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ABSTRAKT

Tato bakaléfska prace se zabyva ptipravou hydrogeli na bazi modifikovanych hyaluronanii
(HA) sesitovanych Schiffovou bdzi. Ptipravené vzorky hydrogell se 1isi svym chemickym
slozenim a koncentraci modifikovanych hyaluronand (1%, 2%, 3%). Hydrogel je slozen
z amidovaného hyaluronanu pfipraveného za ptitomnosti aktivaéniho ¢inidla DMTMM
nebo EDC a oxidovaného hyaluronanu. Cilem této prace bylo provést modifikace
hyaluronanu a nésledné jeho kombinace amidované a oxidovaného formy sesitovat za
pfipravy 3D hydrogelové sité. Naslednou charakterizaci hydrogelli se diskutoval vliv
jednotlivych parametri (molekulové hmotnosti vstupnich latek, stupné modifikace a
oxidace). Vysledky této bakalarské prace potvrdily, Ze celkova porozita hydrogeli na bazi
modifikovanych hyaluronani se 1i§i vzavislosti na koncentraci jejich vstupnich
amidovanych a oxidovanych forem hyaluronanu. Hydrogel na bdzi modifikovanych

hyaluronani predstavuje material o Sirokém vyuziti v 3D biotisku a mediciné.

Kli¢ova slova: modifikace hyaluronanu, amidace, oxidace, hydrogel

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the preparation of hydrogels based on modified HA
crosslinked by the Schiff base. The prepared hydrogel samples differ in their chemical
composition and concentration of modified HA (1%, 2%, 3%). The hydrogel is composed
of amidated hyaluronan prepared in the presence of an activating agent DMTMM or EDC
and oxidized hyaluronan. The aim of this work was to modify the hyaluronan and crosslink
its combination of amidated and oxidized forms to prepare a 3D hydrogel network.
Subsequent characterization of hydrogels discussed the influence of individual parameters
(molecular weight of starting materials, degree of modification and oxidation). The results
of this bachelor thesis confirmed that the overall porosity of hydrogels based on modified
hyaluronans varies depending on the concentration of their input amidated and oxidized
forms of hyaluronan. The hydrogel based on modified HA is a material with a wide range of

uses in 3D bioprinting and medicine.

Keywords: hyaluronan modification, amidation, oxidation, hydrogel
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UvVOD

Biomaterialy pfedstavuji v soucasné dob¢ hojné pouzivané materialy. Mezi historicky prvni
biomaterialy 1ze zatfadit uhlikové ¢astice aplikované tetovanim (pfed 5000 lety) nebo Inéné
nité pouzivané pii hojeni ran (pted 4000 lety) [1]. Od té doby, co bylo prokdzéano, ze nemaji
negativni vliv na stav hostitele, se hojn¢ vyuzivaji pfevazné pro interakce s biologickymi
systémy. Lze je extrahovat zpfirody (kolagen, elastin) nebo vyrabét synteticky (kovy,

polymery). Pro konkrétni aplikace je Ize rizné¢ modifikovat [2; 3].

V mnoha aplikacich doslo k ndhradé polymert za biopolymery. Tato skupina materialu je
soucasti rostlin (celuléza) i zivodichi (zelatina). Jejich primyslova vyroba vyuziva
obnovitelné zdroje a je tim tedy soucésti tzv. zelenych technologii. Mimo rozsahlé vyuziti
v biomedicing (hojeni ran) jsou soucésti i obalového (polylaktid, PLA) primyslu a
kosmetiky (kyselina hyaluronova) [4]. Bipolymery interagujici s zivym organismem jsou

z velké Casti polysacharidy.

Polysacharidy maji jednotnou strukturu fetézce, ktery tvoii opakujici se monosacharidové
jednotky, které jsou spojeny glykosidickou vazbou. Na zéklad¢ slozeni fetézce se déli na
homoglykany a heteroglykany. V urcitych koncentracich tvoii pfirozenou soucast lidského
téla. Zastupce ze skupiny homoglykanem ptedstavuje Skrob, soucasti skupiny heteroglykanti

jsou glukosaminoglykany (GAG), do kterych patii i tolik popularni hyaluronan [5; 6].

Hyaluronan je nenahraditelnou soucésti extracelularni matrix pojivovych tkéni zivych
organismui. V zavislosti na sloZitosti polymerniho fetézce lze jeho struktura rozdé€lit na
primarni, sekundarni a terciarni. I pfes dlouhou dobu pouzivani je hyaluronan stale
pfedmétem vyzkumnych projektti. Primyslova vyroba je zalozena na extrakci zurcitych
druhii bakterii (pf. Streptococci A). Vyznamné vlastnosti (napt. vysokd hydrofilita) mu
zajistily rozsahlé vyuziti. Nékteré aplikace ale vyZzaduji Gpravu nativnich vlastnosti HA [7;

8].

Hyaluronan je diky ptfitomnosti hydrofilnich skupin na svém fetézci velmi dobte rozpustny
ve vode. To se ale u nékterych aplikaci nemusi hodit, proto se provadi chemické modifikace
HA. Modifikacemi hyaluronanu se zabyva Siroké mnozstvi autorti. Tato prace konkrétné
Cerpala zdroje ze studii provedenych autory Bulpittem a spol. (1999) [9], D 'Estem (2014)
[10] a Kedariou (2017) [11]. Cilovymi funkénimi skupinami na polymernim fetézci HA jsou
karboxylova a hydroxylova skupina [7]. V této praci se pfipravuje tzv. amidace a oxidace

hyaluronanu. Provedené modifikace byly charakterizovany nuklearni magnetickou



rezonanci (NMR), infracervenou spektroskopii (FT-IR) a vypocty stupné modifikace (DS) a
stupné oxidace (SO).

Vzijemnym spojenim produktti téchto modifikaci lze piipravit zédkladni matrici tzv.
hydrogel (metodou Schiffovy bdze). Hydrogel lze oznacit za tzv. 3D polymerni sit. Za
ucelem vytvoreni hydrogelu na bazi amidovaného a oxidovaného hyaluronanu byly
provedeny sit'ovaci reakce téchto vstupnich roztokii. Nasledkem vzniku 3D hydrogelové sité
se materialu mimo jiné zméni molekulova hmotnost a botnaci vlastnosti [12]. Skenovaci
elektronovy mikroskop (SEM) byl vyuzit pti charakterizaci vnitini struktury pfipravenych
hydrogelt.

Cilem této prace bylo popsat problematiku modifikace funkénich skupin polymerniho
fetézce hyaluronanu oxidaci a amidaci. U amidace HA byl feSen vliv aktivacnich ¢inidel
DMTMM a EDC na vysledny produkt. Ob& modifikace byly provedeny v zavislosti na
proménnych podminkéch reakce, konkrétné molekulové hmotnosti a koncentraci polymeru,
molarnim poméru reagujicich latek a podminek reakce (&as, teplota, pH). Usp&snost
provedené modifikace byla dale charakterizovana pomoci NMR a FT-IR spektroskopie.

Modifikace byly ur¢itymi metodami charakterizace analyzovany.



I. TEORETICKA CAST



1 BIOMATERIALY

Biomateridly lze povazovat za plsobivé materidly, které se v mediciné vyuzivaji
pii interakci s biologickymi systémy [1]. Dokazou 1é¢it a nahrazovat tkan¢ ¢i organy a
nevyvolaji pfitom negativni reakci hostitelského organismu, jako napft. alergicky nebo
zanétlivy proces. Mohou byt pfirodniho ¢i syntetického ptivodu a i pfesto byt kompatibilni
s zivym organismem. Do této skupiny materialii 1ze zatadit napt. kovy, keramiku a jeji
kompozity, ¢i polymery. Prvotni vyuziti nékterych biomateridli shrnuje nize

uvedeny Obrazek 1 [2; 3].
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. P! J . bioinertni materialy ) biomimetické materialy
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Obrazek 1: Aplikace biomaterialt v priibéhu let

Dle literatury lze biomaterialy rozdélit na zékladé nékolika riznych kritérii napt. podle
konkrétnich vlastnosti (napf. bioinertni, bioaktivni, biokompatibilni, biodegradabilni) a

zamyslené aplikace jak je uvedeno na obrazku 2.



piirodni kolagen, elastin, gelatin

biomaterialy

umely

kovy keramika polymery kompozity

Obrazek 2: Klasifikace biomateriala [4]

Nejcasteji lze biomateridly rozd€lit na vstrebatelné a nevstiebatelné materialy.

V ptipad¢ vstirebatelnych materialii dochazi po jejich implantaci do organismu k pomalé
degradaci s naslednou resorpci okolnim prostfedim, tkanémi a tekutinami. Tyto materialy se
poté zcela rozpusti v télni tekuting€. Nevstrebatelné materialy po implantaci do téla degradaci

nepodléhaji.

Plivod biomateriala je variabilni. Nékteré mohou byt nalezeny v ptirodé (v pevné i1 kapalné
formé), jiné se mohou pfipravovat synteticky. Samotnému zavedeni biomaterialu do praxe
predchazi dlouhy proces, ktery zavisi na diikkladné diagnostice (z pohledu vyzkumu). Jejich
vyrobu lze rozd¢lit do nékolika kroki: (1) technicky navrh, (2) testovani in vitro a in vivo,

(3) pozadavky trhu, (4) realizace praimyslové vyroby a (5) uvedeni na trh [2].

Velkou skupinu biomaterialt tvoii bioinertni kovy (napf. titan), ktery lze pouzit pfi ndhradé
kloubu (rameno, koleno, kycel) v ortopedii. Kovy nachazi své uplatnéni ve form¢ zubnich
implantatl ve stomatologii stejné jako keramika. Keramika v téle dokaze nahradit ¢asti
poskozené kosti. Nemén¢ rozsdhlou skupinu biomateriali tvoii polymery Jejich aplikace je
rozséahla, napt. v medicinskych aplikacich se jedna pievazné o tzv. biopolymery, které Yadav
a spol. (2015) povazuji za makromolekuly, izolované zzivych systémi (rostliny,
mikroorganismy a zvifata) [5]. Pfedstavuji klicovou slozku nékterych hydrogelt
(napt.hyaluronan), mohou se podilet na pienosu 1é¢iv, hojeni kiize (kolagen) ¢i vyzive
chrupavky [1; 6]. Kompozity se vyuzivaji jako biosenzory a mikroelektrody. D4 se fict, ze
dnesni doba postupné¢ nahrazuje tradi¢ni materialy za ty udrzitelné a tzv. pokrocilé, jejichz

vlastnosti se mohou podle potieby fidit. Casto se jedn o fyzikalni, elektrické a biologické



vlastnosti materialu, (konkrétné ty biologické vlastnosti) které usnadnuji 1écbu poskozeného

organu [7].

Nekteré biomateridly (pfirodni i syntetické) je potieba pro urcité aplikace modifikovat tak,
aby vyhovovaly naro¢nym pozadavkiim zamyslenych bioaplikaci [2]. Piikladem pouziti
biomateridlu mize byt napli do 3D biotiskdrny. Takovym materidlem mulize byt synteticky
polyuretan, ktery diky své povaze vynikd spolehlivou biokompatibilitou, nizkou
biodegradabilitou a variabilni teplotou piechodu solu v gel. Jeho nevyhodou je naopak horsi
adheze aplikovanych bun¢k na jeho povrch. Dalsim piikladem biopolymeru potenciondlné
aplikovaného pomoci metody 3D tisku je hyaluronan (HA), kterym se tato prace zabyva.
Jednd se o biokompatibilni polymer, ktery diky svému strukturnimu uspoifadani a jeho
piirozenému vyskytu v lidském téle je netoxicky. Ptiprava takového materidlu, ale v jeho
ptipad¢ vyZaduje modifikaci n¢kterych vlastnosti (napf. omezeni rozpustnosti ve vod¢) tak,
aby si material béhem tisku zachoval svlij tvar a pfitom nedoslo ke zhorSeni jeho

biokompatibility a toxicity. [8].



2 BIOPOLYMERY

Biopolymery mizeme definovat jako polymery biologického plivodu, které postupem casu
nahrazuji polymery, jejichZ monomery je nezbytné extrahovat z ropy. Kromé usetieni této
suroviny v petrochemickém prumyslu, je jejich dalsi vyhodou i nizké energetickd narocnost
vyroby, napt. mikrobidlni biotechnologii zeméd¢€lskych plodin (cukrova titina, skrob) s
vyuzitim obnovitelnych zdroji energie. Biopolymery jsou netoxické a biokompatibilni,
mohou se tedy vyskytovat i v Zivych systémech, kde se ¢asto podileji na kontrole Cinnosti
tkani [9; 10]. Jsou soucasti rostlin (celuldza, chitosan) 1 zivo€ichl (Zelatina). Rozdéleni
biomateriali neni Gplné€ jednoduché, mezi jednotlivymi zastupci se porovnava plno aspekti.
Jejich zakladni rozdéleni uvadi Obrazek 3. Biopolymery lze rovnéZz klasifikovat podle
rozlozitelnosti (biodegradovatelné a nebiodegradovatelné) ¢i podle typu vstupniho
monomeru (polysacharid, protein a nukleova kyselina) [10]. T kdyZz jsou prabézné
objevovany jejich nedostatky (problémy se stabilitou, optimalni molarni hmotnosti) [11],
jejich vyuziti se stale zvySuj, zejména v oblastech obalového primyslu (napt. polylaktid -
obaly potravin), biomediciny (Zelatina - obvazy ran) a zeméd€lstvi (fizené uvolnovani
pesticidt). Jisté se v budoucnu zapoji i do vyvoje 1€Civ v oblasti personalizované mediciny
(formovani podle individuédlni biologie clovéka). Odhaduje se, ze v roce 2023 piesdhne

globalni produkce biopolymert 2,5 milionu tun [10; 11].
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Obrazek 3: Tradi¢ni rozdéleni biopolymert




3 POLYSACHARIDY

Polysacharidy tvofi spolu s proteiny a polynukleotidy podskupinou biopolymeri. Jedna se o
uhlovodikové fetézce slozené z monosacharidovych jednotek spojenych glykosidickou
vazbou. Nékteré polysacharidy slouZi télu jako energeticka rezerva, jiné zajist'uji ochrannou
funkci. Monosacharidové jednotky mohou byt totozné (homoglykany), nebo vzajemné
jednotky glukozy. Diky jejich slabému propojeni je Skrob rozpustny ve vodé. Nejvice
zastoupenymi heteroglykany jsou glykosaminoglykany (GAG) [5; 12; 13]. VSechny GAG
maji jednotnou zakladni strukturu, a to opakujici se disacharidové jednotky N-acetyl-
glukosaminu a D-glukuronové kyseliny [14]. GAG fetézce jsou docela kratké (vétSinou do
20 kDa). Jejich vyrobu maji v buiice na starosti tzv. Golgiho téliska a endoplazmatické
retikulum. V jadrech peptidl jsou substituovany za vzniku proteoglykant. Zastupci GAG,
keratin, heparin a hyaluronan, jsou nejvice zastoupeny v pojivovych tkéani obratlovct [15].
Bézné polysacharidy mohou byt eventualnim zdrojem navrhu biomimetickych materiali
(napodobuji piirodni struktury). Jejich zastupci spolu s oblasti vyuziti shrnuje Obrazek 3

[16].
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Obrazek 4: Vybrané aplikace konkrétnich polysacharidi a jejich zdroji



4 KYSELINA HYALURONOVA

Kyselina hyaluronova je vyznamny pfirodni polysacharid. V Zivém organismu se vyskytuje
ve formé soli, proto se i v literatufe pfednostné pouzivaji nazvy hyaluronan (HA), hyaluronat
sodny ¢i sodné stl kyseliny hyaluronové. Patii mezi hlavni slozky extracelularni matrix
pojivovych tkéni, je tedy soucasti vSech zivych organismu [17; 18]. Prvni izolace HA byla
provedena jiz roku 1934 Karlem Meyerem a Johnem Palmerem z o¢niho sklivee skotu.
Pozdéji ve 20. stoleti se podafilo HA ziskat také z lidské pupecni S$iiliry a streptokokil
(Streptococcus bacterium) [6; 14]. Od té doby prosla mnoha vyzkumy v riznych védeckych
sférach, na zaklad¢ kterych byla napt. odhalena jeji vyznamna role v bunécéné signalizaci a
regeneraci tkani. Diky svym vlastnostem, jakymi jsou tieba viskoelasticita, biokompatibilita
a vysokd hydrofilita, ma Siroké vyuziti. Uplatiuje se prevazné v medicinskych,

farmaceutickych a kosmetickych aplikacich [14; 17].

