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ABSTRAKT

Cilem této bakalarské prace je priprava a charakterizace termo-responzivniho systému pro
biomedicinské aplikace. Konkrétné se jedna o modifikaci kyseliny hyaluronové pomoci
poly(isopropylakrylamidu), ¢imz vznikne termo-responsivni polymer, ktery je za laboratorni
teploty rozpustny, ale po zahtati nad dolni kritickou rozpoustéci teplotu se vytvoii hydrogel,
ktery by mél nasledné nalézt svou aplikaci napf. ve farmakologii jako nosi¢ 1éCiv.
Charakteristiky termoresponzivniho hydrogelu, které budou zkoumany v této praci jsou
napf. stanoveni dolni kritické rozpoustéci teploty (LCST), reologické vlastnosti,

biokompatibilita a cytotoxicita.

Klicova slova: kyselina hyaluronova, poly(isopropylakrylamid), termoresponzivni hydrogel,

LCST, reologie, biokompatibilita, cytotoxicity

ABSTRACT

The aim of the dissertation is the preparation and characterization of a thermo-responsive
system for biomedical applications. In particular, hyaluronic acid is modified with poly
(isopropyl acrylamide) for the preparation of thermo-responsive hydrogel which is soluble
at laboratory temperature but forms hydrogel when heated above low critical solubility
temperature, which can find its purpose in pharmacology as a drug carrier. Characteristics
of prepared thermo-responsive hydrogel discussed are the determination of low critical
solubilization temperature (LCST), rheological properties, biocompatibility, and

cytotoxicity.

Keywords: hyaluronic acid, poly(isopropylacrylamide), thermo-responsive hydrogel, LCST,
rheology, biocompatibility, cytotoxicity
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UvVOD

Lidskeé télo je dynamicky systém, ktery ma schopnost spliiovat rizné funkce, které jako celek
udrzuji jeho zdravou kondici. Tyto funkce maji vSak omezenou zivotnost, kterou uz

v soucasné dob¢ lze prodlouzit, a to sice pomoci biomateriald.

Oblast biomaterialli je velmi obsahld, avSak v této praci se budu zajimat konkrétné o
termoresponzivni hydrogely, které jsou v poslednich letech zkoumany, a to zejména
v oblasti onkologické, jakoZto potencidlni nosice 1€Civ pro fizené jejich fizené uvoliiovani.
Termoresponzivni hydrogely mohou byt zaloZené naptiklad na kyseliné hyaluronové
modifikované  poly(N-isopropylakrylamidem)  zkracen¢  p-NIPAMem. Kyselina
hyaluronova je pfirodnim polymerem, zndmym pro télo, je biodegradabilni a
biokompatibilni. Jeji modifikaci pomoci p-NIPAMu mtZeme docilit termoresponzivity, tedy
tepelného prechodu pii urcité teploté. Piiprave a charakterizaci takového systému se vénuji

ve své bakalafské praci.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

I. TEORETICKA CAST
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1 BIOMATERIALY

Vyzkumem biomateridll se zabyvaji rizné védni obory od materidlového inzenyrstvi, pies
bunéénou biologii az po medicinu. Jedna z definic biomateriali ho popisuje jako jakoukoliv
substanci ¢i kombinaci substanci, syntetickou ¢i ptirodni, ktera mize byt pouzita po urcitou
dobu jakozto soucast systému, do kterého je zavedena anebo pro celkovou ndhradu celého
biologického systému, a timto muze rozsifit ¢i nahradit jakoukoliv tkan, organ nebo jinou
funkci v organismu. Dalsi definici takového biomateridlu by mohlo byt, Ze to je nezivy
materidl pouzivany v mediciné a slouzici k interakci s Zivym systémem. Aby vSak takto
definované materialy mohly byt uzity v praxi, museji spliiovat mnoho podminek, mimo jiné
biokompatibilitu s organismem, aby nezpiisobovaly imunitni reakci a aby byly nezanétlive.
Jako dalsi je tedy nutno definovat biokompabilitu, coz je tedy schopnost vykonavat ¢i

vyvolavat nalezitou reakci hostitele. [1], [2], [3]
Na zaklad¢ chemického slozeni mohou byt biomaterialy déleny:

a. Keramické: typické jsou pro né€ iontové nebo kovalentni interakce, vysoky bod tani,
chemickd stabilita, nizkéd teplotni i elektrickd vodivost (u elektrické mohou byt
vyjimky), maji nizkou deformaci a jsou velmi husté. Aplikace najdeme napf.

v zubnim 1ékarstvi.

b. Kovové: vazi se k sobé kovovou vazbou, bod tani je stfedné vysoky, maji dobrou
chemickou stabilitu, jsou dobrymi elektrickymi i tepelnymi vodici a taktéz maji
vysokou mechanickou odolnost. Uplatiuji se v oblasti tkanového inzenyrstvi,

konkrétnéji jako napt. jako ortopedické nebo dentalni ndhrady.

c. Polymerni: vazi se kovalentnimi vazbami a van der Walsovymi silami, mivaji nizky
bod tani, nejsou ptili§ chemicky stabilni, nejsou obvykle dobrymi elektrickymi ani
tepelnymi vodici, byvaji degradabilni, maji podobnou hustotu jako jemné tkané, jsou
velmi plastické a maji vysokou deformaci. Vyuziti maji v oblasti biomedicinské jako
implantaty jemnych tkéani, k dopravovani 1é€iv a tkdfiovému inZenyrstvi.

Jednémi z velmi vyznamnych polymernich biomaterialii jsou hydrogely. [2], [4]
Hydrogely jsou 3D zesitované struktury, tvofené hydrofilnimi polymery, které jsou na sebe
schopny vézat velké mnozstvi vody a maji také schopnost bobtnani, kterou mohou diky své

struktufe ovlivnit, a dokonce se mohou i smrStovat. Napiiklad inkorporaci hydrofilni

jednotky v matrici hydrogelli se zvySuje objem bobtnani, naopak s piidavkem hydrofobni
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jednotky dochazi k opacnému jevu. Strukturu hydrogelu ovliviiuji aspekty jako struktura ¢i

obecné vlastnosti jejich monomert anebo zména koncentrace jejich sitovadla. [5], [6], [7]

Nasledujici schéma (Obr. 1) popisuje zakladni déleni hydrogelt podle riiznych hledisek.

