélo odpovidat hodnoté 6,5, byl roztok centrifugovan
(10 000RPM, 10 min), filtrovéan pies filtra¢ni papir a lyofilizovan. Pro odstranéni kyseliny
octové z produktu byl znovu rozpustén v koncentraci 100 mg na 100 ml destilované vody
a dialyzovan v prostiedi roztoku NaCl pii koncentraci 1 mg na 1 ml o celkovém objemu 5 |
po dobu 1 tydne a proti vod¢ po dobu poslednich 24 h. Na zavér byl vzorek prefiltrovan,
lyofilizovan, charakterizovdn a porovnan s pivodnim chitosanem (deacetylovanym ze 75
%) pomoci IR spektroskopie (Obr. 13 a Obr. 14). Ve spektrech je patrny pokles pfitomnosti
intenzivnich pasti amidovych skupin pii vino¢tu 1640 (vibrace Amide I) a 1540 cm™ (Amide

IT), coZ odpovida sniZeni stupné deacetylace, tedy mensimu poctu amidickych skupin. [49]
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Obr. 13: IR spektrum 50 % deacetylovaného chitosanu (SCN)
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Obr. 14: IR spektrum nami pripraveného 75 % deacetylovaného chitosanu

5.3.2 Priprava DAC

2,3-dialdehyd celulozy (DAC) by pfipraven procesem periodatové regioselektivni oxidace
sigma-celulozy (Sigmacell) pomoci NalO4. Zvoleny molarni pomér reaktaktt byl 1:1,25
(DAC : periodat). Nejprve byly 2 g sigma-celulozy dispergovany spolecné s 3,3 g NalO4
ve 100 ml destilované vody. Nasledn¢ byla smés michdna na 500 RPM ve vodni lazni
pii laboratorni teploté po dobu 72 h za nepftistupu svétla. Po uplynuti této doby byla oxidace
zastavena piidavkem 2 ml ethylenglykolu a nasledného michani pii 500 RPM po dobu
10 min. Poté byla smés diikladné procisténa opakovanou centrifugaci vzdy po dobu 15 min
a mechanickou redispergaci homogenizatorem. Suspenze DAC ve 200 ml destilované vody

byla solubilizovana pii teploté 80 °C po dobu 2 h. Solubiliza¢ni systém s tfihrdlou bankou
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ponofenou do ethylenglykolové lazné byl vybaven zpétnym chladiem a teplomérem,
kterym byla regulovéana teplota reakéni smési. Solubilizovany vzorek DAC byl nasledné
zchlazen, poté dialyzovan (48 h) ve vodném prostiedi, prefiltrovan a jeho vytézek byl

lyofilizovan. Vytézek DAC vzorku Cinil 1,0582 g.

Stupeit oxidace DAC byl uren pomoci potenciometrické titrace kyseliny chlorovodikové
(HCI1) hydroxidem sodnym (NaOH). Ptiprava vzorku probihala rozpusténim 0,1 g DAC
ve 30 ml destilované vody a nasledné upravou roztoku na pH 4. Zasobni roztok
hydroxylaminu byl pfipraven rozpusténim 5,375 g hydroxylaminu ve 250 ml destilované
vody s naslednou upravou daného zasobniho roztoku na pH 4. Nésledn¢ bylo ke kazdému
vzorku pfidano 20 ml zésobniho roztoku. Takto pfipravené roztoky byly pied podrobeni
potenciometrické titraci zméfeny pomoci pH metru a jejich hodnoty byly zaznamenany
do tabulky (Tab. 3). Roztoky byly dale titrovany pomoci 0,1 M NaOH do stavu dosazeni
hodnoty pH 4, nasledné¢ byla ode¢tena a zaznamenana spotfeba NaOH. Tento postup se

opakoval ttikrat.