4.1 Struktura a molekulova hmotnost HA

Hyaluronan patii spolu s keratinem do skupiny glykosaminoglykani, kterd jim udava
jednotnou zdkladni strukturu. Strukturni jednotku hyaluronanu tvoti p-1,3-N-acetyl-D-
glukosamin a a-1,4-D-glukoronova kyselina vzajemné propojenych glykosidickou vazbou

(viz Obrazek 5).

o-1,4-D-glukoronova kyselina

OH

CH; n

B-1,3-N-acetyl-D-glukosamin

Obrazek 5: Strukturni jednotka kyseliny hyaluronové
Chemickou strukturu HA popsali jako prvni v roce 1954 Bernard Weissmann a Karl Meyer
[14; 19]. Ob¢ disacharidové jednotky maji hydroxylové skupiny natocené v poloze trans a
karboxylové skupiny jsou v poloze gauche +. Intramolekuldrni stabilitu kazdého fetézce
zajist'uji 4 vodikové vazby. Dvé mezimolekuldrni vodikové vazby plisobi mezi sousednimi

fetézei [19]. Oproti jinym biopolymerim je primarni rozvétveni hyaluronanu jednodussi,



reprezentuji ho opakujici se disacharidové jednotky spojené p-1,4-glykosidickymi vazbami.
Funkéni skupiny na fetézci jsou hydrofilniho a hydrofobniho charakteru (viz Obrazek 6
[20]). Diky g poloze obou jednotek je struktura HA uloZena do energeticky stabilni polohy
[14; 15]. Sekundarni (intramolekularni) strukturu tvoti vodikové vazby, které jsou natolik
podobné vodikovym vazbam vody, ze je 1ze ve vodném prostiedi jen stézi odlisit. Terciarni
struktura HA zaujima riizné konformace makromolekuly v zavislosti na okolnim prosttedi
polymeru (pfitomnost soli, pH, teplota). Rotacni volnost konformace je do urcité miry
limitovany tuhosti ptfitomné glykosidické vazby a intramolekuldrnich vazeb, které ji spise
omezuji [14; 21]. Struktura ma schopnost vétveni i nevétveni. Dokaze vytvaret hustou sit
fetézcl, které jsou propojeny vazbami slabSimi, nez jsou vazby kovalentni. HA lze rovnéz
oznaCit za polymer nerozvétveny, kdy jsou jeho fetézce propojeny pravé vazbami

kovalentnimi [21].
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Obrazek 6: Hydrofilni a hydrofobni mista hyaluronanu
Délka natazeného fetézce HA o molekulové hmotnosti 6 MDa dosahuje pfiblizn¢ 15 um
(pramér 0,5 nm) [22]. HA mUlZe oproti jinym zastupcim ze skupiny GAG, ktefi maji
molekulovou hmotnost vét§inou mensi neZ 5-10* Da, dosahnout molekulové hmotnosti az

10 MDa [14; 23].

4.2 Vyskyt a jeji vyroba

HA je vyznamnou slozkou extracelularni matrix (ECM) u obratlovct, kterd jako jedina
z GAG neobsahuje sulfatovou skupinu [24]. Jeho syntéza probiha v plazmatickych
membranach bunék. Nejvyssi koncentraci hyaluronanu obsahuji pojivové tkané, konkrétné
sklivec lidského oka, pupecni $iitira, kize a synovialni kloubni tekutina (3-4 mg/ml). Jeho
velké mnozstvi obsahuje i1 kohouti hiebinek (nad 7,5 mg/ml). VSechny odbéry z takovych
biologickych zdroju (zvifeci materidl) musi prochazet dikladnym ¢isténim [25]. Vyskytuje
se také v plicich, ledvinach a mozku. Jeho nejniZ§i mnozstvi bylo naopak nalezeno v krvi.

T¢lo dospélého Cloveka obsahuje ptiblizné 15 g HA [20]. Analyza t¢la krysy odhalila vysoky



vyskyt HA v kizi (33,8 mg HA z celkové vahy kiize 40,2 mg) a kostech, mensi pak ve
svalech [15; 23]. Zajimavou extrakci HA piedstavuje izolace z kiize zraloki, ktera

v soucasnosti klesa z davodu podpory prodlouzeni zivota téchto paryb [25].

Molekuly hyaluronanu se do ECM dostanou z cytoplazmy prostfednictvim poéra HA syntazy
(transmembranovy enzym, ktery zprostfedkovava obousmérny ptechod HA do/z ECM),

které jsou na hranici mezi intracelularnim a extracelularnim prostorem [24].

Nartstajici poptadvku hyaluronanu v soucasné dobé zastituje jeho prumyslova vyroba.
Velkou ¢ast produkce HA zabira mikrobialni fermentace za pouziti kment Streptococci A
a C. V poslednich letech se vyuzivaji i geneticky modifikované kmeny bakterii (Halomonas

smyrnensis AAD6T) [20; 26].

4.3 Vlastnosti HA

Nativni vlastnosti hyaluronanu jsou hlavnim divodem jeho Sirokého vyuziti. Vysoka
molekulova hmotnost hyaluronanu, se fadné projevi na makroskopickych i mikroskopickych
vlastnostech polymeru, ptimou umérou ovliviiuje viskozitu. Diky svym funkénim skupinam
je siln¢ hydrofilni. V prostfedi vody mize svilj objem zvétsit az na 1000x pivodniho objemu
[21; 27]. HA si dokaze zachovat svoji viskoelasticitu 1 v ptipadé, Ze obsahuje 99 % vody
[21]. Mezi pH prostiedim a viskozitou roztokid HA byla zjiSténa 0zka souvislost. V kyselé
oblasti pH (pH ~ 2,5) HA totiz vytvaii tzv. mezimolekularni sit. Cim je ale prostiedi
zéasaditéjsi, tim rychleji jeji viskozita klesa [19]. Jak uz bylo naznaceno vyse, rozdilné
molekulové hmotnosti HA, zapticinuji chod riznych biologickych déji a bunééného
chovani. Kratké fetézce napt. usnadiuji pribéhy bunécéné proliferace a migrace, zatimco
delsi fetézce vykazuji spiSe protizanétlivé u€inky. Hyaluronan hydratuje ECM, ¢imzZ ptispiva
k jeho fyziologické rovnovaze. Dokéze buiice regulovat distribuci plazmatickych proteinta a
zajistovat vymeénu iontll. Interaguje s receptory, napt. s CD44 (transmembranovy receptor
glykoproteinu) [23; 24]. V tkanich ¢loveka a zvifat se ¢as rozpadu HA pohybuje v rozmezi
hodin az dnti [15].

4.4 Modifikace HA

Prosty polymerni fetézec hyaluronanu nelze, zejména z divodu vyrazné degradace, vysoké
rozpustnosti ve vod¢ a Spatnym mechanickym vlastnostem, pouzit pro nékteré aplikace jako
biomateridl [18]. Pro upravu nejen zminénych vlastnosti se provadi jeho modifikace [28].

Chemické modifikace HA jsou nejcastéji realizovany na dvou funkénich mistech



hyaluronového fetézce, a to na jeho hydroxylové a karboxylové skupiné (ve vodném
prostiedi). Jedna se o navazani monofunkcéni molekuly jednoduchou kovalentni vazbou na
fetézec HA [14]. Cilené funk¢ni skupiny pro chemickou oxidaci jsou uvedeny na Obrazku

7[20].

4.4.1 Modifikace skupiny COOH

Pti modifikaci karboxylové skupiny se tyto skupiny musi nejprve aktivovat pomoci riznych

¢inidel. V zavislosti na zplisobu provedené modifikace rozliSujeme jednotlivé typy

modifikaci.
primarni hydroxylova
skupina
l redukéni koncova
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Obrazek 7: Klicové funkéni skupiny HA
Amidace

Amidace predstavuje chemickou reakci karboxylové skupiny s aminoskupinou
prostfednictvim aktiva¢niho c¢inidla (karbodiimidu) ve vodném prostfedi. Amidace je
povazovana za nejrozsifenéj$i metodou modifikace hyaluronanu. Nejcastéji pouzivanym
karbodiimidem je, diky jeho rozpustnosti ve vod¢, 1-ethyl-3-[3-(dimethylamino)-propyl]-
karbodiimid (EDC). Prvni, komu se podafilo aktivovat karboxylovou skupinu na HA fetézci
byli panové Danishefsky a Siskovic (1971). Pfitomnost amidovych funkénich skupiny
(stupent substituce 38,6%) potvrdili pomoci infracervené spektroskopie a chromatografie.
Mechanismus reakce podrobnéji prozkoumali autoifi Nakajimaou a Ikadaou (1995).
Potvrdili, Ze klicovou podminkou aktivace karboxylové skupiny feté¢zce HA je kyselé¢ pH

prostiedi (3,5 — 4,5), v priabéhu kterého vznikd meziprodukt O-acyl-izomocovina. Ten se



pak pfes vytvofené amidové vazby navaZze na amin. O-acyl-izomocovina v disledku své
vysoké reaktivity reaguje s okolnim prostiedim (vodou) dochdzi k pfesmyku na stabilngjsi
verzi, N-acylmocovinu, ktera se jiz dalSich reakci netiCastni. Bulpitt a Aeschlimann (1999)
zabranili pfi aktivaci karboxylové skupiny HA vzniku vedlejstho produktu (N-
acylmocoviny) pouzitim 1-hydroxybenzotriazolu (HoBt) nebo N-hydroxysukcinimidu
(NHS). Pouzitim esteru HoBt namisto NHS bylo prokézéan vyssi stupen substituce NHS [28-
30] (Obrazek 8 [20]).
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Obrazek 8: Reakéni schéma amidace s aktivaénim ¢inidlem EDC

Pozd¢ji se mezi bézna aktivaéni Cinidla zaradil i 4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-
methylmorpholinium chlorid (DMTMM), nebot’ nevyZzaduje kontrolu pH v pribéhu reakce.
Autofi D’Esteho, Eglina a Aliniho (2014) provedli modifikaci karboxylové skupiny HA s
pomoci DMTMM a to v jednotkovém stechiometrickém poméru vici ostatnim reaktantm
(Obrazek 9 [20]).
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Obrazek 9: Schéma amidace za pouziti DMTMM



Soubézné v riznych nddobéach byly ve vodé rozpustény vstupni latky, dihydrazid kyseliny
adipové (ADH) v roli aminu pro ligaci HA a HA. Oba roztoky smichali a pomoci hydroxidu
sodného a kyseliny chlorovodikové upravili pH pozadované na pozadovanou hodnotu 6,5.
Nasledné pridali DMTMM v prasku (v poméru 4:1 viaci ADH, jinak 1:1 k HA), ¢imz zacala
5 denni chemické reakce probihajici za laboratorni teploty. Produkty byly ziskany srazenim,
a poté dikladné¢ promyty ethanolem a susily se ve vakuu za 38 °C po dobu 3 dnil. Jedna z
moznosti jak dosahnout vysSiho stupné substituce (DS > 80 %) spocivala ve vyméné
vodného prostiedi za dimethylsulfoxid (DMSO, organické rozpoustédlo), diky které dochazi
k eliminaci hydrolyzy EDC nebo vysoce hydrofobniho substituentu.

Esterifikace

Esterifikace ptfedstavuje chemickou modifikaci karboxylové skupiny za vzniku esteri
pomoci diazomethanu, jejimiz prikopniky se stali Jeanloz a Forchielli (1950). Jednalo se o
reakci, kterd probihala v prosttedi DMSO z vystupni tetrabutylamoniové soli kyseliny
hyaluronové (HA-TBA). Hirano a spol. (2005) pozdé&ji prezentovali ptipravu methylesteru
HA v pfitomnosti trimethylsilydiazomethanu (TMSD) jako aktiva¢niho ¢inidla karboxylové
skupiny. Pfi aktivace HA dochazi ke vzniku meziproduktu, ktery nasledné podléha reakci

s kyselinou octovou za vzniku produktu ve form¢ methylesteru.

Tvorba esterti mize probihat i s pomoci epoxidi, kdy HA reaguje s glicidylmethakryldtem
(GMA) a katalyzatorem triethylaminem ve vodném prostiedi za vzniku produktu
methakrylatovéeho HA (Obrazek 10). Esterifikace, kdy je vyslednym produktem méné

hydrofilni ester, predstavuje ocenénou strategii pfi sniZzeni rozpustnosti HA ve vodé.
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Obrazek 10: Reakéni schéma esterifikace za produktu GMA-HA

4.4.2 Modifikace skupiny OH

Vedle probihajicich modifikaci hydroxylovych skupin HA se karboxylové skupiny stejného

fetézce neméni. V experimentech této metody se, diky probihajicim reakcim mezi



hydroxylovymi skupinami polymeru a mono-/bifunkénimi, ¢inidly, dosahuje riznych

derivati HA (estery, ethery, poloacetaly).

Esterifikace

Mezi vyznamné modifikace hydroxylovych skupin hyaluronového fetézce lze zaradit
esterifikaci. K piiprave esteru se vyuziva tieba oktenylsuknicidanhydridu (OSA) ve vodném
prostiedi (pii zasaditém pH), kdy hydroxylové skupiny HA reaguji s OSA za vzniku

esterovych vazeb, jak je zndzornéno na Obrazku 11 [29].