+ Fyzikalni + Biodebradabilni
+ Chemické *  Nedegradabilni

Degradabilita

Typ sitovani

W, r hN -
i Y s "5
‘ Metoda pfipravy ‘ Hydrogely lonicita
hS A p A
Kationicke
Kopolymerace s ~ »  Anionické
Homopolymerace d s Neionicke
Interpenetrating network 0 pove
h s -+

* Biochemicka
* Chemicka
= Fyzikdlni

Obrazek 1.: Rozd¢leni typt hydrogelt podle riznych hledisek
Déle se hydrogely mohou d¢lit také dle pavodu:
e Syntetické: napt. polyetylen glykol-akrylat, polyakrylamid, polyvinylalkohol

e Piirodni: napt. kolagen, fibrin, kyselina hyaluronova, chitosan apod. [8]

1.1 Kyselina hyaluronova a jeji modifikace

Kyselina hyaluronova (Obr. 2) je vysokomolekularni polysacharid patfici do skupiny
glykosaminoglykani. Je slozena =z opakujicich se disacharidovych jednotek N-
acetylglukosamini a glukuronové kyseliny. JelikoZ se v organismu vyskytuje jako

polyaniont, Casto je oznacovana v tomto kontextu jako hyaluronan. [9], [10]
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v medicing. Je to vSudyptitomny komponent téla v§ech obratlovci a je nezbytny pro tvorbu
vhodného prostiedi pro buiiky jakozto souc¢asti extracelularni matrix. Podili se také na jejich
proliferaci, transportu a diferenciaci. Pfispiva k homeostdze a poskytuje odolnost a
mechanické vlastnosti v mezibunééném prostoru. Dalsi biologické funkce HA slouzi k
udrzeni elastické viskozity tekuté ¢asti pojivoveé tkdn€ napt. v o¢nim sklivci €1 v synoviadlni
tkani kloubii, kontrola hydratace tkani a pfenos vody, ale také k bunétné migraci, mitoze

apod. [10], [11]

Pravé diky témto vlastnostem jsou biomateridly na bazi kyseliny hyaluronové jedny
z nejvice poptavanych v biomedicinskych aplikacich jako napt. viskosuplementace. Jednou
z nejcastéjsich kloubnich chorob dnesni starnouci populace je osteoartréza, coz je nemoc,
ktera je zpusobena degradaci chrupavky, coz ovlivituje cely kloub. Je to pomaly, progresivni
a vysilujici proces s vysokou prevalenci u dospé€lé populace. Viskosuplementace funguje
tak, Ze je pacientovi injekéné podana HA do kloubu, za ucelem obnoveni reologickych
vlastnosti synovialni (kloubni) tekutiny, a tedy dodédni mechanického, analgetického,

nezanétlivého a chondro-ochranného efektu. [12]

Pokud je HA podrobena modifikaci, jako napi. zesitovani, muze nalézt jeSté SirSi
vyuzitinaptiklad v tkanovém inZenyrstvi jako biologické scaffoldy. Scaffold je definovan
jako docasna oporné struktura pro podporu ristu bun€k a tkani. TaktéZ se mu prezdiva
syntetickd extracelularni matrix a hraje kritickou roli u buné¢éné proliferace, migrace a
diferenciace v 3D prostoru, coz vede ke tvorbé specifickych tkani s riznymi funkcemi. HA

scaffoldy mohou vézat proteiny a buiiky skrz povrchové receptory bunék. [11],[13]
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Pro syntézu hydrogeli na bazi kyseliny hyaluronové je nejvhodnéjsi modifikace jeji
karboxylové skupiny. Jednou z téchto modifikaci mize byt napt. tzv. roubovani (grafting)
amini na karboxylovou skupinu. K tomu vSak musi byt prvné karboxylova skupina
aktivovana pomoci né¢jakého organického ¢inidla, napt. pomoci (4-(4,6- dimethoxy-1,3,5-
triazin-2-yl) -4-methyl-morfolinia) DMTMM, Obr. 3. DMTMM je rozpustné ve vodé¢ a je
stabilni ve vodnim prostfedi delsi dobu nez jind srovnatelnd Ccinidla, napf. N —

ethylkarbodiimid, coz je jeho jedine¢na vlastnost. [11], [14]

{}AI CHj
k/”\lrmx}rﬂ_':*":a
e

i \_(

O——CH,

Obrazek 3.: Struktura DMTMM
Aktivace karboxylové skupiny HA pomoci DMTMM probiha substituci —OH skupiny
karboxylatu s vytvofenim meziproduktu, tzv. s-triazin esteru kyseliny hyaluronové. Tento
meziprodukt je velmi reaktivni, hlavné vii¢i aminovym skupinam, Obr.4. Pii reakci také neni
potieba uzivat zadny pufr, a to zejména diky vlastnosti HA pufrovat samu sebe na zakladé
obsahu karboxylickych skupin v jeji struktuie, coz umoziuje jak zachytavani protoni, tak i

jejich soucasné uvolnovani.

(] Iir i} A
SN | — Z N7 TSN
HAA{ + 0 N W HA
H/[\D—CH:J D_J|\ .
Obrazek 4.: Obecné schéma reakce HA a DMTMM

Jakmile je karboxylova skupina aktivovana, je mozno na ni roubovat jinou slou¢eninu a tim
modifikovat fyzikalné-chemické vlastnosti HA, coz mulZe vést k piipravé stimuli-

responzivnich systému. [11]
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2  STIMULI-RESPONZIVNI MATERIALY

Stimuli-responzivni biomateridly mtzeme definovat jako materidly, které jsou schopny
reagovat na urcity signal ¢i stimul, kterému jsou vystaveny. Kromé zakladnich vlastnosti
biomaterialli jako je biokompatibilita, biologicka funk¢nost, biodegradabilita a aby obecné
nepusobily toxicky na organismus, stimuli-responzivni biomateridly vykazuji tedy i

specialni vlastnosti v zavislosti na stimulu, ktery je na né aplikovan. [15], [16]
Rozdéleni stimuld v zavislosti, odkud pfichazeji:
a. Vngjsi stimuly
Mezi tyto stimuly patii napft.: teplota, svétlo, magnetické nebo elektrické pole,

ultrazvuk. Tyto stimuly mohou ptisobit na systém v ¢asovych intervalech nebo jen

jednorazove a docasné.
b. Vnitini stimuly

Mezi tyto fadime pH, redoxni reakce, pfitomnost enzymu ¢i jiné stimuly ovlivnéné

zejména fyziologickym stavem, které neni mozno ovlivnit externim pisobenim.
Rozd€leni stimult dle jejich ptivodu:
a. Fyzikalni: napt. expozice zareni, zména teploty ¢i vystaveni elektrickému poli
b. Chemické: napt. zména pH, redox prostiedi
c. Biologické: napi. piisobeni enzymu

Stimuli-responzivni hydrogely mohou modifikovat nejen jejich ,,smr$tovaci® chovani, ale
také jejich mechanické vlastnosti, sol-gel pfechod, permeabilitu a sitovou strukturu na
zaklad¢ stimuli na né aplikovanych. Takovychto vlastnosti mizeme docilit naptiklad
synergickym kombinovanim dvou makromolekul s jinymi funkcemi. Jak jsem jiZ zmifiovala

v rozdéleni, jednim ze stimult mize byt naptiklad pravé teplota. [2], [13], [17]

2.1 Termoresponzivni hydrogely

Termoresponzivni hydrogely jsou hydrogely, které vykazuji odpovéd’ na tepelny podmét
tzv. pfechodem sol-gel pti specifické teploté oznacované zkratkou LCST z anglického lower
critical solubilization temperature, tedy dolni kritick4 rozpoustéci teplota. LCST je nejnizsi
teplota, pti které je polymer jesté rozpoustén v roztoku. Jakmile se teplota zacne zvySovat a

presahne LCST, tak dochdzi k reverzibilni zméné objemu termoresponzivniho polymeru a
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smrskld struktura vytla¢i vodu do okoli a piejde do dehydratovaného stavu (Obr.5).
Znamena to tedy, ze nad LCST se znac¢né zvysi jeho hydrofobita a za¢ne byt nerozpustny,

coz vede ke vzniku gelovité struktury, Obr.5. [18], [19]