Pro korekci titrace bylo zapotiebi stanoveni spotieby NaOH pro slepy vzorek pomoci
acidobazické titrace. Méfeni slepého pokusu probéhlo ttikrat. K provedeni standardizace byl
pouzit 0,1 M NaOH. Nejdtive byly ptidany k 10 ml 0,05 M dihydratu kyseliny stavelové
2-3 kapky indikatoru methyloranz (pH pifechodu 3,1 - 4,4). Poté byl piiddvan standard
0,1 M NaOH do momentu zmény zbarveni z ¢ervené na Zlutou barvu roztoku. Nasledoval
pfidavek 10 ml 2 M chloridu vapenatého, ¢imZ opét dojde ke zméné zbarveni. Titrace
standardem pokracovala do stavu barevného ptechodu. Poté byla odectena spotfeba NaOH

(viz. Tab. 2).

Tab. 2: Spotreba NaOH pro slepy vzorek pomoci acidobazické titrace

Cislo méfeni Spot{]e;] b[z:n 1:I]aOH
1 10,2
2 10,2
3 10,2
Priimér Vy 10,2

Tab. 3: Navazka DAC, vysledky stanoveni pH roztokii a objem spotreby NaOH

., Navazka H pied H pied Spotireba NaOH
Cislo vzorku DAC [g] tli)tra[;i -] tIi)traEi ] pVNaOH [ml]
DAC 1 0,1001 1,79 4,00 94
DAC 2 0,1000 1,78 4,00 9,6
DAC 3 0,1005 1,79 4,00 9,6
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K urceni hodnoty stupné oxidace DAC byly pouzity nasledujici vypocty, diky nimz byl
stanoven na 74,8 % (viz. Tab. 4).

1) Vypocet titru pomoci hmotnosti dihydratu kyseliny stavelové v roztoku (m;), objemu
NaOH stanovenému pro slepy vzorek standardizace (Vo) a titracniho faktoru kyseliny

Stavelové (fi):

(11)
2) Vypocet korekce na titraci pomoci objemu spotieby NaOH po konci potenciometrické
titrace vzorkti DAC (Vnaon) a titru (t):
Vi=Vvaon'! (12)
3) Vypocet hmotnosti HCI pomoci faktoru titrace HCI (F) a korekce na titraci (Vy):
m=F-V, (13)

Tab. 4: Vysledky vypoctii a hodnoty potiebné ke stanoveni stupné oxidace DAC

Vzorek | Titr VNaon| mpac | Ve | muc | nua |[n-cHo v 1g| n100% -cio | Konverze
[ml] [g] |[ml]| [mg] |[mmol]| [mmol/g] | [mmol/g] [%e]

DAC |0,9804| 9,5 0,1 9,3 | 34,1 0,9 9,3 12,5 74,8

Vzorek byl charakterizovan pomoci IR spektroskopie a porovnan s ptivodni celul6zou (Obr.
15 a Obr. 16). Dva charakteristické peaky v oblasti pasti 1730 cm™ a 877 cm™'., potvrzuji
vznik aldehydickych skupin.

0,25
0,2
0,15

0,1

Absorbance [-]

0,05

0
3900 3400 2900 2400 1900 1400 900 400

Vinocet [cm-1]

Obr. 15: IR spektrum sigma-celulozy
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Obr. 16: IR spektrum nami pripravené dialdehyd celulozy
5.3.3 Priprava SCN/DAC hydrogela

SCN a DAC byly navazeny v molarnich pomérech uvedenych v Tab. 5 do 25 ml injekéni
stiikacky. Nasledné byl k latkdm ptidano 2,5 ml destilované vody. Takto pfipravené roztoky
polymert byly michany pii 37 °C na 300 RPM po dobu 72 h. Tvorba gelu vyZadovala pouZziti
sméSovaciho nastavee, do které¢ho byly vsunuty injekéni stiikacky s roztoky SCN a DAC
(viz. Obr. 17). Injekéni jehly obou sttikacek se sbihaly do sméSovaci komurky, ktera byla
ukoncena dalsi injekéni jehlou o vét§Sim priméru, kterou byl vytla€en uz smichany gel. Takto
zhotoveny gel byl nasledné vyuZit pro inverse tube test a stanoveni Casu gelace. Jiz ztuhlé
gely byly vyuZity k méfeni parametri jejich siti, viskoelastickych vlastnosti a testu

cytotoxicity.