Obrazek 11: Reakcni schéma esterifikace HA za vniku esterovych vazeb

Etherifikace

Modifikaci hydroxylovych skupin HA epoxidy dochazi ke vzniku etherovych vazeb. HA je
pfi této reakci vystaven silné zasaditému pH (pH > 13), jeho hydroxylové skupiny podléhaji
deprotonaci. Kdyz se tedy epoxidovy kruh otevie, reaguje s hydroxylovymi skupinami za
vzniku etherovych vazeb, viz Obrazek 12, kde HA reaguje s butandiol-diglycidylether
(BDDE) [14; 29].
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Obrazek 12: Reakéni schéma eterifikace



4.4.3 Priprava dalSich funkénich skupin na polymernim retézci HA
Priprava oxo skupin

Bao a spol. (2021) popsal oxidaci hyaluronanu pouzitého pii vyrobé hydrogelového filmu
na bazi glykol-chitosanu/hyaluronan s moznosti jeho aplikace v oftalmologii. Oxidovanou
formu HA (M, = 800 kDa) ptipravili jejim rozpusténim v destilované vod¢ pii 4 °C (ptes
noc), s naslednym piidavkem oxidac¢niho ¢inidla (jodistanu sodného (NalOs)). Reakéni
nadobu zakryli pro nulovou interakci jodu se svétlem. Reakci nechali béZet v zavislosti na
case (2 hodiny, 4 hodiny a 8 hodin). Reakce byla poté ukoncena ptidavkem ekvimolarniho
mnozstvi ethylenglykolu za ucfelem vychytani nezreagovaného NalO4 (Obrazek 13).
Ptipraveny produkt byl purifikovan pomoci dialyzy v destilované vodé s naslednou
lyofilizaci (praSkova forma produktu). Ovéfeni syntézy bylo podloZzeno charakterizaci
produktu prostfednictvim NMR spektroskopie [31]. NalO4 zde ptsobi jako modifikator
hydroxylové skupiny fetézce za nasledku pteruSeni vazeb mezi uhliky a vytvofeni dvou

aldehydovych skupin [32].
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Obrazek 13: Reakéni schéma oxidace hyaluronanu
4.4.4 Sitovani HA

Alternativni zptisob modifikace HA predstavuje proces sitovani, ktery je zalozeny na
vzajemném propojovani fetézci HA (vychozich ¢i konjugovanych), ptfes polyfunkéni
slouceniny minimalné dvéma kovalentnimi vazbami, za vzniku 3D sité. Sitovacim procesem
se meéni molekulova hmotnost, mechanické vlastnosti a tepelna odolnost polymeru [14; 33].
Zlepsi se hlavné jeho reologické a botnaci vlastnosti. Na druhou stranu sitovaci proces mtize
snizit rychlost degradace, coz nemusi byt vzdy zaddouci. Dnesni vyzkumy se snazi do role
adovan¢ monofunkéni molekuly dosazovat bioaktivni molekuly pro vyvoj derivatl
s ptizptisobenymi vlastnostmi pro charakteristické aplikace, napt. v tkanovém inzenyrstvi.
[14; 34]. Pro nékteré sitovaci reakce je diilezita pfitomnost sitovaciho Cinidla. V reakci
s derivaty HA-amini se pracuje s bis(sulfosukcinimidyl)suberdtem (BS3) nebo 2-
methylsuberimidatem (DMS), které vyzaduji zasadité prostiedi (pH > 8). V reakci s proteiny

je nejrozsifendjSim sitovadlem glutaraldehyd (GA), ktery se podili na vytvoteni sité, vysoce



odolné proti jejimu rozpusténi (degradaci) ve vodé [34; 35]. Pritomnost syntetického
sitovadla ale neni pravidlem, nebot’ existuji i procesy sitovani, které bez pouziti sitovaciho
¢inidla pracuji stejn¢ efektivné. Piikladem je vyzkum Shua a spol. (2002), ve kterém
ptipravili hydrogel pomoci sitovani HA-disulfidovych derivatd z vychoziho thiolovaného

hyaluronanu [29].

4.5 Hydrogely

Hydrogely tvofi spolu s organogely (gely jejichz disperzni prostfedi tvofi organicka
kapalina) podskupinou gelt, které se déli na zakladé charakteru obklopujiciho prostfedi.
Organogely se nachdzi v prostfedi organické kapaliny, zatimco hydrogely ve vodném
disperznim prosttedi [36]. Hydrogely jsou viskoelastické¢ 3D polymerni sit¢ se schopnosti
vazat na sebe velké mnozstvi vody (aZ na 40 nasobek své suché hmotnosti), aniz by doslo
k jejich uplnému rozpusténi [7; 37]. Tato sit’ vznika vzajemnym propojenim zesitovanych
polymernich fetézct, které nejcasteji zajistuji kovalentni vazby, fyzikalni interakce, vodikové
vazby a van der Waalsovy vazby prostfednictvim urcitych funkénich skupin (napt. -OH,
CONHg_, -COOR) [7]. Pro své ptizplisobivé vlastnosti a snadnou pfipravu, napft. z kolagenu,
hyaluronanu a heparinu, nachédzi rozsahlé vyuziti prevazné v biomedicinskych aplikacich.
1 tato sféra technologii, a to ve form¢ upfednostiiovani syntetickych hydrogeli pted
hydrogely €isté na bazi ptirodnich polymerti. VyuZzivané jsou i hydrogely na bazi pfirodnich
a syntetickych polymera. Diivodem neutuchajiciho vyvoje pokrocilych hydrogeld, jsou delsi

Zivotnost a zvySeni pevnosti gelu [37; 40].

4.5.1 Typy hydrogela

Na zaklad¢ literatury lze hydrogely rozdélit podle riznych kritérii napt. dle vychozich
materiall pouzitych pfti jejich pfipravé na hydrogely ptirodni nebo syntetické. Mezi ptirodni
hydrogely se fadi kolagen, hedvabny fibroin, kyselina hyaluronova, chitosan a dalsi. Do
syntetickych se fadi tteba N-isopropylakrylamid (NIPAAm) a kyselina methylenjantarova
(TA) [40]. Hydrogely lze rozdélit i na zaklad¢ zpisobu vzniku trojrozmérné sité - sitovani,
na hydrogely fyzikalni a chemické. Pravé sitovanou strukturu hydrogelu lze vyuZit pii

zachytu a uvolilovani 1€ka ¢i biomolekul (Obrazek 14) [33; 41].
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Obrazek 14: Zobrazeni hydrogelu z pohledu velkosti

Fyzikalni sitovani

Je zalozeno na nekovalentnich interakcich, kdy spolu polymerni fetézce interaguji po urcité
délce. Toto sitovani zprostiedkovavaji intramolekularni sily, konkrétn¢ vodikové vazby,
hydrofobni interakce a elektrostatické iontové sily. Hydrofobni interakce jsou zalozeny na
spojeni hydrofobnich blokti s t€émi hydrofilnimi za vzniku polymerniho amfifilu. Pfi zvySeni
teploty podléhaji hydrofobni bloky agregaci a jeho vysledna délka tak spolu s koncentraci
polymeru ovliviiuje teplotu, kdy dochdzi k fazové zméné v gel. Zajimavy experiment byl
realizovan Ohanou a spol. (2001), kde sitovali kolagenovy film za pisobeni UV zafeni.
Tento katalyzator docasné vylepsil fyzikalni vlastnosti analyzovanych kolagenovych filma,
coz se promitlo do zvySeni stupné zesiténi a snizeni botnaciho poméru. DalSim krokem vsak
bylo vytvofeni podminek inkubace v kolagenaze (enzym rozkladajici kolagen), kde filmy

zcela degradovaly, a fyzikalni vlastnosti kolagenovych filmt se vratily do téch ptvodnich
[34; 42].

Chemické sitovani

Spojuje polymerni fetézce prostfednictvim kovalentni vazby. Patii sem optické a radikalové
polymerace, enzymatické reakce a dalsi. I kdyz jsou kovalentni interakce siln€jsi nez ty
nekovalentni a dosahuje se jimi lepSi mechanické stability gelu, jsou fyzikdlné sitované
hydrogely, hlavné v oblasti biologickych aplikaci, uptfednostiiovany. Soucasti chemického
sitovani byvaji totiz sitovadla, ktera zvySuji toxicitu vysledného hydrogelu (pf.
glutaraldehyd) a neni jim umoznéno podilet se na biomedicinskych aplikacich [18; 41]. Dalsi

moznosti sitovani je i kombinace zminénych procesu sitovani [33; 37].



Metoda Schiffovy baze

Tato sitovaci technika zprostfedkovava reakci mezi makromolekulami, které na svém
polymernim fetézci maji alkoholové, aminové nebo hydrazidové funkcni skupiny, jejiz
vysledkem je polymerni sit. Na Obrazku 15 nize je zndzornén prubeh kondenzacéni reakce
karbonylové slouceniny s primarnim aminem. Dusik aminové slozky se aduje na tzv.
chiralni uhlik (uhlik s vzajemn¢ odliSnymi substituenty) karbonylové skupiny a reverzibilng
piechazi do karbinolaminu (meziproduktu). Nasledna eliminace vody vede ke vzniku vazby

C=N, tedy Schiffovy baze [43; 44].

R R /O H R" OH H R_

c=0., RNH, == Cc—N-R = N =— C=NR + H,0
R AN / /
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Obrazek 15: Nazorny vznik Schiffovy baze
Jelikoz tato metoda nevyzaduje naro¢né reakcni podminky, da se pouzit i pro interakce

s bunkami [43].

4.5.2 Vlastnosti

Mezi vyznamné vlastnosti piirodnich hydrogeld se fadi jejich biokompatibilita,
biodegradabilita a nizka toxicita [37]. Vlastnosti syntetickych hydrogelti se formuji na
zéklad¢ jejich objemové struktury. Hydrogely maji obecn€, ve srovnani s jinymi
biomaterialy, vyssi obsah vody a vyvinutéjsi porézni strukturu, coz se spolu s botnatelnosti
a stabilitou da regulovat (pro specifické aplikace). V oblasti biomediciny jsou injekéni
hydrogely obohaceny jest¢ o dobrou viskozitu a biologickou odbouratelnost [33]. Jejich
porozitu lze fidit zménou hustoty zesiténi gelu. Pii porovnani hydrogeli
pfipravenych metodami fyzikéalniho a chemického sit'ovani, maji ty chemicky injektovatelné
lepsi mechanické vlastnosti a déle trvajici stabilitu. Pouziti toxickych sitovacich ¢inidel v§ak
muze negativné ovlivnit biokompatibilitu vysledného produktu, coz nemusi byt vzdy
zadouci. Syntetické hydrogely vykazuji stabilitu i za nestandardnich podminek, jakou je

vysoka teplota nebo vysoce kysel¢ Ci pfili§ zasadité prostiedi [7; 40].

Diky fyzikdlnim interakcim v polymerni siti mohou hydrogely nabyvat riznych tvart a
velikosti. O tom, jaké mnozstvi vody mohou tyto sit¢ diky své hydrofilni povaze absorbovat
a zadrzovat, rozhoduji ur€ité parametry. Jedna se o stupenl zesiténi, strukturu hydrogelu a

slozeni roztoku. Dilezity je i objemovy podil v nabobtnalém stavu, ktery udava, jaké



maximalni mnoZstvi tekutiny mize byt absorbovano a zadrzeno. Jejich aplikace je rozsahla,
nebot’ dokazou imitovat nékteré vlastnosti biologickych tkani, jako jsou tfeba ty fyzikalni,
elektrické a biologické [7]. Konkrétné¢ biologickym vlastnostem napomahd nizké
mezipovrchové napéti s vodou a biologickymi tekutinami. Hydrogel je mozné upravit pro
reakci na urcité podnéty v téle, jako je pH, iontova sila a teplota (aplikace viz Obrazek 16
[45]), na zdklad€ jeho chemickeé struktury a sité. Hydrogely, které reaguji na zménu pH zavisi
tyto vlastnosti na navazanych skupinach polymerniho fetézce. Takové hydrogely totiz maji
pozadované fyzikalni a chemické vlastnosti jen v danych oblastech pH. Kyselé adované
skupiny pfi vysokém pH podléhaji deprotonaci (odstranéni protonu za vzniku konjugované
baze), zatimco ty zésadité protonuji za nizkého pH. Diky asociacim, disociacim a vazbam
ruznych iontl probihajicich na polymernich fetézcich, hydrogel ve vodném roztoku botna

[40].

4.5.3 Aplikace

Hydrogely se vyskytuji v Siroké oblasti aplikaci. Od kontaktnich ¢ocek, pies obvazy pro
regeneraci tkani a 3D regeneracni sité. Porézni struktura hydrogelt zajiSt'uje hladsi pribéh
transportu 1éCiv a biomolekul, nebot” diky pordm nedochazi k poskozeni pifenaseného 1éku.
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Obrazek 16: Vyuziti termosenzitivnich hydrogeli
Uvolnovani 1é¢iva a jejich difuze jsou stdle omezené. V souvislosti stim se provadi
modifikace zalozend na kovalentnim zesiténi se sacharidovou nebo aminovou funkéni

skupinou za ucelem sniZzeni nafedéni polymeru ve vodé. DalSim pfistupem k ziskani



pozadovanych vlastnosti hydrogelu je pouziti smési riznych polymerti. Vytvoii se 3D
struktura scaffoldii ze smési napt. kolagen/chitosan za pritomnosti GA, tak aby doslo ke
zlepSeni jejich stability a mechanickych vlastnosti [34]. Technologickym pokrokem
v oblasti hydrogelti, jsou hydrogely obohacené o nanocéstice, které zvysuji jeho
mechanickou pevnost, a vyuzivaji se v systémech pro pienos léCiva s fizenym profilem
uvoliovani [7; 37; 40]. V oblasti bioinZenyrstvi, nasSly vyuZiti 1 hydrogely citlivé na svétlo,
konkrétné v oblastech dodavani 1€kti, mikroCocek a senzorii. Tato uprava se tyka napf.
reverzibilniho pfechodu sol — gel, kdy po ozafeni svétlem o vinové délce 355 nm piejde gel
do své faze solu. Opacény prechod (ze solu v gel) se uskutecni pti ozateni svétlem o vinové
délce 450 nm [40]. Vysoce hydratované hydrogely, s mechanickymi vlastnostmi podobnym
tkanim, jsou schopné vyhovét pozadavkiim tkanového inzenyrstvi v kombinaci bunck a
riznych tkéani in vitro a in vivo za sestrojeni 3D regeneracni sité. Tam zvladnou vytvofit
prostiedi, které umoziuje bunkdm rist a interakce s okolnim prostiedim [40]. Hyaluronan
je povazovan za dilezity vstupni materidl pro oblast pfitomné i budouci regenerativni

mediciny [46].