Hydratované stadium Kolapsni stadium

r

Bod zakalu

Obrazek 5.: Sol-gel prechod termoresponzivniho polymeru pii bodu zékalu

LCST je také zavisla na kritické gel koncentraci (CGC), coz je minimalni koncentrace, pii
které¢ jsou molekuly termoresponzivniho hydrogelu schopné sol-gel ptfechodu. SniZeni
rozpustnosti polymertt pii zméné teploty je tedy dusledkem zmény celkové hydrofility
polymernich fetézcii. Pokud je polymer rozpustén ve vodé, mohou nastat celkove tii
interakce:  polymer-polymer, polymer-voda, voda-voda. ZvySeni teploty u
termoresponzivnich polymert vede ke zvySeni celkové Gibbsovy energie G, coZ je
nevyhodné pro interakci polymer-voda, a naopak upiednostiiuje interakce voda-voda a
polymer-polymer. ZvySeni celkové Gibbsovy energie je pfisuzovdno celkové zméné
entropie S a taktéz zvySeni entalpie H podminéné interakcemi voda-voda (Rovnice 1).

Dochézi zde k tzv. hydrofobnimu efektu. [20]

6G =6H —t-6S
Rovnice 1.: II. termodynamicky zakon
Termoresponzivni polymery maji budoucnost jako nosice 1é¢iv pro moznost fizeného

uvoliovani latek, tkanové inzenyrstvi a jeji diagnostiku apod. Maji mimo jiné schopnost

adheze, které se také mulzZe potenciondlné vyuzit v téchto aplikacich. Jednim z nejvice
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zkoumanych termoresponzivnich polymert je pNIPAM neboli poly(N-isopropylakrylamid).
[7]1, [20]

2.1.1 pNIPAM

p-NIPAM (Obr. 6) je synteticky termoresponzivni polymer, ktery zlstava v rozpustén ve
vodé pod LCST (32 °C). Jakmile je vystaven LCST, dojde k sol-gel pfechodu, je-li splnéna
podminka CGC, tedy kritické gelacni koncentrace, coz je minimalni koncentrace, pii které
se zacinaji formovat gely. LCST je zavisla hlavné na vodikovych interakcich mezi
molekulami vody a funkénim monomerem p-NIPAMu, konkrétnéji N-H a C=0 skupinami.
Proto obvykle pii graftingu pNIPAMu na vice hydrofilni fetézce dojde ke zvySeni celkové
hydrofility polymeru a také zvySeni celkové energie interakci polymer-voda, coz vede ke
zvySeni LCST teploty. Taktéz plati, Ze inkorporace pNIPAMu na vice hydrofobni fetézec
vede ke snizeni LCST. PNIPAM mimo jiné vykazuje vysoky stupen synerezy béhem gelace,
tedy samovolného vytékani kapaliny zgelu, k cemuz obvykle dochazi v dasledku
smrStovani pii starnuti gelu. Déle je pak velmi dobie biokompatibilni se zvifecimi buiitkami
a je vhodny k napodobovani mikroskopickych struktur nékterych meékkych tkani, avSak sam
o sob¢ nevykazuje vysokou bunécnou adhezivitu a neni biodegradabilni. Neptiznivé jsou
také reologické vlastnosti Cistych pNIPAM-ovych hydrogela, které nejsou uplné zadouci na

piipravu membran, nahrazeni kostnich tkani nebo vyrobu scaffolda. [7], [20], [21]

CH,
H,C

Obrazek 6.: pNIPAM
ZlepSeni jeho vlastnosti je mozno docilit riznymi zplsoby jako naptiklad tvorbou
interpenetrujicich polymernich siti, vyrobou nanokompozitnich p-NIPAM hydrogeld nebo
kopolymeraci. Vlastnosti takovychto latek se odviji od n€kolika faktorli a to sice: plivod,
struktura a vlastnosti polymeru a latky, na niZ je roubovano a vzdjemny pomer mezi témito

molekulami. Pokud bychom se méli zaméfit tieba konkrétné na roubovani na néktery
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z ptirodnich polymert jako kyselina hyaluronova, chitosan, gelatin, kolagen apod., které
jsou biodegradabilni a také vylepSuji biokompatibilitu a fyzikdlni vlastnosti gelu, zde se
usiluje napt. o vyssi a reverzibilni bunéénou adhezi v zavislosti na LCST. Obr.7. [7], [15],

[16], [21]
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Obrazek 7.: Roubovany p-NIPAM na HA
Hydrogely zesitované pomoci pNIPAMu maji obecné jemnou strukturu a pomérné vysokou
schopnost bobtnani, coz vyhovuje bunéénému zivotu, protoze buiiky potiebuji specifické
viskoelastické chovani, aby bylo zabranéno jejich poskozeni, a zaroven aby byly
v ptitomnosti velkého mnozstvi vody. Dale se tyto hydrogely mohou také aplikovat pro

enkapsulaci ¢i podavani 1€civ. [6], [16], [18]

Jak jiz bylo zminéno, p-NIPAM je velmi studovanym materidlem. Napiiklad G.Conzati, F.
Ayadi a kol. naroubovali p-NIPAM na alginat a chitosan. Diky tomu, ze dochazi k pfechodu
struktur pti LCST, je ptedpokladano, ze tento piechod ovlivni povrchové interakce. Alginat
a chitosan jsou ptirodnimi biopolymery, které jsou vhodné pro aplikaci pfi hojeni ran. Pro
modifikaci jejich interakce s povrchem byl pouzit p-NIPAM, kdy studie prokazala, Ze po
modifikace se zménil kontaktni tthel a p-NIPAM zvysil jejich hydrofobitu. [22]

Naopak Ohya a kol. zkoumali, zda p-NIPAM roubovany na Zelatinu s LCST pii 34 °C, je
schopen tvofit in situ 3D extracelularni matrix nebo bunécné scaffoldy. Smés fibroblastl
s fluorescencnim ¢inidlem a pNIPAM-Zelatina v médiu byly injekéné podany do podkozni

tkan¢ krysy, kde okamzité zacaly tvofit gel. Fibroblasty mély ihned po injekci sféricky tvar
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a byly homogenné¢ distribuované v gelu. Po dvou tydnech se fibroblasty rozsitily a

proliferovaly. Gel tedy nevykazoval zadnou cytotoxicitu. [17]
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3 HA+ PNIPAM

Kyselina hyaluronova je diky svym biologickym vlastnostem velmi uzivanym polymerem,
avSak nevykazuje termoresponzivitu. T¢ je mozno docilit pravé diky graftingu pNIPAMu

terminovaného — NH; skupinou. [7]

Y
i O—CH3 o——CHjy
gt : _—
R HA% h/]“‘}*wm + phIPAM-NH,
[ el g, s
N
- ?LN&LD—CH, T,’ OJ\N’, Q—_H;
4] =CHy
[}—CHE
(s}
MH—oMIFAM 2\ J\
o MH  O—CHa