Tab. 5: Pripravené vzorky SCN/DAC

Koncentrace L, R
roztoku Molarni Finalni Navazka
Znaceni vzorkii SCN zlomek | koncentrace
Cr XDAC CSCN SCN DAC
[mg.ml'] | [mol %] | [mg.ml] [mg] [mg]
DACS_SCNI1 2 5 1 5,0 0,2313
DACS5 _SCN2,5 5 5 2,5 12,5 0,5783
DACS_SCN5S 10 5 5 25,0 1,1565
DACS5 _SCN7,5 15 5 7.5 37,5 1,7348
DACI0_SCNI 2 10 1 5,0 0,4883
DACI10 SCN7,5 15 10 7,5 37,5 3,6623
DAC20 _SCNI 2 20 1 5,0 1,0987
DAC20 SCN7,5 15 20 7,5 37,5 8,2403
DACS50 SCN7,5 15 50 7,5 37,5 32,9611
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gel SCN/DAC

Obr. 17: Grafické zndazorneni smésovactho podstavce
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 CHARAKTERIZACE SCN/DAC HYDROGELU

6.1.1 Gelace v zavislosti na koncentraci SCN

Rychlost gelace v zavislosti na koncentraci SCN byla stanovovana pro vzorky zbobtnalych
hydrogelii pomoci reometru s geometrii valec-véalec. Stanoveni probihalo u vzorkl
DAC5 SCNI1, DACS5 SCN2,5, DAC5 SCNS5 a DAC5 SCN7,5, a tedy pfi konstantnim
mnozstvi sitovadla DAC (5 mol. %) pomoci rotacniho reometru. Méfena byla dynamicka
viskozita jednotlivych hydrogeld pii konstantni frekvenci 1 Hz s amplitudou deformace 1 %
po dobu 2 h vgeometrii valec-valec. Rozsah dynamickych viskozit v zavislosti
na koncentraci se pohyboval od 0,23 — 6,5 Pa.s. Nejvyssi nartist dynamické viskozity byl
zaznamenan do 10 min od pocatku meéfeni. Pfi vétsi koncentraci SCN byly hodnoty
dynamické viskozity znatelné vyssi. Hodnota dynamické viskozity témet vSech vzorki se
stale zvySovala 1 na konci méteni (Obr. 18), coz naznacuje, Ze gelace stale jeSté nebyla
ukoncena. Pro dal$i studium vzorki hydrogeld byly zvoleny vzorky o nejvyssi koncentraci
SCN (7,5 mg.ml™), jelikoZ pouze u nich doslo v daném &asovém tseku ke gelaci, zatimco

u ostatnich doslo pouze ke zvySeni dynamické viskozity.

Zavislost viskozity gel( na ¢ase dle zvysujici se

koncentrace SCN
9,853
6,568

4,379
2,919
1,946
1,297

0,865
0,577
0,384

0,256
0,171
0,114
0,076

0,051
0,034
0,023
0,015
0,010

0 1200 2400 3600 4800 6000 7200

viskozita [Pa.s]

¢as [s]
DAC5_SCN5 = DAC5_SCN7,5

— DAC5_SCN1 DAC5_SCN2,5

Obr. 18: Zavislost dynamické viskozity gelu na case dle zvysujici se koncentrace SCN
U vzorki s nejnizsi koncentraci SCN byl dale zkouman jesté vliv mnozstvi sitovadla pomoci
tzv. inverse-tube testu a vybrané nezgelované vzorky byly charakterizovany pomoci DLS

analyzy.
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6.1.2 Inverse tube test

Inverse tube test (ITT) je vyuZzivan pro kvalitativni urceni Casu gelace. Hydrogely byly
vytlaCeny pfes smeSovaci nastavec do injek¢nich stfikacek, které byly v pravidelnych
intervalech otaCeny. Za gelacni Cas je povazovana doba, po niz uz obsah sttikacky nestekl.
koncentraci SCN (1 a 7,5 mg.ml") o réiznych molarnich pomérech sitovaciho &inidla DAC.
V tomto testu uspéla pouze polovina vzorkt, a to téch s vyssi koncentraci SCN (Obr. 19).
Konkrétné se jednalo o vzorky DACS SCN7,5, DAC10_SCN7,5, DAC20 SCN7,5
a DAC50 SCN7,5 jejichz gelacni Casy jsou uvedeny viz. Tab. 6.