4.5.4 Charakterizace a jeji metody

Hydrogely Ize charakterizovat na zaklad¢ jejich vyuziti, a to prednostné podle velikosti gelu
a jeho schopnosti botnat. Diisledkem objemovych zmén hydrogelu mtize byt zména vnéjsich
podnéti, prikladem teplota a pH. Bylo zjisténo, Ze pevnost gelu zavisi na hustoté sité. Tedy
¢im je sit’ hustéjsi, tim je hydrogel pevnéjsi a mtize absorbovat mén¢ vody. Na stupeni botnani
ma vliv i elasticka sit’ hydrogelu, ktera udadva horni hranici rozpustnosti hydrogelu. Absorpci
vody ovliviiuje také poréznost a chemické slozeni hydrogelu. Sit hydrogelu pfipravena
z hydrofilnich monomert piejde ze stavu sol do gelu po piekroceni bodu gelace, ktery 1ze
urcit pomoci reologie (bod, ve kterém hodnota storage modul (G") dosahuje stejné hodnoty
jako ma loss modul (G"")). Nasledné probiha proces do sitovani, béhem kterého probihaji

upravy parametri, tak aby mél hydrogel pozadovanou strukturu [37].

Metody analyzy hydrogelu lze obecné rozdelit do 5 skupin, a to na charakterizace
fyzikalnich, mechanickych, reologickych, biologickych a chemickych vlastnosti. Rozbor
fyzikélnich vlastnosti zahrnuje analyzu napt. botnaciho poméru, tepelné stability, porozity
atd. Vysledky z téchto analyz nachazi vyuziti v biomedicinskych a inzenyrskych aplikacich.
U hydrogelu se rovnéz analyzuji mechanické vlastnosti, kterych se vyuziva napf. u senzord,
nebot’ pfi manipulaci s elektronikou je potfeba dodrzovat urcité mechanické pozadavky.

Mechanické vlastnosti 1ze nejcastéji popsat pomoci modulu pruznosti (z méfeni Youngova



modulu pruznosti), nebo zkouSky pevnosti vtahu a tlaku [37; 47]. Cilem analyzy
reologickych vlastnosti je charakterizace viskoelastického chovéani hydrogeli. Méteni
probihd nejcCastéji na rotacnim reometru, pomoci tzv. dynamického oscilacniho testu.
Vysledky testi biologickych vlastnosti in vitro a in vivo ptredstavuji pro plno aplikaci sté¢zejni
informace. Popisuji zejména interakci hydrogelu s buikami ¢i bakteriemi, (v ptipad¢ in
vitro) spolu s cytotoxicitou a antibakteridlnimi vlastnostmi testovaného hydrogelu.
Charakterizace chemickych vlastnosti je zaloZena pfedevsim na analyze chemického slozeni
sité. Vysledky této prace byly charakterizovany vyhradné touto metodou, nebot’ bylo potieba
potvrdit pfitomnost novych funkénich skupin zavedenych na polymerni fetézec HA. Mezi
jeji zadkladni techniky se fadi spektroskopie nuklearni magnetické rezonance (NMR) a
skenovaci elektronova mikroskopie (SEM). Casto se vyuziva také infradervend

spektroskopie s Fourierovou transformaci (FT-IR) [47-49].
Nukledrni magneticka rezonance (NMR)

NMR piedstavuje nedestruktivni metodu pouzivanou pro spektralni potvrzeni chemického
sloZeni latek. Princip NMR méfteni (viz Obrazek 17 [50]) spociva ve sledovani reakce jader
atomil vzorku na vloZené neionizujici zafeni v magnetickém poli, konkrétné absorpci
elektromagnetické energie jadra neradioaktivniho izotopu. Role takového izotopu je
podminéna vlastnosti magnetického momentu nebo spinu, z velké ¢asti se jedna o vSechny
izotopy vodiku (1H, ?H, *H). Metoda nachazi vyuziti zejména u polymeri, které byly mimo

svou primarni strukturu obohaceny o funkéni skupiny podléhajici sitovani.

radiofrekvenéni
vysila¢

prijimaé a zesilovad
radiové frekvence

rotujici civky rotujici civky

magnetické

ovladani a zaiznam
pole

rotujici vzorek

ve zkumavce

generator
elektrickych vin

Obrazek 17: Princip meéfeni NMR spektroskopie

Vysledkem meétfeni je NMR spektrum reflektujici chemické slozeni vzorku (pfitomnost

konjugovanych skupin) i1 jejich mnozstvi (substitution degree, DS). Pro stanoveni DS



hyaluronanu, se do role reference vétsinou pouzivaji protony methylu (-CH3) N-acetylové
skupiny HA o definované hodnoté piku 1,95 ppm (parts per million). Pti syntéze riiznych
derivati HA totiz probiha modifikace na tomto mist¢ polymerniho fetézce jen ve
vyjimec¢nych ptipadech. Pro polymerni sité spojené Schiffovou bazi se stanovuje molarni

pomér aminovych/aldehydovych skupin [29; 47; 51].
Skenovaci elektronova mikroskopie

Analyza pomoci SEM poskytuje informaci o morfologii povrchu vzorku (pf. suchého HA
derivatu) za jeho nedestruktivniho skenovani, viz obrazek 18 [29; 52]. M¢éteni probiha
v hlubokém vakuu, kdy se pozoruji sekundarni (odrazené) elektrony. Skenovaci elektronovy
mikroskop umozZiyje kvalitné zaostteny pohled i v pfipad€ velkého pfiblizeni. Parametry
piistroje se vétSinou pohybuji v rozmezi 1 pm az 1 nm. Na rozdil od optického mikroskopu
u néj nezélezi na charakteru povrchu vzorku. Dosahuje taky znatelné efektivnéjsiho zvétsent,
a to az 1-10°% skoneénym rozliSenim cca 5 nm (zalezi na hrani¢nich parametrech

pouzivaného piistroje).
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Obrazek 18: Schéma elektronového mikroskopu
Pfiprava vzorku na SEM analyzu zacind jeho lyofilizaci ¢i suSenim, nésleduje provedeni

pti¢ného fezu (pro odhaleni porovité struktury) a nalepeni vzorku (vnitini ¢asti smérem ven)



na oboustrannou lepici pasku na kovovy tercik. Vzorek nemusi byt dokonale vyhlazeny, ale
pro jeho neporuseni a kvalitnéj$i zobrazeni je lepsi, pokud se pfed méfenim pokryje vrstvou
kovu (Au, Pt). Do SEM se vlozi prostfednictvim ndstavce pro vodivy vzorek, nastavi se
pozadované podminky méfeni a zac¢ind vlastni analyza. SEM metoda se ¢asto vyuziva pro
charakterizaci porézni struktury materialu. Mezi dalsi informace, kterych lze s vyuzitim této
metody ziskat patfi napt. popis krystalové struktury, chemického sloZeni a elektrickych
vlastnosti vzorku. Pokud je tieba sledovat pritbéh chovani materialu v zévislosti na tepelnych
zménach prostiedi, je mozné tyto podminky (horké/chladné) nastavit pfipojenim piislusného

zatizeni [53].
Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci

Jedna se o zékladni analyzu struktury proteinti, kdy se vibrujici vazby atomt promitaji
v infraervené oblasti spektra (IR) A = 750 — 1100 nm. Vystupem této metody je spektrum,
diky jehoz zpracovani se pies charakteristické spektralni absorpcni pasy (rozdélené podle
typl vibrace a skupin atomu, které tento pohyb provadi) daji urcit funkéni skupiny (typ
vytvofené vazby) pfitomné v polymerni siti, které vznikly modifikaci. Pro méfeni povrchové
vrstvy vzorku se z FT-IR analyz pouzivd metoda Attenuated total reflectance (ATR). [29;
47; 54]. Postup pii méteni vzorku je uveden na Obrazku 19 [55].
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Obrazek 19: Princip méteni vzorku pomoci metody FT-IR



II. PRAKTICKA CAST



5 POPIS EXPERIMENTU

Experimentalni ¢ast této prace se zabyva ptipravou hydrogell na bazi modifikované kyseliny
hyaluronové (amidace a oxidace HA) za vzniku tzv. Schiffovy baze a jejich nasledné
charakterizaci. NavrZzeny experiment je mozné rozd¢lit do nékolika fazi, jak je naznaceno na
obrazku Obrazek 20 [43]. Na samém zacatku (prvni faze) byla provedena modifikace
hyaluronanu z diivodu zavedeni funkcnich skupin (oxo, amino) na polymerni fetézec HA.
Zisk (NH2) skupin na HA byl zprostiedkovan pomoci navazani dihydrazidu kyseliny
adipové (ADH) na nativni fetézec HA, které probihalo v pfitomnosti riznych aktivacnich
¢inidel (DMTMM a EDC). Tato ¢inidla byla vybrana za ti€elem jejich vzdjemného srovnani
(Cistota produktu, jednoduchost reakce, u¢innost modifikace (DS). Piiprava oxo skupiny do
polymerniho fetézce HA bylo zprostfedkovano pomoci oxidaéni reakce. Modifikace HA
byly provedeny v zavislosti na molekulové hmotnosti HA, molarnim poméru jednotlivych
slozek a podminek reakce obou modifikaci. Zesitovany hyaluronan (druhd faze) byl
pfipraven v poméru 1:1 za vzniku hydrogelu. Vysledny hydrogel byl poté lyofilizovan a

charakterizovan (gela¢ni ¢as, SEM) (tfeti faze).

Modifikace Sit'ovani Charakterizace
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Obrazek 20: Navrh provadéného experimentu




5.1 Pouzité materialy

K ptipravé hydrogeli byla pouzita kyselina hyaluronova (kosmetické cistoty) o rtizné
molekulové hmotnosti (124 kDa, 243 kDa, 1,18 MDa a 1,5 MDa) — od firmy Contipro group,
a.s. (Dolni Dobroug, Ceska republika). Pii modifikacich byly pouZity tyto materialy:
deionizovana voda (demi), dihydrazid kyseliny adipové (ADH), 4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-
triazin-2-yl)-4-methylmorpholinium chlorid (DMTMM), 1-ethyl-3-[3-(dimethylamino)-
propyl]-karbodiimid (EDC), hydrogenuhli¢itan sodny (NaHCO3), chlorid sodny (NaCl), 1-
hydroxybenzotriazol (HoBt), dimethylsulfoxid (DMSO) a dialyzatni membrany
(SnakeSkin™ (MWCO 3500, vnitini praimér 35 mm), Spectra/Por 4 (MWCO 12-14kDa,
vnitini primér 32 mm)). Pro pravu pH se pouzivaly roztoky kyseliny chlorovodikové (HCI)
a hydroxidu sodného (NaOH). Na ptipravé oxidované formy HA bylo pouzito oxida¢ni
¢inidlo jodistan sodny (NalOs), pentahydrat thiosiranu sodného (Na»S»03-5H»0). Pii
stanoveni stupné oxidace (HA-OX) byl pouzit 0,25N roztok hydroxylamin hydrochloridu
(p.a), 0,1M NaOH (p.a), 0,1 M kyseliny stavelové (COOH); a fenolftaleinem (barevny
indikator). Modifikovana HA byla pro dalsi analyzu rozpusténa ve 0,1M fosfatovém pufru

(pH=7.,4

5.2 Syntézy HA

Z divodu pripravy hydrogelu na bazi HA sitovaného pomoci Schiffovy bdze, bylo potieba
nejprve piipravit dvé modifikace hyaluronanu (amidace a oxidace). Zavedeni aminoskupiny
(NH2) do nativniho HA bylo dosazeno navazanim ADH, rliznymi aktivaénimi Cinidly

DMTMM a EDC (viz Obrazek 21), tedy tzv. amidace, jejiz schéma popisuje obrazek 21.
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Obrazek 21: Schéma amidace HA pomoci riznych aktivacnich ¢inidel



Druhym typem modifikace HA byla oxidace, diky které dosSlo k ,rozevieni kruhu*
disacharidové jednotky, jehoz vysledkem byl zisk aldehydické (oxo) skupiny (CHO), jak je

uvedeno na obrazku (viz Obrazek 22).
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Obrazek 22: Reakéni schéma oxidace HA
5.2.1 Priprava amidované formy hyaluronanu (HA-ADH) pomoci DMTMM

Pfed samotnou modifikaci hyaluronanu byly nejprve navoleny podminky vlastni reakce
(ekvimolarni pomeéry reaktantti, navazka a koncentrace polymeru, podminky reakce (teplota,
¢as, pH). Amidaci HA pomoci DMTMM byl nejprve ptipraven 2,2% (w/w) HA (5g; 0,0125
mol; 1 ekvimolarni mnozstvi, My, = 124 kDa, My = 243 kDa) jeho rozpusSténim v
demineralizované vodé (25 °C, po dobu 24 hodin). Do pfipravené¢ho roztoku bylo poté
pfidano ADH (2,18 g ADH v 25 ml demineralizované vody; 0,0125 mol; 1 ekv. mn.) a pH
roztoku bylo upraveno na hodnotu pH = 6,5 (pomoci 0,1M HCl a 0,1M NaOH) a udrzovano
po dobu 2h. Po uplynuti potfebné doby bylo k reakéni smési ptidano 0,86 g DMTMM (ve
formé& préasku; 0,00313 mol; 0,25 ekv. mn.). Tato reakéni smés byla ponechéna za stalého
michani pfi laboratorni teploté 24 hodin. Po ukonceni reakce byla reakéni smés pielita do
dialyza¢ni membrany za Gc€elem jeji purifikace. Prvnich 24 hodin probihala dialyza proti
roztoku soli (12,5 g NaHCOs a 12,5 g NaCl do 10 | demi vody). Dalsi 2-3 dny se reakéni
sm¢s dialyzovala proti demi vodé€. Vysledny roztok byl zamrazen na teplotu -18 °C zamrazen
a nasledné na teplotu -79°C. Takto pfipravené vzorky byly vlozeny do lyofilizatoru a po
ustaleni teploty na -80 °C byla zah4jena hlavni faze suSeni pfi tlaku 0,06 mbar. Hlavni suseni
probihalo 30 hodin, po ném ihned zacala druha faze konecného suseni pti tlaku 0,001 mbar
v délce trvani 10 hodin. Vyslednym produktem byla pevna (vlaknitd) forma amidovaného
hyaluronanu (HA-ADH). Na zékladé vySe uveden¢ho postupu tak byly pfipraveny 4
modifikace HA-ADC s aktiva¢nim ¢inidlem DMTMM jak uvadi Tabulka 1.