Obrazek 8.: Nukleofilni substituice DMTMM a HA a nésledna reakce s pNIPAMem

Jak jsem jiz zminovala v kapitole 1.1., aby mohla HA reagovat s pNIPAMem je nutno prvné
aktivovat jeji karboxylovou skupinu, naptiklad pomoci DMTMM. Na karboxylové skupiné
je parcialni kladny naboj na uhliku C, parcidlni negativni na =0 a zaporny na —O skupinach.
Ten ptitahuje kladné nabity dusik N na struktute DMTMM. V mirn¢ kyselém prostiedi se
DMTMM rozpadne za soucasného navazani na HA, uvolni se N-methylmorfolinium a
vznika ester s-triazinu a kyseliny hyaluronové. Tento ester je ovSem pouze omezen¢ stabilni,
a pokud se vreakéni smési nachazi latka obsahujici amino skupinu, naptiklad prévé
pNIPAM, ktery je termindln¢ modifikovdin —NH; skupinou, dochdzi k substituci na

karboxylovém uhliku za vzniku amidické vazby (Obr. 8).
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4 METODY ANALYZY HYDROGELU

4.1 Reologie

Reologie je véda zabyvajici se tokem a deformaci materidlti. Viskozita v tomto oboru hraje
dilezitou roli, jelikoz urcuje miru vnitfniho odporu materialu viici vnéjSimu zatizeni. Co se
ty¢e hydrogelovych struktur, obecné¢ mtizeme fict, ze dokdzou velmi dobie udrzovat svij
tvar v disledku sitovani, které je tvofeno jednotlivymi fetézci molekul (polymerni gely)
nebo vétsim shromazd’ovanim molekul (koloidni utvary). Aplikace hydrogelt velmi tzce
souvisi s jejich reologickymi vlastnostmi, a to hlavné s jejich komplexni viskozitou,
elastickym modulem a ztratovym modulem. Tyto parametry jsou ovlivnény strukturou

polymerni sité a také jejim okolim. [23], [24], [25]

Komplexni viskozita n* je mirou celkového odporu toku, tedy funkci thlové rychlosti ()

oscilacnim poli (rovnice 2)
n*=G0G*/w
Rovnice 2.: Vztah mezi komplexni viskozitou, komplexnim modulem a thlovou rychlosti

Kde G* je komplexni modul pruznosti. Déle 1ze komplexni viskozitu vyjadfit jako vztah
mezi dynamickou viskozitou 1" a ztrdtovou viskozitou n"’, které reprezentuji realnou a

nerealnou cast komplexni viskozity n* (rovnice 3) [26]
nx=n"+in"

Rovnice 3.: vztah mezi komplexni, dynamickou a ztratovou viskozitou
Komplexni modul G* 1ze také definovat jako vztah mezi smykovym napétim t a smykovou
deformaci y a popisuje celé viskoelastické chovani vzorku (rovnice 4). Je podobné jako n*
slozen z viskdzni a elastické slozky (rovnice 5), reprezentované elastickym modulem G™ a

ztratovym modulem G™".

Rovnice 4.: Komplexni modul
G* lze podobné jako m* wvyjadfit pomoci viskézni a elastické slozky (rovnice 5),

reprezentovanych elastickym modulem G” a ztratovym modulem G"".
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G*=G +iG”

Rovnice 5.: Komplexni modul, elasticky modul a ztratovy modul

Viskozni chovani je zplisobeno vnitinim tfenim mezi slozkami v materialu. Souvisi tedy 1
s vyvojem tieciho tepla ve vzorku a naslednou preménou deformacni energie na tepelnou.
Tato energie je absorbovédna vzorkem a neni jiz k dispozici, aby ovlivnila dal$i chovani
materidlu vzorku. Naproti tomu pruzna ¢ast energie je ulozena v deformovaném materialu
v disledku prodlouzeni nebo natazeni vnitinich vazeb bez jejich nadmérného naméhani nebo
ni¢eni. Po uvolnéni se nevyuzitd uloZena energie uvolni do pietvofeni struktury do
ptvodniho tvaru. Elasticky modul G’ tedy piedstavuje elastickou ¢ast ve viskoelastickém
chovani latky a je popsan jako redlna slozka komplexniho modulu. Ztratovy modul G”
potom charakterizuje viskozni ¢ast viskoelastického chovani a ulozenou deformacni energii.
Viskoelastické pevné faze nebo latky maji vyssi elasticky modul, tedy elastickou ¢ast, coz
je zpusobeno fyzikalné-chemickymi interakcemi uvnitt latky. Naproti tomu viskoelastické
kapalné faze maji vyssi ztratovy modul, tedy viskozni slozku, jelikoz se tam nenachazeji tyto
interakce. Tuto =zavislost vyjadiujeme pomoci tlumiciho faktoru tan(0). Latky
s viskoelastickym chovanim maji tlumici faktor tan(6) roven 1. Pokud je tan(0) mensi nez 1,

latka se chova elasticky, naopak visk6zné se bude chovat v piipadé, ze by byl tan(0)vetsi nez

1 (rovnice 6). [26], [27]

rr

G
tan(0) = G ;

Rovnice 6.: Vztah mezi tlumicim faktorem, ztraitovym modulem a elastickym modulem

4.1.1 Rotacni reometr

Jednim z pfistrojl, ktery muize byt uZzit pii méfeni reologickych vlastnosti materiald je
rota¢ni reometr, ktery miZze mé&fit v ustaleném smykovém ¢i oscilacnim poli. V ustidleném
smykovém poli je mozno méfit smykové napéti, rychlost smykové deformace nebo prahové
napéti. V oscilacnim pak viskoelastické moduly ¢i komplexni viskozitu. U rota¢niho
reometru muzeme uzit tfi konfigurace pro souosé¢ geometrie pracovni Casti reometru.
Geometrie mé reometr dvé, a to pohyblivou a statickou. Co se ty¢e zminénych konfiguraci,
ty mohou byt: valec-valec, deska-deska, kuzel-deska. Volba konfigurace se odviji od

materialu, ktery je podroben zkouSce a druhu méteni. [23]
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4.2 FT-IR

Infracervena spektroskopie se zabyva interakci mezi hmotou a infracervenym zatenim.
Infracervené zareni je elektromagnetické zateni o vinové délce 0,78-1000 um, coz odpovida
vlno&tu 12800-10 cm™. Jedna4 se o strukturni analyzu, ktera se pouziva k identifikaci novych
vzorkil nebo prokazani slozeni téch zndmych. Infracervené spektrum ma delsi vinovou délku
nez viditelné svétlo, tedy nese s sebou mensi energii. Pii tomto méfeni prochazi infracervené
svétlo vzorkem a na zdkladé mnozstvi energie, kterou nese, muze zpusobit vibrace
chemickych vazeb ve vzorku, pficemz je pohlceno, jinymi slovy dochézi k absorpci, zaroven
je vsak nedestruktivni metodou a vzorek tedy zlstava neporusen. Pti absorpci dochazi ke
zménam rotacné vibracnich energetickych stavii molekuly, a to v zavislosti na zménach
dipdlového momentu molekuly. Zafeni, které nebylo pohlceno, prochazi vzorkem a je
zachycovano detektorem. Konkrétné tedy u infracervené spektrofotometrie s Fourierovou
transformaci, svétlo vychazi ze zdroje a dopada na odraze¢ paprskli. Ten soucasné odrazi
svétlo na dve zrcadla, jedno, co se pohybuje a druhé, kter¢ je v klidu. Paprsky se odrazi od
zrcadel a protinaji se navzajem a vytvareji interferenci, kterd prochazi pies vzorek, ktery ¢ast

absorbuje a Cast se odrazi a detektor jej zaznamena. [28]