i)
/il

1
¥

Obr. 19: Inverse tube test

Tab. 6: Stanovena doba gelace jednotlivych vzorkit hydrogelii

Vzorek Doba gelace [min]
DACS5 SCN7,5 20,0
DACI10 _SCN7,5 15,0
DAC20 SCN7,5 4,0
DACS50 SCN7,5 0,5
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cvwr

az na 50 %, a tudiz neprosli ITT testem, proto byly nésledné charakterizovany pomoci DLS
analyzy. U hydrogela s nejvyssi koncentraci SCN (7,5 mg.ml-1) doslo ke gelaci v rozmezi

0,5 — 20 min, v zavislosti na obsahu sitovadla.

6.1.3 DLS analyza

Nezgelované vzorky hydrogelll o koncentraci 1 mg.ml SCN o riznych molarnich pomérech
sitovadla byly podrobeny DLS analyze. Nejmensi Castice o velikosti 350 = 150 byly
pozorovany u vzorku DACS5 SCNI. Ostatni ¢astice mély velikost nad 4500 nm, coz sahalo

za hranici méteni pfistroje (Tab. 7).

Bylo tedy zjisténo, ze tyto vzorky hydrogell Ize povazovat za mikrogely. Mikrogel se
definuje jako systém disperznich koloidnich ¢astic o velikosti v fddech nm az pm, coz

odpovid4 naméfenym datim. [50]

Tab. 7: Vypocitané prumery velikosti dispergovanych castic vzorkii hydrogelii

Vzorek CSCN NDAC Velikost castic
[mg. ml] [mol. %] [nm]
DACS5 SCNI1 2 5 350+ 150
DAC10 SCNI 2 10 > 4500
DAC20 SCNI1 2 20 > 4500

6.1.4 Parametry sité

Parametry sit€¢ riznych vzorkt SCN/DAC hydrogeli byly vypocitany podle rovnic
v kapitole 3.2. Sledované vzorky zahrnovaly uZ pouze vzorky s nejvyssi koncentraci SCN
ariznym mnozstvim sitovadla: DACS5 SCN7,5, DAC10 SCN7,5, DAC20 SCN7,5
a DACS50 SCN7,5. Jejich vysledky jsou uvedeny v Tab. 8. Vysledky ukézaly, Ze zbobtnani
matric hydrogelu je zavislé na mnozstvi sitovadla. Cim nizsi obsah sitovadla, tim vice je
hydrogel schopen navazat na sebe vodu, a tedy zbobtnat. Vypocitané hodnoty EWC
(equilibrium water content) mély naopak klesajici charakter se zvySovanim mnoZstvi
sitovadla, a tedy menSim obsahem vody v rovnovdzném zbobtnalém stavu hydrogelu.

Gelova frakce se naopak zvétSovala se vzristajicim mnoZstvim sitovadla.

Témto faktim neodpovidal vzorek DACS5 SCN7,5, u kterého doslo pravdépodobné
k Castenému rozpusténi a rozpadu sité, coz ovlivnilo stanovené sitovych parametri.

Nejvyssi hodnoty zbobtnani i EWC tak vykazuje vzorek SCN7,5 DACIO.
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Tab. 8: Vypocitané hodnoty stanoveni parametrii site

Vzorek Zbobtnani EWC Gelova frakce
[%0] [Yo] [Y0]
DAC5 SCN7,5 43200 + 10500 99,8 0,05 0,6 +£0,2
DAC10 SCN7,5 48500 + 3400 99,9 +0,0 0,8+0,0
DAC20 SCN7,5 36600+ 1110 99,7 +0,0 0,6 +0,1
DAC50 SCN7,5 1600 + 300 93,8 +1,1 8,5+0,5