Tabulka 1: Amidace HA s aktiva¢nim ¢inidlem DMTMM

poradi  aktivacni Mw  puvodni CELS vytézmost
modifikace c¢inidlo (kDa) m (g) ezih)ce reakce (%)
1 DMTMM 124 0,1 24 113,0
i DMTMM 243 0,3 24 97,7
3 DMTMM 243 5,0 24 101,5
4 DMTMM 124 5,0 24 92,3

5.2.2 Priprava amidované formy hyaluronanu (HA-ADH) pomoci EDC

Pfi amidaci HA pomoci EDC bylo postupovano nasledovné. Nejprve byl ptipraven 2,2%
(w/w) HA (5g; 0,0125 mol; 1 ekvimolarni mnozstvi, My = 124 kDa, My, = 243 kDa) jeho
rozpusténim v demineralizované vode (25 °C, po dobu 24 hodin). Do pfipraveného roztoku
bylo poté piidano 26,13g ADH (ve formé prasku; 0,15 mol; 30 ekv. mn.) a pH roztoku bylo
upraveno na hodnotu pH = 6,8 (pomoci 0,1M HCI a 0,1M NaOH). Nasledn¢ bylo k HA
smési za stalého michani ptidano 3,834 g EDC (0,02 mol; 4 ekv. mn.) a 2,7024 g (ve form¢e
roztoku (14 ml DMSO:voda, pomér 1:1), 0,02 mol; 4 ekv. mn.) HoBt. Pfidavek HoBtu
vyvolal prudké snizeni pH, které bylo potieba okamzité upravit na ptivodni hodnotu pH= 6,8
(pomoci 0,1M HCI a 0,1M NaOH) a udrzovano po dobu 2 h. Takto pfipravena reakéni smés
byla ponechéana za stalého michani pfi laboratorni teploté v pribéhu dalsich 21 hodin. Po
ukonceni reakce byla reakéni smés prelita do dialyzacni membrany za ucelem jeji purifikace.
Prvnich 24 hodin probihala dialyza proti roztoku soli (12,5 g NaHCO3 a 12,5 g NaCl do 10
1 demi vody). Dalsi 2-3 dny se reak¢ni smés dialyzovala proti demi vod¢€. Vysledny roztok
byl zamrazen na teplotu -18 °C zamrazen a nasledné na teplotu -79 °C. Takto pfipravené
vzorky byly vloZeny do lyofilizatoru a po ustaleni teploty na -80 °C byla zahajena hlavni
faze suseni pfi tlaku 0,06 mbar. Hlavni suSeni probihalo 30 hodin, po ném ihned zacala druha
faze kone¢ného suseni pii tlaku 0,001 mbar v délce trvani 10 hodin. Vyslednym produktem
byla pevna (vlaknitd) forma amidované¢ho hyaluronanu (HA-ADH). Na zakladé vySe
uvedeného postupu tak bylo pfipraveno 6 modifikaci HA-ADC s aktiva¢nim ¢inidlem EDC
jak uvadi Tabulka 2.



Tabulka 2: Amidace HA s aktiva¢nim ¢inidlem EDC

poradi  aktivatni M,  ptvodni reakee vytéZnost

modifikace  Cinidlo (kDa) m (g) (h) reakce (%)
1 EDC 124 0,1 21 104,9
2 EDC 243 0,1 21 105,7
3 EDC 243 1,0 21 101,3
4 EDC 243 2,0 21 103,1
5 EDC 243 2,0 21 115,9
6 EDC 124 2,0 21 89.4

5.2.3 Priprava oxidované formy hyaluronanu (HA-OX)

Z divodu zisku aldehydickych (oxo) skupin na fetézci HA byla provedena jeji oxidace.
Nejprve byl ptfipraven 1 % (w/w) HA (1g; 0,0125 mol; 1 ekvimoldrni mnozstvi, My =
1,5MDa, My, = 1,18MDa) jeho rozpusténim v demineralizované vodé (50 °C, po dobu 24
hodin). K pfipravenému roztoku HA byla déale pfiddna smés rozpusténého oxidacniho
¢inidla NalO4 (0,5882 g v 10 ml destilované vody; 0,0028 mol; 1,1 ekv. mn.). Reakéni smés
byla poté ponechdna za stalého michdni na michadle v zavislosti na ¢ase reakce (7,5 h; 10 h;
12 h) pti laboratorni teploté (zakryto alobalem z divodu eliminace interakce jodu se
svétlem). Po ukonceni reakce se do smési ptidalo 4,78 ml 10% roztoku Na>S>0O3. Pritomnost
jodu se béhem 1 hodiny kontrolovala jodoskrobovym papirkem. Po ukonceni reakce byla
reakéni smés prelita do dialyzatni membrany za ucelem jeji purifikace proti demi vodé¢.
Vysledny roztok byl zamrazen na teplotu -18 °C zamrazen a ndsledné na teplotu -79°C.
Takto ptipravené vzorky byly vlozeny do lyofilizatoru a po ustaleni teploty na -80 °C byla
zahéjena hlavni faze suSeni pfi tlaku 0,06 mbar. Hlavni suSeni probihalo 30 hodin, po ném
ihned zacala druha faze konecného suseni pii tlaku 0,001 mbar v délce trvani 10 hodin.
Vyslednym produktem byla pevna (vldknitd) forma oxidovaného hyaluronanu (HA-OX).
Na zaklad¢ vySe uvedeného postupu tak bylo pfipraveno nékolik rtiznych oxidaci HA

v zavislosti na My, a ¢ase reakce jak uvadi Tabulka 3.



Tabulka 3: Parametry oxidace HA (1,5 MDa)

poradi M, pivodni cas  vyteznost

. reakce reakce
modifikace (MDa) m(g) h) %)

1 1,5 0,5 7,5 95,6

2 1.5 0,5 10 56,0

3 1.5 0,5 12 109,3

4 1.5 1,0 10 71,0

5 1,5 1,5 10 67,6

Tabulka 4: Parametry oxidace HA (1,18 MDa)

S . , Cas  vytéznost
poradi M,, puvodni
. reakce reakce
modifikace (MDa) m(g) (h) %)

1 1,18 1,0 7,5 89

2 1,18 0,5 10 88

3 1,18 0,5 12 111,9

4 1,18 1,5 10 65

5 1,18 1,5 10 69,8

5.3 Metody pripravy a pouZzité pristroje

5.3.1 Charakterizace modifikovaného hyaluronanu
Nukledrni magneticka rezonance (NMR)

Funk¢nost provedené modifikace byla provedena pomoci nukledrni magnetické rezonance
(*H-NMR) za pouziti spektrometru JEOL ECZ 400 (JEOL Ltd., Tokio, Japonsko). V piipadé
stanoveni 'H je méfeni realizovano pii frekvenci 399,78 MHz (25 °C). Viechny vzorky byly
pied analyzou rozpustény (24h T=25°C) v tézké vode¢ (D,0) v koncentraci 8-9 mg/ml a poté
prevedeny do specidlni sklenéné NMR kyvety. Naméifend NMR spektra byla vyhodnocena
v programu ACD/NMR Processor Academic Edition. Chemické posuny byly vztazeny
k internimu standardu té¢zké vody (D20 4,75 ppm).

Z naméienych spekter byl dale urcen stupen substituce (SD %), ktery odpovida molarnimu
mnozstvi vdzanych funk¢nich skupin vztaz enych k molarnimu mnozZstvi vSech dimert HA.
Stupent substituce byl urcen jako relativni pomér signdlu piku N-acetylové skupiny D-
glukosaminu HA(Na) odpovidajici oblasti & = 2 ppm (3H protony) ksigndlu piku
odpovidajici nové vazané (-CHz) z ADH (6 = 1,63 ppm) (2H protony) dle rovnice €. 1
D’Esteho a spol. (2014).:



HA-ADH
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Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci (FT-IR)

Ptitomnost novych funkénich skupin a vazeb vytvofenych na nativnim fetézci HA bylo
ovéieno 1 pomoci metody Infracervené spektroskopie (FT-IR). Analyza modifikovaného
hyaluronanu byla provedena na spektrometru FT-IR Nicolet iS5 za pouziti ATR nastavce na
germaniovém krystalu. Pfed vlastnim métenim byl vzorek formovanim v tfeci misce pomoci
hmozdite, aby doslo k eliminaci vzduchovych bublin ve vzorku projevujicim se tzv.
wsumem* v FT-IR spektru. Parametry samotného méfeni byly nésledujici: metoda ATR,
thel dopadu zifeni: standardni 45°, rozsah méfeni: 4000-400 cm™, podet skend: 64,
rozligeni: 4cm™. Vysledné spektru bylo poté vyhodnoceno (plocha pod pikem, detekce

jednotlivych past ve spektru).
Gelova permeacni chromatografie (GPC)

Chromatografie je znamy proces separace polymeru podle velikosti ¢astic (jejich poloméru),
ktera stanovuje jejich distribuci a molekulovou hmotnost. Proces méteni je zalozen na
prichodu materialu porézni kolonou. Plati, Ze ¢im mensi jsou ¢astice analyzovaného vzorku,
tim rychleji kolonou projdou. K jejich urCeni se pouziva detektor (viskozitni,

refraktometricky, rozptylu svétla) [56].

Primérna molekulovd hmotnost (My) modifikovaného hyaluronanu (HA-ADH, HA-OX)
byla ur¢ena pomoci (SEC-MALS). Méfeni bylo provedeno na kapalinovém chromatografu
(Shimadzu Prominence, fada LC-20, Shimadzu corporation, Kjéto, Japonsko) vybaveného
UV-Vis a RI detektory. Pii stanoveni (My) byly vSechny vzorky (v¢etné pululanovych
standardli, které byly pouzZity pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky zaloZzené na RI signalu)
rozpustény (24 h, T=25 °C) v 0,15 M PBS roztoku (pH 7,4). Zbyl¢ podminky byly
nasledujici: mobilni faze 0,15M PBS (pH=7,4), pritok mobilni faze 0,8 ml/min, teplota
susarny 25 °C, kolony PL aquagel-OH 60 8 m, 300 7,5 mm a PL aquagel-OH 40 8 m, 300

7,5 mm byly zapojeny do série. Méteni byla nezavisle opakovéna.



Stanoveni stupné oxidace (SO)

Stupeii oxidace byl stanoven na zaklad¢ hydroxylamin hydrochloridové metody dle autorti

Zhao a Heindel (1991) [57], které probiha dle reakce €. 2:
HA-OX-(CHO), + HoN-OH - HCI —» HA-OX-(CH=N-OH), + H.O + HC1 (2)

Aby bylo mozné stanovit, na zaklad¢ (rovnice €. 2), mnozstvi aldehydovych (CHO) skupin,

je dulezité znat skute¢né mnozstvi kyselin chlorovodikové, napt. na zaklad¢ jeji neutralizace:
HCI1 + NaOH — NaCl + H,0O (3)

P11 vlastnim stanoveni SO byly nejprve pfipraveny vzorky vychoziho polymeru (HA, HA-
0OX) jeho rozpusténim (0,1g) v objemu 25 ml 0,25N roztoku hydroxylaminhydrochloridu
s pfidavkem methyloranze (pH = 4) za stalého michani na magnetickém michadle po dobu
min. 2h (T=25°C). Rozpusténé vzorky byly ztitrovany pomoci 0,2M NaOH na pH 4. SO byl
poté urcen na zaklad¢ spotieby NaOH potiebného ke zvysSeni pH méfeného roztoku na

hodnotu (pH 4) dle rovnice (4):

_ MyHa) 100 _3
My (HA)

Kde C je skutecna koncentrace NaOH a V' jeho spotieba, M,,je molekul. Hmotnost HA (HA,
HA-OX), M,je molarni hmotnost jednotky HA a m4navazka polymeru.

Skutecna koncentrace NAOH pouZit¢ho pfi titrace byla uréena pomoci 0,1M kyseliny
Stavelové. Z diivodu eliminace lidské chyby pfi titracnim stanoveni, byl pfi titraci pouzit

automaticky titrator Titronic® universal (SI Analytics GmbH, Mainz, Némecko).
5.4 Sitovani hyaluronanu

5.4.1 Priprava hydrogeli metodou Schiffovy baze

Hydrogelu na bazi modifikovaného hyaluronanu byly ptipraveny na zakladé Schiffovy baze
mezi aminovymi (HA-ADH) a aldehydovymi (HA-OX) skupinami za vzniku iminové
vazby (C=N). Sitovaci reakce metodou Schiffovy bdze zpravidla nevyzaduje piitomnost
zadného sitovaciho cCinidla, které zvySuje toxicitu celého systému. Hydrogely byly
pfipraveny smichanim roztokl (1%, 2% a 3%) HA-ADH a HA-OX vZzdy v ekvimolarnim
poméru (1:1). U takto ptipravenych smeési byl analyzovan ¢as potiebny k jejich plnému
zesitovani (tzn. okamzik, ve kterém doslo k vytvoteni pevného gelu). Na zaklad¢ provedené

zkousky sitovani byly vybrany nejlepsi kombinace modifikovanych HA (viz Tabulka 5).



Tabulka 5: Navrzené materidlové kombinace ptipravenych hydrogel

M atrice

My,

DMTMM/HA-OX
DMTMM/HA-OX
DMTMM/HA-OX

DMTMM/HA-OX

124 kDa/1,5 MDa
124 kDa/1,18 MDa
243 kDa/1,5 MDa

243 kDa/1,18 MDa

EDC/HA-OX 124 kDa/1,5 MDa
EDC/HA-OX 124 kDa/1,18 MDa
EDC/HA-OX 243 kDa/1,5 MDa
EDC/HA-OX 243 kDa/1,18 MDa

5.4.2 Charakterizace hydrogeli
Skenovaci elektronovy mikroskop (SEM)

K urceni porozity vyslednych hydrogelll (v zavislosti na koncentraci a Mw HA), byl vyuzit
elektronovy mikroskop Phenom G2 Pro (Phenom World). VSechny méfené vzorky byly pied
vlastnim métenim lyofilizovany (viz, podminky lyofilizace, kap. 5.2.1), sefiznuty v pficném
fezu (nalepeny na kovovy terCik (opatfeny uhlikovou paskou)) a pokoveny palladiem
v napraSovacce (po dobu 60 s, pti proudu 18 mA, v atmosféie Ar). Takto pfipravené vzorky
byly zobrazeny el. mikroskopem pii urychlovacim napéti 10kV. Celkova porozita
vyslednych snimki byla analyzovana pomoci funkce threshold v PC programu Imagel.

Velikost pori a jejich rozprostieni vyhodnotil program /mage J.



6 VYSLEDKY A DISKUZE

Jak se jiz uvadi vySe, pfipravovaly se dva typy modifikace hyaluronanu. Amidace v
pritomnosti DMTMM nebo EDC a oxidace. Mira efektivity téchto modifikaci se vyhodnotila
charakterizacemi pomoci metod NMR, FT-IR, GPC a titrace (jen HA-OX). Na zaklad¢
vysledkl z téchto méfeni a posouzenim casu gelace se vybraly jednotlivé kombinace HA -
ADH a HA-OX pro sitovaci reakce za vzniku hydrogelt. Charakterizace pfipravenych
hydrogelli zahrnovala SEM.