Vysledkem méfeni je zavislost transmitance nebo absorbance na vino¢tu. Absorbance je
definovana jako zaporny dekadicky logaritmus transmitance (rovnice 6). Transmitance T je
definovana jako pomér intenzity proslého zatfeni I, ku celkové intenzity zafeni I (rovnice 7).
Absorbance se da rovnéz stanovit dle Lambert-Beerova zédkona, ktery vyjadiuje zavislost

molarniho absorp¢niho koeficientu €, délku drahy I a koncentrace roztoku ¢ (rovnice 8). [29]

A= —log (T)

Rovnice 6.: Absorbance

Rovnice 7.: Transmitance

A=¢'l-c

Rovnice 7.: Lambert — Beeruv zakon
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4.3 DLS

Metoda DLS, dynamic light scattering neboli metoda méfeni rozptylu zafeni v koloidnich
roztocich byla pouzita pro stanoveni velikosti ¢astic v roztoku. Pfi rozptylu zatfeni dochazi
k tzv. elastickému odrazu fotonu od ¢astice. Nedochazi zde tedy k absorpci. Piijaté kvantum
svételné energie je posléze vyzareno bez zmény vinové délky. Dynamicky rozptyl svétla je
zaloZzen na Brownovu pohybu cCastic v disperznim prostiedi. V disperznim prostiedi jsou
¢astice rozptyleny a ndhodné se pohybuji a narazi do sebe. Tyto ndrazy zplisobuji pieneseni
energie, coz zpusobuje neustaly pohyb castic. Pienesend energie je viceméné konstantni a
ma tedy vetsi efekt na Castice, které jsou mensich rozméra. Tedy mensi castice se pohybuji
rychleji nez ty vétSi. Vztah mezi rychlosti ¢astic a jejich velikosti popisuje Stokesova —
Einsteinova rovnice. Rychlost Castic je vyjadiena difuznim koeficientem D (rovnice 8).
Zékladem pro tuto rovnici je, aby pohyb ¢astic byl ovlivnén pouze Brownovym pohybem.
Pokud by ¢astice sedimentovaly, nedochdzelo by k ndhodnému pohybu a vysledky métfenti
by nebyly spravné. [30]

_ kgT
~ 6mnRy

Rovnice 8.: Stokes-Einsteinova rovnice
Meéieni probiha zplisobem, kdy koloidnim vzorkem, ktery je umistén v kyveté, prochazi
svétlo, které je nasledné rozptyleno do riznych sméri. Svétlo je pak detekovéano na detektoru
pod urc¢itym thlem po urcitou dobu a tento signal je néasledné pouzit k ureni difuzniho
koeficientu. Intenzita rozptyleného svétla neni konstantni, ale méni se v ¢ase. Mensi Castice,
které se pohybuji rychleji, vykazuji rychlejsi fluktuace nez vétsi ¢astice. Naopak veEtsi Castice
zase vykazuji vyssi amplitudy mezi maximy a minimy intenzity rozptylu. K zji$téni jejich
velikosti se pouziva korelacni funkce. Korelacni funkce popisuje, jak dlouho se Castice
vyskytuje na jednom misté v roztoku. Zpocatku je korelacni funkce linedrni a skoro
konstantni, coZ znamena, Ze se Castice vyskytuje na stejném misté€ jako predtim. S Casem se
linearnost méni v exponencialni kiivku, coz indikuje pohyb ¢astice. Pokud se jiz nevyskytuje
zadna podobnost s pocatkem, pak se korela¢ni funkce objevuje znovu jako linearni.
Informace o pohybu zéavislém na velikosti ¢astic je tedy zahrnuta do rozpadu korela¢ni
funkce. Rozpad korelacni funkce piedstavuje nepiimou miru Casu, ktery castice potiebuji ke
zmeéng své relativni polohy. Malé ¢astice se rychle pohybuji, takZe je rozpad rychlejsi nez u
vétSich castic. Korelacni funkce je tedy v podstaté matematicky popis fluktuace

rozptyleného svétla a pouziva se k ureni difuzniho koeficientu. Intenzita rozptyleného
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svétla za Cas t je porovnavana s intenzitou stejné stopy posunuté o dobu zpozdéni c. Méfeni
velikosti ¢astic v roztoku tedy neprobihéd pfimou metodou, ale je zalozen na jejich pohybu.
Hydrodynamicky pramér definuje velikost hladkych sférickych castic, které difunduji za
stejny Cas v roztoku. Polydisperzni index je dan popisem distribuci velikosti ¢astic. Pokud
ma tento index hodnotu pod 10 %, povazuje se systém za monodisperzni, tedy ze skoro

vSechny Castice jsou podobné velké. [29], [30], [31]

4.4 Biologické testovani — cytotoxicita

Jednim ze zadkladnich biologickych testl je test cytotoxicity, kdy ,.cyto® znamend bunka a
»toxic jed. Cytotoxické testovani proméiuje schopnost cytotoxické slozky poskodit buniku
nebo ji usmrtit. Cytotoxicita tedy udava stupen, do kterého ovliviiuje urcita latka bunécnou
zivotaschopnost. Latka ¢i proces, ktery mtlize poskodit buiku ¢i ji zabit je zvana
cytotoxickou. Buiika vystavend cytotoxickému prostiedi mize podstoupit procesy jako
nekroza (nefizena bunécna smrt), apoptoza (fizenou bunécnou smrt), autofagocytdéza nebo

piestane rust a délit se, coz miize snizit celkovou bunécnou proliferaci. [32]

MTT testovani je velmi ¢asto uzivano k méfeni bunécné metabolické aktivity jako indikator
bunécné Zivotaschopnosti, proliferace a cytotoxicity. Je to metoda zalozena na redukci zluté
tetrazoliové soli (3-(4,5dimetyltiazol-2-yl)-2,5- difenyltetrazolium bromid) na fialové
formazanové krystalky. Tohoto procesu je buiikka schopnd NADH - dependentni
oxidoreduktaze, ktera redukuje MTT na formazan. Tento proces probihd na
mitochondrialnich membranach bunék. Nerozpustné formazanové krystalky jsou rozpustény
solubiliza¢nim ¢inidlem a vysledek je zména barvy, ktera je métitelna pomoci spektroskopie.
Cim je roztok tmavsi a vice fialovy, tim je vy$si je podet Zijicich metabolicky aktivnich

bunek. [33], [34]
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5 CILPRACE