6.1.5 Viskoelastické vlastnosti

Charakteristika viskoelastickych vlastnosti hydrogeli v rovnovazné zbobtnalém stavu

zahrnovala studium vzorkl, které uspésné¢ prosli ITT testem, a tedy doSlo ke gelaci.
Konkrétné se jednalo o vzorky DACS5 SCN7,5, DAC10 SCN7,5, DAC20 SCN7,5
a DAC50 SCN7,5. Viskoelastické vlastnosti nevypranych vzorkli byly méfeny pomoci

reometru s frekvenci 1 Hz az 10 Hz pti konstantni deformaci 1 %. Na Obr. 20, Obr. 21

a Obr. 22 jsou znazornény moduly elastické, ztratové a komplexni v zavislosti na frekvenci

a jejich naméfené hodnoty jsou uvedeny v Tab. 9, Tab. 10 a Tab.11.

Tab. 9: Namérené hodnoty elastického modulu

DACS5 SCN7,5 | DAC10_SCN7,5 | DAC20_SCN7,5 | DACS0 _SCN17,5
frekvence G* chyba G* chyba G* chyba G* [Pa] chyba
o [1/s] [Pa] [Pa] [Pa] [Pa] [Pa] [Pa] [Pa]
1,00 5 1 6 3 16 2 193 11
1,58 6 1 6 3 16 2 201 15
2,51 6 2 7 4 16,3 0,9 220 21
3,98 6 2 8 5 16,6 0,7 233 28
6,31 7 2 9 6 17 1 245 31
10,00 7 2 12 11 17 2 252 41
2500
£ s
o L
Lz ?
1
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00
o [1/s]
DAC5_SCN7,5 DAC10_SCN7,5 DAC20_SCN7,5 DACS50_SCN7,5

Obr. 20: Zavislost elastického modulu na uhlové frekvenci
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Z Obr. 20 je patrné, ze elasticky modul vykazoval nejvétsi hodnoty u vzorku

DAC50 SCN7,5, ktery obsahoval nejvice sitovaciho Ccinidla, a tudiz mél nejhustsi

zesitovani. Mezni hodnoty elastického modulu SCN/DAC hydrogelti se pohybovaly
od (252 + 41) Pa u vzorku DAC50 SCN7,5 po (5 = 1) Pa u vzorku DAC5 SCN?7,5.

Parametry vzorka piipravenych pomoci 5 a 10 % jsou shodné v rdmci chyby méteni.

Tab. 10: Namérené hodnoty ztratovéeho modulu

DACS SCN7,5 DAC10 SCN7,5 | DAC20 SCN7,5 | DAC50 SCN7,5
frekvenc G" [Pa] chyba G” chyba G" chyba G” chyba
e [1/s] [Pa] [Pa] [Pa] [Pa] [Pa] [Pa] [Pa]

1,00 0,9 0,3 0,3 0,2 1,7 0,2 27 10
1,58 0,9 0,3 0,5 0,2 1,6 0,4 22 3
2,51 0,5 0,4 0,59 0,06 1,6 0,3 21 2
3,98 0,8 0,3 0,46 0,03 1,6 0,5 17 2
6,31 0,7 0,3 0,7 0,4 1,2 0,4 16 2
10,00 1,1 0,2 1,2 0,7 1,4 0,2 16 3
100
i |
10 T
[ —35 3 3 _ |
1 ® I = -+ T
. A 3 { !
T
0
0 2 4 6 10 12
o [1/s]
DAC5_SCN7,5 DAC10_SCN7,5 DAC20_SCN7,5 DAC50_SCN7,5

Obr. 21: Zavislost ztratového modulu na uhlové frekvenci

Zavislost ztratového modulu hydrogelti na frekvenci ma podobny charakter jako tomu je

u modulu dynamického. Nejvyssi hodnoty nélezi vzorklim s nejvys$$im obsahem sitovadla.