6.1 Modifikace HA-ADH a HA-OX

Jak uz bylo uvedeno v ptedchozi €asti prace, cilem experimentalni ¢asti bylo piipravit
hydrogely na bazi hyaluronanu na zéklad¢ Schiffovy baze. Z toho divodu byly provedeny 2
ruzné zpusoby jeho modifikace (amidace, oxidace), jejichz schéma shrnuje obrazek 21,
respektive obrazek 22. V pfipadé¢ amidace bylo postupovano na zakladé rozdilnych
pristupti za pouziti DMTMM a EDC. Pti samotném porovnani pouzitych aktivacni latek je
zéasadni zminit, ze DMTMM je latka, ve srovnani s klasickymi vazebnymi ¢inidly, jako je
napt. EDC (poloc¢as rozpadu ve vodé 3,%h pii pH 5,0), velmi dobfe rozpustnd a stabilni ve
vod¢ pii pokojové teplot¢ [58]. Lze navic predpokladat, ze amidace hyaluronanu
zprostiedkovana pomoci DMTMM probiha prostiednictvim aromatické substituce za vzniku
meziproduktu s-triazinového esteru HA reaktivniho vi¢i amintim, jak v kyselém tak
zasaditém pH oblasti. Naopak jednim z hlavnich omezeni konjugace HA pomoci EDC/HoBt
je nutnost ptesné kontroly pH v pribéhu reakce. Coz souvisi se skuteCnosti, Ze iniciace
NHS/HoBt esteru HA vyzaduje kyselé pH, zatimco nukleofilni itok aminu pouze neutralnim
nebo alkalickém pH, ve kterém je NHS/HoBt ester HA hydrolyticky labilni [29]. V ptipadé
nedodrzeni nebo posunu hodnoty pH do jiné oblasti, casto dochézi ke vzniku zesitované
struktury HA nerozpustné ve vod¢. Naproti tomu konjugace HA pomoci DMTMM piesnou
kontrolu pH nevyZzaduje a reakce se tak stava (z pohledu provedeni) jednodussi. U vsech
syntéz provedenych pomoci DMTMM, uvedenych v této praci, bylo pH reakce na zacatku
reakci upraveno na hodnotu 6,5 £ 0,2. Nakajima a Ikada (1995) potvrdili, ze klicovou
podminkou aktivace karboxylové skupiny fetézce HA je kyselé pH prostiedi (3,5 — 4,5), v
prubéhu kterého vznikd meziprodukt O-acyl-izomocovina [30]. Ten se pak pies vytvorené
amidové vazby navaze na amin. O-acyl-izomocovina v duasledku své vysoké reaktivity
reaguje s okolnim prostiedim (vodou) dochazi k pfesmyku na stabilnéjsi verzi, N-

acylmocovinu, ktera se jiz dalSich reakci netiCastni. Bulpitt a Aeschlimann (1999) zabranili



pfi aktivaci karboxylové skupiny HA vzniku vedlej§itho produktu (N-acylmocoviny)

pouzitim 1-hydroxybenzotriazolu (HOBt) nebo N-hydroxysukcinimidu (NHS).

Druhym typem modifikace, kterd byla provedena, byla oxidace HA za vzniku aldehydické
skupiny. Z literatury je dobie znamo, Ze cukry lze oxidovat pomoci jodistanu, jehoz
vysledkem je oxidace proximalni hydroxylové skupiny (na atomech uhliku C2 a C3 zbytku
kyseliny glukuronové) na aldehydy, ¢imz dochazi k otevieni cukerného kruhu za vzniku
linedrniho fetézce. Zatimco velkou vyhodou oxidace pomoci jodistanu je vznik velkého
mnozstvi funkénich skupin, jeho nevyhoda spociva ve ztraté nativni pateni struktury typické
pro hyaluronan. V duisledku toho nemusi byt pfipravené HA-OX derivaty rozpoznany
bunikami a hydrogely vytvofené na bazi HA-OX/HA-ADH, kde HA-OX zaujima roli
sitovadla, vykazuji velmi omezenou tkanovou transformaci a Spatnd bunécnou infiltraci u

kosti potkanti [28].

6.2 Ovéreni modifikace

Vsechny metody této podkapitoly se zabyvaji potvrzenim provedené modifikace a
charakterizaci pfipravenych hydrogelti v zavislosti na molekulové hmotnosti a koncentraci

polymeru, pouzitého aktivacniho ¢inidla ¢i podminek provedené reakce.

6.2.1 NMR

Spektralni potvrzeni chemické struktury navazanych a pfipravenych funkénich skupin na
fetézci HA bylo provedeno pomoci NMR spektroskopie. Na samém pocatku byla provedena
analyza nativniho HA a jeho srovnani s HA modifikovanym. Vysledné NMR spektrum (HA,
HA-ADH) v zavislosti na pouzitém ¢inidle a molekulové hmotnosti je uvedeno na obrazku
23.
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Obrazek 23: Vyhodnoceni '"H NMR spekter modifikované a nativni HA v z4vislosti na
molekulové hmotnosti (My = 124kDa (vlevo), 243 kDa (vpravo)) a aktivac¢niho ¢inidla
(EDC, DMTMM).

V levé ¢asti obrazku 22 nativni HA znazornuje (a) ¢erna kiivka, amidovany HA (HA-EDC),
(b) modra kiivka, a amidovany HA (HA-DMTMM) (c) zelen4 kiivka. Z prvniho pohledu je
ziejmé, ze v piipadé amidovaného HA se ve spektru objevily nové oblasti. Vedle neménnych
pikt typickych pro nativni hyaluronan, jako napf. oblast 4,75 ppm, ktera je charakteristickou
oblasti pro rozpoustédlo (D20), oblast 3,3-4 ppm, jenz patii sacharidové jednotce HA, oblast
4,4-4,6 ppm (anomerni vodiky) ¢i oblast 1,9-2,0 ppm (N-acetyl HA) oznacena ¢islem 1. N-
acetyl neni ve vétSing pripadi cilem modifikace, a proto miZe byt pouZit pfi stanoveni stupné
substituce (DS) jako reference. Amidaci HA ve NMR spektru potvrzuje ptitomnost novych
oblasti 2,5-1,5 ppm. Konkrétné jde o oblast 2,20 ppm (2H, NHNHCO.CH>), 2,10 ppm (2H,
CH,NHNH,), 1,6-1,63 ppm (2H, CH>CH,). Na zéklad¢ provedeného méfeni, lze
konstatovat, ze v ptipad¢ zvysSeni molekulové hmotnosti nativniho HA (z 124kDa na
243kDa) nema velky vliv na podobu 'H NMR spektra. Kromé vlivu My nativniho HA byl
feSeno srovnani vlivu dvou typt aktivacnich ¢inidel. Na zéklad¢ vysledkt Ize potvrdit, ze u
obou ¢inidel doslo k tispésnému navazani HN» skupiny na feté¢zec HA (4 barevné kiivky).
VyrazngjSim rozdilem je Cistota zobrazeného spektra. V ptipadé HA-EDC jsou spektra

vyznamné znecisténd, coz by se mohlo projevit na sitovaci reakci ¢i evaluaci toxicity



pfipraveného hydroeglu. Syntéze provedend pomoci DMTMM nepotvrzuje piitomnost
necistot (napf. nezreagované zbytky Cinidel) a jevi se tak efektivnéjsi. V piipadé konjugace
HA prosttednictvim EDC by po modifikaci mélo probéhnout docisténi vysledného produktu.
Podobnou problematikou konjugace HA se zabyvalo plno autord napt. D Esteho a spol.
(2014), kteti ptipravili amidovanou HA pomoci stejnych aktivacnich ¢inidel. Pfi analyze
NMR spektra potvrdili pfitomnost ndmi uréenych oblasti (1,9 ppm a 1,65 ppm) a pfi
porovnani obou pouzitych aktivacnich c¢inidel vyhodnotili DTMMM jako c¢inidlo

efektivnéjsi [30].

Mimo NMR charakterizace amidované¢ho derivatu HA, byla porovnana ucinnost oxidace

HA (v zavislosti na Mw), zobrazené na obrazku 25.
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Obrazek 24: Vyhodnoceni '"H NMR spekter oxidované HA v zavislosti na My, HA
(1,5MDa-tmav¢ zelenoseda (horni) kiivka, 1,18MDa — fialova (prostiedni) kiivka, nativni
HA-Cernd (spodni) kiivka)



Jak je patrné z obrazku 25, v ptipad¢ oxidace byla potvrzena pfitomnost novych oblasti, jenz
1ze ptisoudit nové vytvorenym aldehydickym skupindm. Jak uz bylo zminéno v piedchozi
¢asti textu, oblasti, které odpovidaji nativnimu HA, jsou 4,8 ppm (pas rozpoustédlo D,0O),
3,3-4 ppm (sacharidovéa jednotka HA) a 2,01 ppm (ozn. 1. N-acetyl). Nové oblasti odpovidaji
rozsahu 5,3-5,0 ppm, ¢imz potvrzuji pritomnost aldehydi. Pro detailnéjsi porovnani vlivu
molekulovych hmotnosti HA, pouzitych pii oxidaci HA (ptiprava CHO skupin) byl stanoven
1 stupen oxidace, jenz je uveden v dalsi ¢asti prace. Oxidaci hyaluronanu se zabyval tym
autori Bao a spol. (2021). Pti analyze NMR spekter oxidovaného HA potvrdili pfitomnost
novych pikli v oblasti chemického posunu 4,82 ppm, 4,98 ppm a v 5,08 ppm, jenz odpovida
pfitomnosti aldehydl na polymernim fetézci HA. Na zaklad€ porovnani intenzity signala
aldehydi se signdlem N-acetylu (2,01ppm) potvrdili nejvyssi SO (31,8%) u reakce, ktera
trvala 8 h [31].

Stupen modifikace DS

Na zéklad¢ provedenych NMR spekter byl ur€en 1 stupeii modifikace. Vysledné hodnoty DS
(%) jsou uvedeny na Obrazek 26.
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Obrazek 25: Srovnani aktivacnich ¢inidel EDC a DMTMM v zavislosti na stupni
modifikace

Pti porovnani dosazeného stupné substituce se ukazalo, ze pi1 modifikaci HA pomoci EDC
1ze dosahnout vyrazné vyssich hodnot DS. DS odpovida hodnoté 72% v ptipadé (124kDa) a
80,6% u My, (243kDa), zatimco pii konjugaci HA pomoci DMTMM bylo dosazeno pouze
20,5% (124kDa) a 22,0% v ptipad¢ (243kDa). Autoti D Este a spol (2014) potvrdily opacny
trend, a to v pfipadé konjugace HA s DMTMM (DSmo1 = 35 %), zatimco (DSmot = 18 %)



v ptipadé EDC/NHS. Tato nesrovnalost mize souviset s rozdilnou My, ktera byla v jejich
piipad¢ pouzita. Na zaklad¢ literatury je totiz zfejmé, ze s rostouci molekulovou hmotnosti
polymeru klesa stupen substituce v diisledku naristu viskozity polymerniho roztoku. Na
zaklad¢é Obrazku 26 lze konstatovat, Ze z pohledu reaktivity by aktiva¢niho ¢inidlo EDC

mélo fungovat mnohem lépe.

6.2.2 FT-IR

Jak uz bylo zminéno vysSe, FT-IR metoda analyzuje chemické slozeni vzorku, jehoz
vysledkem je FT-IR spektrum. Obrazek 27 srovnava chemické slozeni nativniho a

modifikovaného HA, rozdélenych dle pouzitého aktivacniho ¢inidla a molekulové hmotnosti

HA.
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Obrazek 26: Srovnani FT-IR spekter ¢ist¢ého HA a amidovanych HA (Mw=124 kDa-vlevo,
M,,=243kDa-vpravo)



Pii prvnim pohledu na FT-IR spektra je zfejmé, Ze vSechny kiivky jsou si velice podobné.
Nepatrnou zménou spektra 1ze vy&ist v oblasti 1709 cm™!, ktera prezentuje vazbu C=0, coz
potvrzuje provedenou amidaci HA. Dle prace autord Mlcochova a spol. (2006), by u
amidované HA mély byt potvrzeny nové oblasti 2850-2930 cm™, které souvisi s piitomnosti
(-CH) a (-CH») skupin na fetézci HA (alkylovy fetézec na HA) [29]. Obdobnych zavéri
doséhli D’Este a spol. (2014), ktefi pfi charakterizaci pouzili diamantovy krystal. Mezi
pritkazné zmény patiila oblast vlnoctu 4000-500 cm™ a oblast 1650 cm™, jenz odpovida
(C=0) [29].

Vliv molekulové hmotnosti HA byl feSen i v pfipadé provedené oxidace, ktery shrnuje
obrazek 29.

““TWTW/“WTWTW

(¢) HA-OX-1.18MDa

Lo ———
uwmgpww

(b) HA-OX-1.5MDa

Absorbance

(a) HA

3500 3000 2000 1500 1000

Vinodet (cm")

Obrazek 27: Srovnani FT-IR spekter ¢ist¢ého HA (Cerna kiivka) a oxidovanych HA
(1,5MDa-fialova (prostfedni) ktivka, 1,18MDa-Seda (horni) kiivka).

Pti letmém posouzeni spekter se zdaji veelku stejna, ovSem vysledky experimentu Kedariay
a Vasity (2017) zmifuji (-OH) vibraci v oblasti 3500 cm™ u oxidovaného dextranu [59]. Na
zékladg tohoto ¢lanku lze oblast (-OH) potvrdit v oblasti vino&tu 3600-3000 cm™.



6.2.3 Stanoveni molekulové hmotnosti pomoci GPC

Za ucelem zjisténi vlivu jednotlivych modifikaci na molekulovou hmotnost pfipraveného
produktu bylo provedeno méteni GPC. Molekulové hmotnosti se pocitaly u obou modifikaci
HA (amidace i oxidace). Tabulka 6 ptfedstavuje molekulové hmotnosti vychozich produktt

po jejich modifikace aktiva¢nimi ¢inidly DMTMM a EDC.

Porovnanim primérné molekulové hmotnosti u obou ¢inidel je na prvni pohled patrny narast
kone¢né My, a to v ptipadé DMTMM z hodnoty 124kDa na 158kDa, a z hodnoty 243kDa na
356kDa. V ptipadé konjugace HA pomoci EDC doslo v ptipad¢ nizsi molekulové hmotnosti
k poklesu z hodnoty 124kDa na 79kDa, zatimco u vyssi molekulové hmotnosti doslo k
jejimu nepatrnému nardstu z hodnoty 243kDa na hodnotu 257kDa. Pozorovany nartst
molekulové hmotnosti bude patrné souviset s navazanim novych funkénich skupin na fetézec

HA

Tabulka 6 Stanovené hodnoty My, v zévislosti na pouzitém ¢inidle (DMTMM, EDC)
konjugované¢ HA

M-
DMTMM EDC
124 kDa 243 kDa| 124 kDa 243 kDa
1 156964 355787 81810 253630
2 160028 355787 76302 259543
prumér | 158496 355787 79056 256587
chvba 1532 0 2754 2957

Molekulova hmotnost byla analyzovana i v ptipad¢ oxidované HA, jejiz vysledky shrnuje
tabulka 7.