Cilem této bakalatské prace byla piiprava a charakterizace kyseliny hyaluronové, ktera byla
modifikovana pomoci p-NIPAMu za tcelem termoresponzivity vysledného produktu a tim

zmény jeho fyzikaln€ — chemickych vlastnosti.
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II. PRAKTICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 27

6 EXPERIMENTALNI CAST

6.1 Materialy a pristroje

Pro experiment byla pouzita kyselina hyaluronova o My= 1250-1500 kg/mol, oznacovana
v textu jako ,nizkomolekulovd™, a o My= 2000-2200 kg/mol, oznacovand jako
,vysokomolekulova® (Contipro). Dale pak byl pouzit p-NIPAM 4-(4,6dimethoxy-1,3,5-
triazin-2-yl) -4-methylmorfolinium chlorid (DMTMM 2> 96,0 %) (Mw= 276,72 kg/mol)
(Sigma Aldrich, Co.). Pro upraveni pH byla pouzita kyselina chlorovodikova (HCI, 0,01M,
Penta, Ceska republika) a hydroxid sodny (NaOH, 0,01M; Lachner, Ceska republika). Na
dialyzu byly pouzity dialyzacni membrany schopné zachytit latky o molarni hmotnosti nad
14 kg/mol (MWCO z angl. ,,Molecular Weight Cut Off*) (Sigma Aldrich, Co.) Vzorky byly
filtrovany pies 0,22 um filtry. Pro experiment bylo vyuzito UPW (z angl. ultra pure water).

Lyofilizace byla provedena v lyofilizatoru CoolSafe 110-4 PRO. Velikost ¢astic a jejich
distribuce a nasledné i zeta potencial byly zjistény pomoci analyzatoru castic ZETA NANO
ZS ZEN3601 pomoci metody DLS (z angl. Dynamic Light Scattering) s vyuzitim
Smochulowského modelu. Métené vzorky byly o koncentraci 0,1 mg/ml a méteni probehlo
pii 25 °C a 37 °C v kapilarni kyveté¢ DTS1070. Pro charakterizaci vzorku po modifikaci byla
pouzita infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci, ktera byla namétena pomoci
spektrofotometru NICOLET 6700 (Thermo Fisher Scientific, USA). Méfeni se provadélo
metodou ATR (Attenuated total reflectance — zeslabena uplna reflektance) a to v rozmezi
vlnoétu 4000-400 cm™'. Pro uréeni LCST u vzork® byl pouzit rotaéni reometr Anton-Paar
MCR 502, u kterého byla vyuzita geometrie kuzel-deska a deska-deska. Vzorky byly
deformovany frekvenci f= 0,1 Hz a 1 % deformaci v tepelném rozmezi t= 25 °C-40°C.
Nakonec byly vzorky podrobeny biologickému testovani na cytotoxicitu. Jako bunécnd linie
slouzily fibroblasty z mySich embryi linie NIH/3T3 (ECACC 93061524, Anglie). Kultivacni
médium bylo Dulbeccem modifikované Eaglovo médium (BioSera, Francie), které
obsahovalo 10 % teleciho séra (BioSera, Francie) a 100 U ml™ Penicilinu/Streptomycinu
(BioSera, Francie). Buniky byly kultivovany pii 37 °C v 5 % COz ve zvlhéeném vzduchu.
Testovani cytotoxicity bylo provedeno podle ISO protokolu (ISO 10993-5). K determinaci
bunécné Zivotaschopnosti bylo pouzité Tetrazolium (MTT cell proliferation assay Kkit,
Duchefa Biochemie, Netherlands). Absorbance byla métena pii 570 nm a referen¢ni vinova
délka byla upravena na 690 nm. Vysledky jsou prezentovany jako podil bunécné

zivotaschopnosti v procentech v porovndni s butikami kultivovanymi v médiu bez
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ptitomnosti testovanych vzorki. Morfologie bun¢k byla studovana z kultivacnich platd na

inverznim fazové kontrastnim mikroskopu Olympus (IX 91).

6.2 Priprava HA-pNIPAM

Nejprve byly navazeny po 0,750 g obé HA a predem rozpustény v UPW po dobu 24 h.
Vzniklé gelovité roztoky byly roziedény do celkovych objemt 76,25 ml a jejich koncentrace
byla cw= 9,83 mg/ml. Tyto roztoky byly pouzity pro pfipravu vzorkii HANN a HANV, kde
HA je kyselina hyaluronova, N oznacuje modifikaci pNIPAMem. V a N na konci zkratek
pak oznacuje vysoko/nizkomolekularni HA. Jesté byl ptipraven kontrolni set vzorki HAN
a HAV, které nebyly modifikovany pomoci pNIPAMu, ale prochazely vSemi operacemi a
jsou tak brany jako referen¢ni (N — nizkomolekularni, V — vysokomolekularni). Pro ty byly

pocatecni navazky m=0,1 g.

U vzorkli pro modifikace bylo nastaveno pH na 6,50+0,02. Nasledn¢ bylo ke kazdému
pfidano 0,750 g DMTMM — hmotnostni pomér HA: pNIPAM byl tedy 1: 1. Roztok se michal
po dobu 7 dni za laboratorni teploty. Nasledovala dialyza v demineralizované vodé
v dialyza¢ni membrané po dobu 5 dni. Zdialyzované vzorky byly ptefiltrovany a zmrazeny
v etanolové lazni a lyofilizovany. Vytézky byly: HANN= 1522,0 mg; HANV= 1539,9 mg;
HAN= 134,8 mg a HAV= 130,4 mg. Lyofilizované¢ vzorky byly rozpustény v UPW o
koncentracich pro HANN a HANV: 5 mg/ml; 30 mg/ml; 50 mg/ml a 75 mg/ml. HAV a HAN

byly rozpustény v koncentracich cw= 7,5 mg/ml.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Charakterizace HA-pNIPAM

7.1.1 FT-IR

Charakterizace pfipravenych latek byla provedena pomoci FT-IR, tedy infracervené

spektroskopie s Fourierovou konformaci pii pouziti ATR (Attenuated total reflectance).
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Graf 1.: spektrum FT-IR pro vzorky HAN a HANN

Na Grafu €. 1 Ize pozorovat nartst nékterych pik u vzorku HANN oproti HAN v disledku
reakce s DMTMM a graftingu p-NIPAMu na HA. Lze zde pozorovat narQst intenzity pasu
odpovidajici pfitomnosti amidovych skupin. U hodnoty v= 3330 cm™!, mizeme vidét zvyseni
intenzity pastt vzorku HANN v porovnani s HAN, odpovidajici tzv. Amid A vibraénimu
modu. Dalsi vyrazny nariist lze pozorovat pro pas pii v= 1640 cm’!, kde absorbance pro
vzorek HAN byla A=0,043 a pro HANN A=0,086. Jedna se charakteristickou vibraci
amidické skupiny, znamou jako Amid I. Pro vibrace typu Amid II pii hodnoté v=1500 cm!
1ze taktéZ pozorovat znacny nartist, kdy absorbance pro vzorek HAN se rovnala A= 0,023,

kdeZto pro HANN byla A=0,065.
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Graf 2.: HAV a HANV
Na grafu €. 2 Ize taktéz pozorovat narust pikl pii urcitych vibracich amidovych skupin jako
tomu bylo u vzorku HANN. Taktéz lze tedy vyvodit, Ze v pritomnosti DMTMM doslo
k tvorbé amidické vazby mezi p-NIPAMem na HA. U hodnoty v=3310 cm™!, miZzeme
pozorovat jen slabé zvyseni intenzity past HANV oproti HAN, zdaleka ne takové jako tomu
bylo u vzorku HANN. Signal odpovida opét vibracnimu modu Amid A. Vyraznéjsi narast
1ze pozorovat u v= 1650 cm™!, kde byla absorbance pro vzorek HAV A=0,054 a pro HANV
A=0,075. Jde o charakteristickou vibraci amidické skupiny Amid I. Dalsi vibraci amidové
skupiny, kterou je na grafu mozno pozorovat je Amid II, a to pfi hodnoté v=1540 cm™ s

absorbanci A= 0,030 pro vzorek HAV, kdezto pro HANV A=0,053.