Mezni hodnoty ztratového modulu se pohybuji od (27 + 10) Pa u vzorku DAC50 SCN7,5
po (0,3+£0,2) Pau vzorku DAC10_SCN?7,5. Ve vSech ptipadech ale byla hodnota ztratového

modulu vyrazn€ mensi nez u modulu elastického, coz znaci, ze se jednd o strukturované

hydrogely s ptevahou elastického chovani nad visk6znim.
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Tab. 11: Nameérené hodnoty komplexniho modulu

DACS SCN7,5 | DAC10 _SCN7,5 | DAC20 SCN7,5 | DAC50 SCN7,5
frekvence | G* chyba G* chyba G* chyba G* [Pa] chyba
o [1/s] [Pa] [Pa] [Pa] [Pa] [Pa] [Pa] [Pa]
1,00 5 1 6 3 16 2 195 9
1,58 6 1 6 3 16 2 202 15
2,51 6 2 7 4 16,3 0,9 221 20
3,98 6 2 7 5 16,7 0,7 234 29
6,31 7 2 9 6 17 1 245 30
10,00 7 2 12 11 17 1 252 41
1000
100
b o &
10 ————F T '
= I T 1 T
1
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00
o [1/s]

—8—DAC5_SCN7,5 DAC10_SCN7,5 DAC20_SCN7,5

DAC50_SCN7,5

Obr. 22: Zavislost komplexniho modulu na uhlové frekvenci

Vysledna namétena zavislost komplexniho modulu odpovidala ptfedpokladu dle rovnice

v kapitole 3.2 a kopiruje trendy pozorované u elastického modulu. Opét nejvyssi hodnoty

zaujimaly komplexni moduly vzorku hydrogelu s nejvys§im obsahem sit'ovaciho ¢inidla

DAC (DAC50_SCN7,5).

6.1.6 SEM analyza

Kryogely pfipravené lyofilizaci ze zbobtnalych vzorki hydrogeld DACS SCN7,5

a DAC50_SCN7,5 byly analyzovany pomoci rastrovaci elektronové mikroskopie (SEM)

pfi zvétseni 10 000 x a 30 000 x. Pozorovan byl vliv mnozstvi sitovadla pro tvorbu siti

hydrogelu. Z Obr. 23 a 24 je zfejmé, Ze dochazelo k tvorbé zesiténych rovin v podobé

navrstvenych plastti. Cela struktura obou vzorkii hydrogelii vcetné plasti je velmi

neuspofadand az chaoticka s lokalnimi vétSimi shluky siti. S ohledem na chaotickou

strukturu nelze usoudit, jestli mélo mnozstvi sitovadla vliv na porozitu sité¢ hydrogeli.

Pozorované péry maji rozméry az nékolik pm.
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1 000x)

Obr. 24: Mikrofotografie dvou vzorkit hydrogelit SCN/DAC porizené SEM (zvetSeni
10 000x)

6.1.7 Testy cytotoxicity

Test cytotoxicity probéhl na extraktech hydrogelu v kultivaénim médiu podle normy CSN

EN ISO 10993 (Obr. 26). Za bunécnou linii byly zvoleny mys$i embryondlni fibroblasty
(NIH/3T3).
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Obr. 25: Znazorneni zivotaschopnosti bunék pro extrakty SCN7,5 DAC50
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Obr. 26: Znazornéni Zivotaschopnosti bunék pro extrakty SCN7,5 DAC20
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Obr. 27: Znazorneni zivotaschopnosti bunék pro extrakty SCN7,5 DACI0
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Obr. 28: Znazornéni Zivotaschopnosti bunék pro extrakty SCN7,5 DACS5



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 52

Z Obr. 25, 26, 27 a 28 je patrné, ze nedoslo k vyznamnéjSimu poklesu zivotaschopnosti
ani u jednoho extraktu hydrogelu pfi riznych koncentracich sitovadla. VSechny vzorky
hydrogelii lze tedy povazovat za netoxické podle ISO 10933-5. Zavérem je mozno
deklarovat, Ze z pohledu cytotoxicity extraktl jsou vSechny vzorky vhodné pro medicinské
aplikace, jako jsou naptiklad hydrogelové néplasti ¢i pfenosnd matrice pro parenteralni

aplikaci.