Tabulka 7 Stanovené hodnoty My, v zavislosti na ¢ase provedené reakce (7,5h, 8h, 10h)
oxidované HA

Hyaluronan c¢as reakce 7.5h 10h 12h
1 9021 8429 4878
HA-1.5MDa 02 _ 9054 8567 4886
prumér 9038 8498 4882

chyba 17 69 4
1 6747 7554 4393
2 6782 7865 4293

HA-1.18MD

AT pramér 6765 7710 4343

chyba 18 156 50

Pti oxidace HA pomoci jodistanu, dochazi k postupnému Stipani polymerniho fetézce, jehoz
vysledkem je pokles My. Pfi porovnani ¢asu oxida¢ni reakce na molekulové hmotnosti je

vidét, Zze pokud reakce probihala 7,5 h vychozi My klesla z hodnoty 1,5 MDa na 9 kDa,



respektive na 4,9 kDa v ptipadé 12 h. Vyraznéjsi pokles My byl pozorovan u molekulové
hmotnosti HA 1,18 MDa a to z vychozi hodnoty 1,18 MDa na 6,8 kDa, respektive na 4,3 kDa
v piipadé 12h. Na zéklad¢ provedeného méteni, byla za nejlepsi Cas oxidace zvolena doba
10h, protoze nedoslo k tak vyraznému poklesu molekulové hmotnosti. Problematikou
stanoveni molekulové hmotnosti se zabyvali i Chen a spol. (2017), ktefi ptipravili hydrogel,
jehoz vyslednd molekulova hmotnost (HA-ADH) odpovidala My = 6,3 MDa. Zaroven tito
autofi potvrzuji, ze ¢im nizsi je molekulovd hmotnost, tim pomaleji probiha sitovani

hydrogelu [58].

6.2.4 Stanoveni stupné oxidace (SO)

V ptipadé oxidované HA, byl kromé& molekulové hmotnosti, posuzovan i stupenl oxidace
(SO) ktery udava pocet substituovanych aldehydickych skupin na 100 jednotek HA, jehoz
vysledky shrnuje Tabulka 8.

Tabulka 8: Hodnoty SO pro HA-OX v zavislosti na ¢ase reakce a My polymeru (Kde: *pocet
aldehydickych skupin (CHO) /100 jednotek HA)

Oxidovany HA ¢as reakce 7,5h 10 h 12 h
HA-OX-1,5 MDa  stupen 66,2 82,5 57,5
HA-OX-1,18 MDa oxidace* 53,2 65,1 53,1

wewr

HA (HA-OX-1,5 MDa a HA-OX-1,18 MDa) 10 h (viz Tabulka 8).

Tabulka 9 Hodnoty SO pro finalni derivat HA-OX v zavislosti My polymeru v Case reakce
10h (Kde: *pocet aldehydickych skupin (CHO) /100 jednotek HA)

Hyaluronan &as reakce *10 h
1 68.9
HA-1.5MDa 02 e
prumér 69,7
chyba 0.8
1 a2
HA-1.18MDa e =l
prumér 93,0
chyba 0.8




SO hodnoty tedy potvrdily zavér metody GPC, na jejichz vysledcich bylo rozhodnuto, ze
hydrogela. Tabulka 9 shrnuje stupné oxidace pro reakéni ¢as 10 h dvou dalSich provedenych
modifikaci (HA-OX-1,5 MDa a HA-OX-1,18 MDa), ktery prokéazal, ze jsme schopni
ptfipravit HA-OX se srovnatelnym SO. Provedené modifikace (1 a 2) lze zpohledu

stanovené chyby méfeni u SO povazovat za velmi podobné.

6.3 Charakterizace hydrogelu

v v

u vSech provedenych zkousek sitovani pouzita prave tato reakce. Jak uz bylo zminéno vyse,
pti sitovani Schiffovou bazi dochézi k reakci aminové funkéni skupiny (HA-ADH) s
aldehydickou (oxo0) skupinou (HA-OX) za vzniku iminové vazby. Oba derivaty byly
smichany v poméru 1:1 v zavislosti na koncentraci (1%, 2%, 3%). Thned po smichani obou
roztokd byl, zaznamenam c¢as potfebny k plnému zesitovani materidlu do podoby tuhého
gelu. Vysledky gelacnich Casu v zavislosti na koncentraci pfipraveného roztoku shrnuje

Tabulka 10.

Tabulka 10: Hodnoty stanoveného gelacniho Casu pro jednotlivé kombinace piipravenych

hydrogelt
Matrice Mw ¢as gelace (h)

1% 2% 3%

DMTMM/HA-OX 124 kDa/1,5 MDa 24,0 2,8 24,0
DMTMM/HA-OX 124 kDa/1,18 MDa 24,0 24,8 24,0
DMTMM/HA-OX 243 kDa/1,5 MDa 24,0 8.4 24,0
DMTMM/HA-OX 243 kDa/1,18 MDa 24,0 16,8 24,0
EDC/HA-OX 124 kDa/1,5 MDa 24,0 24,0 0,33
EDC/HA-OX 124 kDa/1,18 Mda 24,0 24,0 0,37
EDC/HA-OX 243 kDa/1,5 MDa 24,0 0,5 0,07
EDC/HA-OX 243 kDa/1,18 MDa 24,0 5,0 0,09

Piiprava hydrogeli byla ¢asové variabilni s ohledem na chemické slozeni hydrogelu. V
ptipadé€, ze nedoslo k dositovani hydrogelu do 2 hodin od zacatku reakce, ponechal se
hydrogel reagovat 24 hodin. Po uplynuti této doby byla provedena vizualni charakterizace.
Konkrétné jestli je hydrogel tvarny, lepkavy, prihledny, vysoce/nizce viskdézni apod.
Nejlepsich vysledky byly dosazeny v ptipadé 3% roztoki. Naopak u vétSiny 1% roztokiim
hydrogelli nestailo do findlniho zatuhnuti ani 24 hodin. Pfili§ dlouhy cas gelace, tak
pravdépodobné souvisi s mnozstvim polymeru v roztoku a tedy mnozstvim potencionalnich

mist (funkénich skupin podléhajici sitovaci reakci) vhodnych k vytvofeni sitové struktury.



U pfipravenych hydrogeli bylo déle pfistoupeno k jejich charakterizaci z pohledu
vytvotenych port. Predpokladalo se, Ze u 1% hydrogelti bude potvrzena niz$i porozita, ve

srovnani s hydrogely pfipravenymi z 3 % roztokd.

6.3.1 SEM

Jednotlivé snimky hydrogelt potfizené SEM jsou rozdéleny do skupin podle koncentraci
svého chemického sloZeni, na 1% (Obrazek 28), 2% (Obrazek 29) a 3% (Obrazek 30).
Pouzité zkratky i jejich umisténi je nemeénné pro vSechny tii skupiny. Piiklad: oznaceni A-
124/1.5 1% zobrazuje 1% hydrogel s matrici HA-ADH s EDC (124 kDa) a HA-OX (1,5
MDa). Vsechny snimky se pochopitelné¢ vzajemné lisi, jejich zobrazeni a procentudlni
porovnani distribuce velikosti port se uvadi nize. U nékterych snimki byl potvrzen tzv. bily
povlak na vnitini struktufe matrice, ktery je zfejmé pozlstatkem soli fosfatového pufru, jenz

byl pouzit pfi ptipravé roztoku.

Obrazek 28 SEM snimky struktury pfipraveného hydrogelu (z 1% roztoki) v zavislosti na
molekulové hmotnosti (124kDa-modra a zelend barva, 243kDa-rizova a zluta barva) a

aktivacni ¢inidla (EDC-znaceni A, DMTMM-znaceni B)

Pti porovnanim vSech SEM snimki, z pohledu pouzitého aktiva¢niho ¢inidla, jevi snimky B
vetsi porozitu, 1 kdyz jednotlivé pdéry odpovidaji spiSe mensSim rozmért (viz napt. B-
243/1,18 1%). Velikost ostfe ohrani¢enych pory odpovidaji hodnoté pod 80 pum (B-
124/1,18 1%). Na snimku A-243/1.5 1% byl detekovan zminény bily povlak, ktery
pravdépodobné odpovida soli PBS pufru, ktery byl pouzit jako rozpoustédlo.



Obrazek 29 SEM snimky struktury pfipraveného hydrogelu (z 2% roztokl) v zavislosti na
molekulové hmotnosti (124kDa-modra a zelend barva, 243kDa-rGizova a zlutd barva) a

aktivacni ¢inidla (EDC-znac. A, DMTMM-znac. B)

80 um

B-243/1.5 2% |
W

Obrazek 30 SEM snimky struktury pfipraveného hydrogelu (z 3% roztokil) v zévislosti na
molekulové hmotnosti (124kDa-modra a zelend barva, 243kDa-rizova a zluta barva) a

aktivacni ¢inidla (EDC-zna¢. A, DMTMM-znac. B)

Na prvni pohled se zd4, ze zbylé koncentrace polymeru (2% a 3%) vykazuji vétsi porozitu,
nez vzorky pfipravené z 1% roztokd. Nékteré ze vzorklti dokonce piesahuji rozmér 80 um
(pt. B-243/1.18 2%). Od ostatnich snimk se vyrazn€ li§i snimek s oznafenim B-

243/1.5 2%, protoze misto fezu vzorku byl analyzovan spiSe povrch vzorku, pro ktery je



typicky tzv. slinuty povrch bez ptitomnych pora (Spatné provedeny fez vzorku). Proto byla
tato kombinace vyfazena i u stanoveni celkové porozity. U hydrogelt ptipravenych z 3%
roztoktli se dalo oc¢ekdvat, Ze vyslednd distribuce pért bude dosahovat vétSich rozméra, coz
bylo do jisté miry splnéno. Ne vSechny poéry vSak prekonaly velikost poéru 80 pum. I ptesto

maji 3% hydrogely nejhustéjsi porozitu ze vSech analyzovanych hydrogeld.

Na zaklad€ provedené analyzy SEM snimkii pomoci programu Image J, byla na zavér

hodnocena celkova porozita pifipravenych hydrogeld, jejiz vysledky jsou uvedeny na

obrazku 31, respektive 32.
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Obrazek 31 Zavislost porozity pfipraveného hydrogelu na koncentraci HA (1% (w/w), 2%
(w/w) a 3% (w/w) vzorkll), pouzit¢tm aktivacnim ¢inidle (EDC, DMTMM) a molekulové
hmotnosti oxidované HA (1,5MDa, 1,18MDa) pro molekulovou hmotnost HA-ADH 124kDa.

Ze zavislosti porozity HA-ADH (124kDa) na molekulové hmotnosti HA-OX pro pouzita
¢inidla DMTMM a EDC, Ize potvrdit, ze s rostouci koncentraci polymeru nepatrné roste
celkovd porozita matrice (pro ob¢ aktivacni cinidla), coz patrné¢ souvisi s vysSSim
zastoupenim polymeru v roztoku. V ¢asti grafu 1% hydrogeld, se vyrazné odliSuje
kombinace HA-ADH ( DMTMM (124kDa) a HA-OX (1,18MDa)), u které¢ byla potvrzena

nejvyssi porozita (37%), kterd jiz byla zminéna u Obrazku 28.
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Obrazek 32 Zavislost porozity ptipraveného hydrogelu na koncentraci HA (1% (w/w), 2%
(w/w) a 3% (w/w) vzorkll), pouzitém aktivacnim cinidle (EDC, DMTMM) a molekulové
hmotnosti oxidované HA (1,5MDa, 1,18MDa) pro molekulovou hmotnost HA-ADH 243kDa.

Obrazek 32 pro molekulovou hmotnost HA-ADH (B_243kDa), Ze s rostouci koncentraci se
porozita pfilis neméni. Zelena hvézdicka zastupuje snimek B-243/1.5 2%, tedy 2% hydrogel
o matrici DMTMM (243kDa) s HA-OX (1,5MDa), ktery z diivodu $patn¢ provedeného fezu

nemohl byt do vyhodnoceni zahrnut.

Na zékladé zobrazenych snimku Ize tvrdit, Ze molekulova hmotnost matrice (HA-ADH a
HA-OX) nemé vliv na vyslednou porozitu zkoumanych hydrogeld, tak jako koncentrace
vstupnich roztokt HA. Oba grafy potvrzuji ptfedpoklad, ze hydrogely o matrici z 3% roztokt
HA-ADH a HA-OX m¢ly svou vnitini strukturu nejvice porézni. Problematikou porozity
pfipravenych hydrogelt se zabyval i tym Kedaria a Vasita (2017), ktefi charakterizovali
hydrogel na bazi oxidovaného dextranu v zavislosti na jeho koncentraci (3%, 4%, 5%). Na
zéklad¢ jejich pozorovani je mozné konstatovat, ze v pripadé¢ 3% hydrogelti odpovidala
velikost pori hodnotam 190 a 200 um. Naopak velikost porti u roztoki s vyssi koncentraci
dextranu (4% a 5%) odpovidala mnohem mens$im rozmériim, konkrétné se jednalo o oblast
160-170 um. Rostouci koncentraci polymeru lze povazovat za pfi¢inu zvysSené hustoty

sitovani, které se projevila poklesem detekované velikosti pori [57].



ZAVER

Experimentalni ¢ast této prace se zabyva piipravou hydrogell na bazi modifikované kyseliny
hyaluronové (amidace a oxidace HA) za vzniku tzv. Schiffovy baze a jejich nasledné
charakterizaci. Na samém zacatku byla provedena modifikace hyaluronanu z davodu
zavedeni funk¢nich skupin (oxo, amino) na polymerni fetézec HA. Zisk (NH2) skupin na
HA byl zprostfedkovan pomoci navazani dihydrazidu kyseliny adipové (ADH) na nativni
fetézec HA, které probihalo v pfitomnosti riiznych aktivacnich ¢inidel (DMTMM a EDC).
Tato Cinidla byla vybrana za uclelem jejich vzajemného srovnani (Cistota produktu,
jednoduchost reakce, uc¢innost modifikace (DS). Pfiprava oxo skupiny do polymerniho
fetézce HA bylo zprostiedkovano pomoci oxidacni reakce. Modifikace HA byly provedeny
v zavislosti na molekulové hmotnosti HA, molarnim poméru jednotlivych slozek a
podminek reakce obou modifikaci. Zesitovany hyaluronan byl pfipraven v poméru 1:1 za
vzniku hydrogelu. Vysledny hydrogel byl pot¢ lyofilizovan a charakterizovan (SEM, gelacni
¢as). Funk¢nost provedené modifikace byla potvrzena pomoci NMR spektroskopie. Kromé

toho bylo u vSech ptipravenych derivati HA provedeno stanoveni My,.