7.1.2 Stanoveni velikosti ¢astic

Stanoveni velikosti ¢astic bylo provedeno pomoci metody DLS. Touto metodou byla
stanovena zména velikosti ¢astic pfi 25 °C a nad odhadovanou LCST, tedy pti 37°C. Vzorky,
které byly o koncentracich c=0,01 mg/ml. Na grafu ¢.3 jsou znazornény hydrodynamické
poloméry vzorkit HANN a HANV v porovnani s nemodifikovanymi vzorky HAN a HAV,

a to pii obou teplotach.
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Graf 3.: velikost ¢astic metodou DLS pro HAN, HANN, HAV, HANV
Pti teploté 25 °C, Ize pozorovat znatelny rozdil ve velikosti ¢astic mezi vzorky s pNIPAMem
HANN a HANYV s nemodifikovanymi HAN a HANV. Pro HANN bylo Ry, =82 + 32 nm a
pro HAN Ry=460 + 15 nm. Pro vzorek HANV v porovnani s HAN byl rozdil podobny, kdy
pro HANV Ry =84 £+ 30 nm a pro HAV Ry = 585 + 54 nm. Co se tyCe méieni nad
piedpokladanou LCST, dochazi u HANN ke zméné velikosti ¢astic na R, =180 &+ 13 nm, coz
znaci o narust velikosti ¢astic. Taktéz tomu je pro HANV, kdy pti 37 °C je Ry =263 = 6 nm.
U neamidovaného vzorku HAN doslo také ke zvétSeni ¢astic, kde Ry =514 + 27 nm. Naopak
u HAV nelze s ohledem na vysokou odchylku méfeni jednoznaéné urcit k jaké zméné doslo.
Zavérem lze tict, ze HA modifikovand pNIPAMem vytvari vyrazné mensi ¢astice nez HA

nemodifikovana.

7.1.3 Stanoveni kritické gela¢ni koncentrace

Po ptipravé roztokii jsem provedla stanoveni kritické gelani koncentrace pomoci tzv.
inverse tube testu (ITT). Pfipravené vzorky HANN a HANV o koncentracich 5 mg/ml; 50
mg/ml a 75 mg/ml a HAN a HANV o koncentracich 10 mg/ ml byly temperovany na 37 °C
po dobu 2 hodin a nésledné byl proveden inverse tube test jejich otoCenim po dobu 60

sekund. V ptipad¢ gelace zlstal tuhy gel na dné vialky a nestekl.
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Obrazek 9.: Stanoveni kritické gelacni koncentrace HANN v porovnani s HAN. Vzorek
HANN o ¢= 5 mg/ml; 50 mg/ml a HAN pfi teploté pii 25 °C (vlevo), HANN o ¢=5 mg/ml;
50 mg/ml a HAN pfi teploté pii 37 °C (uprostied) a HANN o ¢=5 mg/ml;

75 mg/ml a HAN pfi teploté pii 37 °C (vpravo)

Na obrazku ¢.9 jsou fotografie zachycujici prabeh ITT pro HANN. Po zahtati nebyly pfi
nejniz$i koncentraci, tedy 5 mg/ml, viditelné Zadné znamky gelace. Bilé zakaleni ukazuje
pouze na tvorbu koloidni suspenze nad LCST. Naopak pfi 50 mg/ml jiz ¢ast materialu

zgelovala, avSak nedoSlo k tvorbé hydrogelu a gel stale stékal. U vzorku HANN o

koncentraci 75 mg/ ml vSak doslo ke gelaci a zesitovany hydrogel jiz drZel u dna vialky.

HANV HANV HAV HANV ‘ HANV ' HANV HANV | HAV
5 mg/ml 50 mg/ml 5 mg/ml 50 mg/ml 5 mg/ml 75 me/ml

Obrazek 10.: Stanoveni kritické gelacni koncentrace HANV v porovnani s HAV. Vzorek
HANYV o c= 5 mg/ml; 50 mg/ml a HAV pfi teploté pti 25 °C (vlevo), HANV o ¢=5 mg/ml;
50 mg/ml a HAN pfi teploté pii 37 °C (uprostied) a HANV o ¢=5 mg/ml;

75 mg/ml a HAV pii teploté pii 37 °C (vpravo)

Na obrazku €.10 je vidét prabeh ITT pro vzorky HANV v porovnani s HAV. Zde lze
rozpoznat prakticky stejna situace jako u HANN. U 5 ml/ml opét dochéazelo pouze k bilému
zakalu jako tomu bylo u HANN. U 50 mg/ml doslo k ¢aste€nému sitovani, neda se vSak
povazovat za hydrogel, ale za visk6zni kapalinu. U 75 mg/ml doSlo stejné jako tomu bylo u

vzorku HANN k tvorbé hydrogelti a gel se drZel u dna a nestékal.
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7.2 Stanoveni LCST

LCST byla stanovena pomoci Rheometru Antoon-Paar MCR 502, kdy byly sledovany
zmény komplexni viskozity a elastického a ztratového modulu v zévislosti na teploté pro
vzorky HANN a HANV o koncentracich 75 mg/ml; 50 mg/ml; 30 mg/ml a blank vzorky
HAN a HAV.
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Graf 4.: Zavislost elastického a ztratového modulu na teploté pro vzorky HANN o ¢=75
mg/ ml (vlevo nahote); 50 mg/ml (vpravo nahote); 30 mg/ ml (vlevo dole) a pro vzorek
HAN o ¢=10 mg/ml (vpravo dole).