6.2 NASYCENI HYDROGELU BIOLOGICKY AKTIVNI LATKOU A
JEJI UVOLNOVANI

Pro zkoumani kinetiky uvoliiovani biologicky aktivnich latek z hydrogelu byl vybran kofein
jako modelova latka s ohledem na jeho vybornou rozpustnost ve vodé¢ a pro jeho vysokou

absorbanci v UV/VIS pfi nizkych koncentracich.

Jeho wuvoliovani bylo zkouméano u vybranych vzorkii zbobtnalych hydrogelt
DACS5_SCN7,5 a DAC50 SCN7,5, které se liSi mnozstvim sitovadla a porovnano
s roztokem obsahujicim stejné mnozstvi kofeinu. Tudiz rychlost uvoliovani kofeinu
z hydrogelu by méla byt ovlivnéna hustotou jeho zesiténi ale také velikosti molekuly
biologicky aktivni latky. Priibéh uvolnovani kofeinu z hydrogelti znézoriiuje graf casové

zavislosti kumulativniho uvolnéni (Obr. 29).
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Obr. 29: Kinetika uvolniovani kofeinu dvou riizné zesiténych vzorkii hydrogelit
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Je zfejmé, ze se prubéh uvoliiovani danych vzorkl sice li§i pii porovnani vzorkil se
samotnym kofeinem, které bylo vyrazné rychlejsi, ale mezi obéma vzorky se uz ptilis nelisi.
Nejrychlejsi uvolnéni biologicky aktivni latky nastalo jiz v prvni hodiné, kdy doslo
k uvolnéni 44 — 50 % nasycené¢ latky. Ackoliv byl pribéh uvoliiovani pozorovan v priabchu
48 h, uz béhem 8 h se uvolnil témét veskery obsah kofeinu, a to konkrétn€ 95 — 99 %. Vliv
mnozstvi sitovadla je znatelny, i kdyz jen velmi mélo. Pomalejsi uvoliiovani probihalo

u hydrogelu s vyssim obsahem sit'ovaciho Cinidla, a tedy vyssi miry zesiténi.

Na zéavér Ize podotknout, ze takto vysoka rychlost uvolnovani 1é¢iv mize byt skvéle vyuzita
v medicinském odvétvi hojeni ran pro biomateridlové produkty jako jsou hydrogelové

naplasti, u kterych se ptedpoklada doba aplikace v jednotkach hodin.

6.3 TEST INJEKTOVATELNOSTI HYDROGELU

Test injektovatelnosti probéhl pouze u vzorku SCN7,5 DACS50, tedy s nejvysSim
mnozstvim sitovadla. Schopnost injektovatelnosti byla testovana vytlaCenim daného
hydrogelu zinjekéni stfikacky ptes jehlu G18. Z Obr. 30 lze pozorovat, ze 1 nejvice
zesitovany hydrogel je bez problémil injektovatelny, coz znaéné rozsifuje moznosti jeho

aplikace v mediciné.

Obr. 30: Test injektovatelnosti hydrogelu SCN7,5 DAC50
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ZAVER

V této bakalarské praci byla piipravena fada vzorkl injektovatelnych SCN/DAC hydrogela
s rozlicnymi vlastnostmi, ¢ehoz bylo docileno pomoci kombinaci riiznych koncentraci SCN
matrice s riznymi molarnimi poméry sitovadla DAC. Tato skutecnost umoziovala ziskat
relativné Siroky rozsah parametrti sité¢ hydrogeld, a jejich viskoelastickych vlastnosti.
Na zavér byla také stanovena kinetika uvolnovani biologicky aktivni latky z matrice
a biokompatibilita hydrogeli. Diky t€émto testim charakterizace hydrogeli bylo mozné urcit

vzorky s nejvhodnéjsimi vlastnostmi pro medicinské aplikace.

Cvwr

nezgelovaly, a proto byly vylouceny z dal$iho studia. Charakterizovany byly pouze pomoci
DLS, kde se prokézala ptfitomnost koloidnich disperznich ¢astic o velikosti odpovidajici

mikrogelu.