Pti oxidaci HA jodistanem dochazi k rozevieni kruhu sacharidové jednotky HA, jehoz
vysledkem je vytvofeni aldehydové skupiny na fetézci HA. Nejlepsi vysledky oxidace byly
potvrzeny (na zakladé SO a GPC) pro reakéni ¢as 10 h (HA-OX-1,5 MDa (SO 69,7) mél My,
= 8498 s prumérnym casem gelace 50,5 s; HA-OX-1,18 MDa mél My, = 7710 s ¢asem gelace
132 s (SO 93,0)). Rovnéz bylo zjisténo, Ze molekulova hmotnost HA-OX ovliviuje
vysledny Cas gelace hydrogelu. Navazana (-NHz) skupina byla potvrzena NMR 1 FT-IR
spektroskopii, konkrétn& v ptipadé FT-IR spektra, se jednalo o oblast vino¢tu 1709 cm™ jenz
odpovida C=0. Pfi porovnani t€innosti jednotlivych aktivacnich ¢inidel bylo zjisténo, Ze pii
pouziti EDC lze dosdhnout vysokého stupné substituce (8%), ale NMR spektra ptipraveného
derivatu jsou siln¢€ znecisténa pravdépodobnymi zbytky nezreagovanych ¢inidel. Naopak pii
pouziti DMTMM vysledna spektra zneciSténi nepotvrdila, ale bohuzel vykéazala nizky
stupenn substituce (20,5%). U ptipravenych hydrogelti byla rovnéz porovnana celkova
porozita. Kazdy analyzovany hydrogel mél porézni vnitini strukturu. Miru porozity
neovlivilovala molekulova hmotnost, chemické slozeni, ani koncentrace jednotlivych

vstupnich roztoki.



SEZNAM POUZITE LITERATURY

[I]RATNER, B. D., HOFFMAN ALLAN S., SCHOEN, FREDERICK J., LEMONS, JACK
E. The Nature of Matter and Materials 2013, 6-9.

[2] BISWAL, T., S. K. BADJENA AND D. PRADHAN. Sustainable biomaterials and their
applications: A short review. In Materials Today: Proceedings. Elsevier Ltd, 2020, vol. 30,
p. 274-282.

[3] TODROS, S., M. TODESCO AND A. BAGNO Biomaterials and Their Biomedical
Applications: From Replacement to Regeneration. Processes, 2021, 9(11), 1949.

[4] MATHEW, A., R. AUGUSTINE, N. KALARIKAL AND S. THOMAS. Tissue
Engineering: Principles, Recent Trends and the Future: State of the Art and Recent Trends.
In., 2016, p. 31-82.

[5] QURESHI, D., S. K. NAYAK, A. ANIS, S. S. RAY, et al. Introduction of biopolymers:
Food and biomedical applications. In Biopolymer-Based Formulations: Biomedical and
Food Applications. Elsevier, 2020, p. 1-45.

[6] OLIVEIRA, J. T. AND R. L. REIS. Hydrogels from polysaccharide-based materials:
Fundamentals and applications in regenerative medicine. In Natural-Based Polymers for
Biomedical Applications. Elsevier Ltd., 2008, p. 485-514.

[7] CONTE, R., A. DE LUISE, A. VALENTINO, F. DI CRISTO, et al. Hydrogel
Nanocomposite Systems. In Nanocarriers for Drug Delivery. Elsevier, 2019, p. 319-349.
[8] FU, Z., L. OUYANG, R. XU, Y. YANG, et al. Responsive biomaterials for 3D
bioprinting: A review. Materials Today, 2022.

[9] MACGREGOR, A. E. Biopolymers. Encyklopedia of Physical Science and Technology,
2003, 3, 207-245.

[10] IBRAHIM, S., O. RIAHI, S. M. SAID, M. F. M. SABRI, et al. Biopolymers From Crop
Plants 2019.

[11] SMITH, A. M., S. MOXON AND G. A. MORRIS Biopolymers as wound healing
materials 2016, 261-287.

[12] VICKRAMIEET SINGH, S. I., K.J. JISHA AND RAMESH L. GARDAS Structure
and Solubility of Polysaccharides. Scrivener Publishing LLC, 2021, 325-336.

[13] INAMUDDIN, M. I. A., RAJENDER BODDULA AND TARIQ ALTALHI
Polysaccharides : properties and applications. Publishers at Scrivener, 2021.

[14] FALLACARA, A., E. BALDINI, S. MANFREDINI AND S. VERTUANI. Hyaluronic
acid in the third millennium. In Polymers (Basel). MDPI AG, 2018, vol. 10.

[15] FRASER, J. R. E., LAURENT, T. C., LAURENT, U. B. G. Hyaluronan: its nature,
distribution, functions and turnover. Journal of Internal Medicine, 1997, 242, 27-33.

[16] SILVA, R. D, L. T. CARVALHO, R. M. MORAES, S. D. F. MEDEIROS, et al.
Biomimetic Biomaterials Based on Polysaccharides: Recent Progress and Future
Perspectives. Macromolecular Chemistry and Physics, 2022, 2100501.

[17] NECAS, J., L. BARTOSIKOVA, P. BRAUNER AND J. KOLAR. Hyaluronic acid
(hyaluronan): a review. 2008.

[18] KACZMAREK, B., K. NADOLNA AND A. OWCZAREK. The physical and chemical
properties of hydrogels based on natural polymers. In Hydrogels Based on Natural
Polymers. Elsevier, 2019, p. 151-172.

[19] MITRA, A. K., RAGHUNATHAN, S., SHEEHAN, J. K. AND STRUTHER, A.
Hyaluronic Acid: Molecular Conformations and Interactions in the Orthorhombic and
Tetragonal Forms Containing Sinuous Chains. 169, 1983, 829-859.

[20] HINTZE, V., M. SCHNABELRAUCH AND S. ROTHER Chemical Modification of
Hyaluronan and Their Biomedical Applications. Front Chem, 2022, 10, 830671.



[21] HARGITTAI, I. AND M. HARGITTAI Molecular structure of hyaluronan: an
introduction. Structural Chemistry, 2008, 19(5), 697-717.

[22] COWMAN, M. K. AND S. MATSUOKA. Experimental approaches to hyaluronan
structure. In Carbohydr Res. Elsevier BV, 2005, vol. 340, p. 791-809.

[23] COLLINS, M. N. AND C. BIRKINSHAW. Hyaluronic acid based scaffolds for tissue
engineering - A review. In Carbohydrate Polymers. 2013, vol. 92, p. 1262-1279.

[24] AMORIM, S., C. A. REIS, R. L. REIS AND R. A. PIRES Extracellular Matrix Mimics
Using Hyaluronan-Based Biomaterials. Trends Biotechnol, Jan 2021, 39(1), 90-104.

[25] VOLPIL, N., SCHILLER, J., STERN, R., SOLTES, L. Role, Metabolism, Chemical
Modifications and Applications of Hyaluronan. Bentham Science Publishers Ltd., 2009, 16,
1718-1745.

[26] MORADALI, M. F. AND B. H. A. REHM Bacterial biopolymers: from pathogenesis
to advanced materials. Nat Rev Microbiol, Apr 2020, 18(4), 195-210.

[27] GARANTZIOTIS, S. AND R. C. SAVANI Hyaluronan biology: A complex balancing
act of structure, function, location and context. Matrix Biol, May 2019, 78-79, 1-10.

[28] BULPITT PAUL, A. D. New strategy for chemical modification of hyaluronic acid:
Preparation of functionalized derivatives and their use in the formation of novel
biocompatible hydrogels 1999, 152-169.

[29] SCHANTE, C. E., G. ZUBER, C. HERLIN AND T. F. VANDAMME Chemical
modifications of hyaluronic acid for the synthesis of derivatives for a broad range of
biomedical applications. Carbohydrate Polymers, 2011, 85(3), 469-489.

[30] D'ESTE, M., D. EGLIN AND M. ALINI A systematic analysis of DMTMM vs
EDC/NHS for ligation of amines to Hyaluronan in water. Carbohydrate Polymers, 2014/8//
2014, 108(1), 239-246.

[31] BAO, Z., A. YU, H. SHI, Y. HU, et al. Glycol chitosan/oxidized hyaluronic acid
hydrogel film for topical ocular delivery of dexamethasone and levofloxacin. Int J Biol
Macromol, Jan 15 2021, 167, 659-666.

[32] PANDIT, A. H., N. MAZUMDAR AND S. AHMAD Periodate oxidized hyaluronic
acid-based hydrogel scaffolds for tissue engineering applications. Int J Biol Macromol, Sep
152019, 137, 853-869.

[33] CHAMKOURI, H. A Review of Hydrogels, Their Properties and Applications in
Medicine. American Journal of Biomedical Science & Research, 2021/2// 2021, 11(6), 485-
493.

[34] REDDY, N., R. REDDY AND Q. JIANG Crosslinking biopolymers for biomedical
applications. Trends Biotechnol, Jun 2015, 33(6), 362-369.

[35] TOMIHATA, K., IKADA, Y. Crosslinking of Hyaluronic Acid with Glutaraldehyde.
Journal of Polymer Science: Part A: Polymer Chemistry,, 1997, 35, 3553-3559.

[36] BARTOVSKA LIDMILA, S. M. Fyzikalni chemie povrchii a koloidnich soustav 2005,
132.

[37] CATOIRA, M. C., L. FUSARO, D. DI FRANCESCO, M. RAMELLA, et al. Overview
of natural hydrogels for regenerative medicine applications. J] Mater Sci Mater Med, Oct 10
2019, 30(10), 115.

[38] PEPPAS, N. A., HOFFMAN, ALLAN S. Hydrogels. A. PRESS, 2020.

[39] WANG, K., Y. HAO, Y. WANG, J. CHEN, et al. Functional Hydrogels and Their
Application in Drug Delivery, Biosensors, and Tissue Engineering. In International Journal
of Polymer Science. Hindawi Limited, 2019, vol. 2019.

[40] CHAIL Q., Y. JJAO AND X. YU. Hydrogels for biomedical applications: Their
characteristics and the mechanisms behind them. In Gels. MDPI AG, 2017, vol. 3.

[41] HOARE, T. R. AND D. S. KOHANE Hydrogels in drug delivery: Progress and
challenges. Polymer, 2008, 49(8), 1993-2007.



[42] OHAN, M. P, K. S. WEADOCK AND M. G. DUNN Synergistic effects of glucose
and ultraviolet irradiation on the physical properties of collagen. J Biomed Mater Res, Jun 5
2002, 60(3), 384-391.

[43] REDAELLI, F., M. SORBONA AND F. ROSSI Synthesis and processing of hydrogels
for medical applications 2017, 205-228.

[44] HERNANDEZ-MOLINA, R., MEDEROS, A. Acyclic and Macrocyclic Schiff Base
Ligands. Comprehensive Coordination Chemistry II 2003, 411-446.

[45] RAHMANIAN-DEVIN, P., V. BARADARAN RAHIMI AND V. R. ASKARI
Thermosensitive Chitosan-beta-Glycerophosphate Hydrogels as Targeted Drug Delivery
Systems: An Overview on Preparation and Their Applications. Adv Pharmacol Pharm Sci,
2021, 2021, 6640893.

[46] TOGNANA, E. Scaffolds based on hyaluronan derivatives in biomedical applications.
In Natural-Based Polymers for Biomedical Applications. Elsevier Ltd., 2008, p. 291-314.
[47] WANG, W., R. NARAIN AND H. ZENG. Hydrogels. In Polymer Science and
Nanotechnology. Elsevier, 2020, p. 203-244.

[48] LUO, Y., K. R. KIRKER AND G. D. PRESTWICH. Cross-linked hyaluronic acid
hydrogel films: new biomaterials for drug delivery. 2000.

[49] PIZZETTIL, F., A. MASPES, A. ROSSETTI AND F. ROSSI The addition of hyaluronic
acid in chemical hydrogels can tune the physical properties and degradability. European
Polymer Journal, 2021, 161, 110843.

[50] ALQAHEEM, Y. AND A. A. ALOMAIR Microscopy and Spectroscopy Techniques
for Characterization of Polymeric Membranes. Membranes (Basel), Feb 24 2020, 10(2).
[SI]NEIL, J. AND J. J. H. ACKERMAN Magnetic Resonance (MR); Overview 2014, 971-
972.

[52] BILLAH, A. Investigation of multiferroic and photocatalytic properties of Li doped
BiFeO3 nanoparticles prepared by ultrasonication. 2016.

[53] VERNON-PARRY, K. D. Scanning Electron Microscopy: an introduction Elsevier
Science Ltd., 2000, 13, 40-44.

[54] BARRERA, F. N. The advance that realized the potential of protein Fourier-transform
infrared spectroscopy. Arch Biochem Biophys, Dec 29 2021, 109114.

[55] UNDAVALLIL V. K., C. LING AND B. KHANDELWAL. Chapter 6 - Impact of
alternative fuels and properties on elastomer compatibility. In B. KHANDELWAL ed.
Aviation Fuels. Academic Press, 2021, p. 113-132.

[56] HUSSAIN, Z. Gel permeation Chromatography. Edtion ed., 2021.

[57] ZHAO, H. AND N. D. HEINDEL Determination of degree of substitution of formyl
groups in polyaldehyde dextran by the hydroxylamine hydrochloride method. Pharm Res,
Mar 1991, 8(3), 400-402.

[58] GILLES, M. A., A. Q. HUDSON AND C. L. BORDERS, JR. Stability of water-soluble
carbodiimides in aqueous solution. Anal Biochem, Feb 1 1990, 184(2), 244-248.

[59] KEDARIA, D. AND R. VASITA Bi-functional oxidized dextran-based hydrogel
inducing microtumors: An in vitro three-dimensional lung tumor model for drug toxicity
assays. J Tissue Eng, Jan-Dec 2017, 8, 2041731417718391.

podle pouzité citatni normy



SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
3D  trojdimenziondlni

ADH dihydrazid kyseliny adipové

ATR Attenuated total reflectance

BDDE butandiol-diglycidylether

BS3  bis(sulfosukcinimidyl)suberat

CD44 transmembranovy receptor glykoproteinu

DMS 2-methylsuberimidat

DMSOdimethylsulfoxid

DMTMM 4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorpholinium chlorid
DS  stupeit modifikace = stupeii substituce

ECM extracelularni matrix

EDC 1-ethyl-3-[3-(dimethylamino)-propyl]-karbodiimid
FT-IR infracervend spektroskopie s Fourierovou transformaci
G’ storage modul

G loss modul

GA  glutaraldehyd

GAG glukosaminoglykany

GMA glicidylmethakrylat

GPC gelova permeacni chromatografie

HA  hyaluronan

HA-ADH amidovany hyaluronan

HA-OX oxidovany hyaluronan

HA-TBA tetrabutylamoniova stl kyseliny hyaluronové
HoBt 1-hydroxybenzotriazol

IA kyselina methylenjantarova



IR infracervené spektrum

NHS N-hydroxysukcinimidu

NIPAAmM N-isopropylakrylamid
NMR nukledrni mageticka rezonance
OSA oktenylsuknicidanhydrid

PLA polylaktid

ppm parts per million

SEM skenovaci elektronovy mikroskop
SO  stupen oxidace

UV  ultrafialové
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