Vliv mnozstvi sitovadla k obsahu matrice byl jasné pozorovatelny u parametrti hydrogela.
Nejvyraznéjsi schopnost zbobtnani a hodnotu EWC vykazoval vzorek DAC10 SCN7,5.
Ackoliv hodnota gelové frakce méla mit zpravidla klesajici charakter se zvySujicim se
mnozstvi sitovadla DAC, vzorek DACS5 SCN7,5 tuto hypotézu narusoval. To je zifejmé
dano faktem, Ze nejméné zesitovany hydrogel DACS5 SCN7,5 se ¢astecné rozpoustél, a to

zkreslilo ur€eni parametr site.

Vliv podilu DAC se projevil také u viskoelastickych vlastnosti vzorkd hydrogelt
v rovhovazné zbobtnalém stavu, kdy vyssi hodnoty elastického, ztratového 1 komplexniho
modulu vykazovaly vzorky hydrogeld o nejvyssim mnozstvi DAC. V komplexnim modulu
pfevazovala hodnota elastického modulu nad ztratovym. Tento fakt dokazuje pfevahu
pevného chovani hydrogelid nad chovanim viskéznim, a tedy zavisi pfevazn€ na podilu

sitovadla. Nejvetsi elasticita se projevila u vzorku DAC50 SCN7.,5.

Pti porovnani mikrofotografii vzorki s nejmensim a nejvyssim obsahem DAC, které byly
pofizeny SEM analyzy vykazoval vzorek DACS5 SCN7,5 zietelnou tvorbu velkych
vrstevnatych plastii. U vzorku DAC50 SCN7,5 byly tyto plasty mensi. U obou vzorki se
vyskytovala také samostatné shluky vldken. Vzhledem k jejich chaotické struktufe nelze

prokazat jakykoliv Gi€inek rizného mnozstvi sitovadla DAC na porozitu hydrogelu.

Testy cytotoxicity prob&hly Uspésné pro vSechny vzorky hydrogelovych extraktl a podle
normy ISO EN 10993 se daji povazovat za necytoxické, a tudiZ jsou ziejm& vhodné

pro medicinské aplikace.
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Kinetika uvoliiovani biologicky aktivni latky (kofein) ze vzorkl hydrogelii byla sledovana
v pribéhu 48 h. Rychlost uvoliiovani byla nejintenzivnéjsi v prvni hodiné, kdy se jednalo
az 0 44 — 50 % uvolnéni nasycené latky a po 8 h doslo k az 95 — 99 % uvolnéni kofeinu.
Ovsem ke kompletnimu uvolnéni doslo az po 24 h. Hodnoty kumulativniho uvoliovani
pro oba méiené vzorky probihaly velmi podobné, coz svéd¢i o nizsi dalezitosti vlivu podilu

sitovadla.
Bylo zjisténo, ze nejvhodnéjsimi necytotoxickymi injektovatelnymi hydrogely byly vzorky

s vysS§im obsahem SCN. Za nejidealnéjsi hydrogel pro postupné uvoliiovani latek by se tedy

dal povazovat vzorek SCN7,5 DACS50.
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IPN
uv
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DAC
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EWC
UV-VIS
MTT
ITT
UPW

MWCO

Pted nasim letopoctem
Polymethylmetakrylat

Trojrozmérny model
Poly(ethyleneglykol)
Poly(vinylalkohol)

Poly(akrylamid)

Interpenetrujici polymerni sit’
Ultraviolet

Deacetylovany chitosan

Dialdehyd celulézy
2,3-dikarboxylova kyselina celulosy
Skenovaci elektronova mikroskopie
Transmisni elektronova mikroskopie
Rastrovaci tunelova mikroskopie
Mikroskopie atomarnich sil
Katodova trubice (cathode ray tube)
Obsah vody v rovnovazném stavu zbobtnani

Ultrafialové a viditelné zareni

Thiazolova stl (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid)

Inverse tube test

Ultracista voda

Mezni molekulova hmotnost propustnosti (Molecular weight cut-off)
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