Na grafu ¢.4 jsou zobrazeny zavislosti elastického a ztratového modulu jednotlivych
koncentraci vzorku HANN a referenéniho HAN vzorku. U koncentrace 75 mg/ml je vidét,
ze narist elastického modulu nad ztratovym, ktery charakterizuje gelaci, probiha jiz na
zacatku méfeni okolo teploty 25-26°C. Oproti tomu pii koncentraci 50 mg/ml Ize tento
nartst elastického modulu nad ztrdtovym pozorovat o néco pozd¢ji a to okolo 28°C. To je
pomérné zna¢ny rozdil. Pokud je detailnéji rozebran tento narist, 1ze pozorovat, Ze ptiblizné
do hodnoty 27-28 °C se ztratovy modul skoro neméni, a naopak roste hlavné elasticka ¢ést,
ktera nésledné preroste ztratovou. S teplotou zvySujici se nad feceny prechod se zacnou

znaéné zvedat oba moduly. U koncentrace 30 mg/ ml je jiz prubéh jiny. Do zhruba poloviny
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méteni nedochazi k tomu, Ze by elasticky modul ptevysil ztratovy, avSak pii teploté pfiblizné
38 °C to vypada, ze se kiivky opét piekryvaji. Lze tedy predpokladat, ze se jednalo o
viskdzni kapalinu, a gel se nevytvoftil. Co se tyce referencniho vzorku HAN, zde se elasticky

ani ztratovy modul béhem méteni pfili§ neménily.
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Graf 5.: Zavislost elastického a ztratového modulu na teploté pro vzorky HANV o ¢c=75
mg/ ml (vlevo nahote); 50 mg/ml (vpravo nahote); 30 mg/ ml (vlevo dole) a pro vzorek
HAYV o0 ¢=10 mg/ml (vpravo dole).

Podobné¢ jako tomu bylo u vzorkit HANN, na grafu ¢.5 jsou zobrazeny elastické a ztratové
moduly jednotlivych koncentraci vzorku HANV a referencniho HAV vzorku. U koncentrace
75 mg/ml je vidno, ze nartst elastického modulu nad ztratovym podobné jako u HANN
probihal hned na zac¢atku méfeni, tedy kolem 26°C. AvSak lze zde pozorovat jisté rozdily
v porovnani se vzorkem HANN, zejména u vzorku HANN c= 75 mg/ml byla kiivka
zavislosti mnohem strmé&j$i nez u vzorku HANV. Z toho lze usuzovat, ze gelace byla

rychlejsi. U HANV o ¢=50 mg/ml, 1ze pozorovat podobny pribéh jako u vzorku HANN o
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stejné koncentraci. Opét s poklesem koncentrace doslo ke zvySeni teploty ptechodu
elastického modulu vici ztratovému, konkrétné v tomto grafu okolo 27-28 °C. Dale pak
v porovnani se vzorkem HANN to vypada, ze nad tuto teplotu rostl vice elasticky modul u
vzorku HANN. Co se ty¢e vzorku HANV o ¢= 30 mg/ ml zde doslo k rapidnimu narustu
elastického modulu okolo 35 °C, zatimco ztratovy modul se pfili§ neménil a rostl mnohem
pomaleji nez elasticky modul. Elasticky modul pievysil ztratovy okolo 38-39 °C. S ohledem
na nizké hodnoty obou moduli se ovSem jedna velmi fidce sitovany hydrogel. Srovnavaci
vzorek HAV, nejevil zndmky gelace a prib¢h grafu byl opét jako u HAN zcela jiny nez u

modifikovanych vzorkd.
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Graf 6.: Zavislost komplexni viskozity pro HANN c¢= 75 mg/ ml; 50 mg/ml (vlevo) a
HANN
¢=30 mg/ml; HAN (vpravo)

Na grafu €.6 je vyobrazena zavislost komplexni viskozity na teploté u jednotlivych vzorka
HANN o koncentraci ¢=75 mg/ml; 50 mg/ml; 30 mg/ ml a vzorku HAN v zévislosti na
teploté. Lze zde vidét znacny nartst u jednotlivych viskozit se vzristajici teplotou, u vzorku
HANN o 75 mg/ml jiz nad teplotou 25 °C. LCST byla stanovena proloZenim linearnich ¢asti
kiivek pomoci linearni regrese, a z priseciku téchto kiivek byla dopocitand LCST pro
jednotlivé koncentrace. LCST u HANN o 75 mg/ml byla stanovena na t= 26,4 °C. U
koncentrace 50 mg/ ml se rstova kiivka odliSuje. Mezi 25 a 30 °C prakticky neroste a okolo
32 °C lze pozorovat exponencialni rist. LCST urcena na t= 32,1 °C. U koncentrace HANN
0 30 mg/ml je nartst viskozity mezi 25 °C a 38 °C vcelku nizky a poté viskozita opét zacina
strm¢ nartstat. LCST zde jiz neSla stanovit, jelikoZ se u této koncentrace jiz nejednalo o
gelovitou strukturu, ale spiSe o viskozni kapalinu. V referencniho vzorku HAN nebyl

pozorovan zadny rust.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 36

250000

9
———HANV 75 mg/ml 8 —— HANN 30 mg/ml
200000 HANV 50 mg/ml 7 HAN
< 150000 -
© : >
& a.

< 100000 E !
3
50000 2
1
0 0

25 30 35 40 25 30 > 0

t(°C) tc

Graf 7.: Komplexni viskozita pro HANV c= 75 mg/ ml; 50 mg/ml (vlevo) a HANV
¢=30 mg/ml; HAV (vpravo)

Na grafu €.7 byla pozorovana komplexni viskozita pro HANV o koncentracich c= 75 mg/ml;
50 mg/ml; 30 mg/ml a referencnim HAV. Byl zde sledovan obnovny priab¢eh jako u vzorku
HANN. U vzorku 75 mg/ml je vSak na rozdil od vzorku HANN pozorovan nartst komplexni
viskozity az okolo 27°C. Ktivka celkové vypada spiSe exponencidlné a LCST zde byla
stanovena na 27,2 °C. U koncentrace 50 mg/ml lze pozorovat podstatné snizeni viskozity
oproti 75 mg/ ml vzorku. I v porovnanim s grafem ¢.6 lze vidét, Ze viskozita ubyla mnohem
vyssi u vzorku HANV nez u HANN. Nartist viskozity lze zde pozorovat okolo 32 °C,
konkrétné jeji LCST byl stanovena t= 30,4 °C. U 30 mg/ml se opét jednalo o spise
viskoznéjsi kapalinu jako tomu bylo u HANN, gel se nevytvoftil, a tedy nebyla vyhodnocena
ani hodnota LCST. Takovyto ptipad nastal i pro referen¢ni vzorek HAV, kde opét nebyl

pozorovan zadny narast viskozity v z&vislosti na teploté.
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7.3 Cytotoxicita

Vzorky byly rozpustény v médiu o koncentraci 10 mg/ml a nasledné ziedény s médiem na
koncentrace 5 mg/ml, 2 mg/ml a 0,1 mg/ml. Buiikky byly nasazeny a preinkubovéany
v 96mistném platu o koncentracich 1-10° bunék/ml. Za 24 hodin bylo kultiva¢ni médium
vymeénéno za roztoky se vzorky o koncentracich 10 mg/ml, 5 mg/ml, 2 mg/ml a 0,1 mg/ml.
S témito roztoky byly bunky kultivovany po dobu 24 h. Po uplynuti této doby byly bunky
studovany pomoci mikroskopu a provedl se test MTT.
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Graf 8.: Cytotoxicity vzorku HANN a HANYV pfi riznych koncentracich (10 mg/ml, 5
mg/ml, 2 mg/ml a 0,1 mg/ml) a reference.

Carkovana linie oznaduje limitni bunéEnou Zivotaschopnost podle EN ISO 10993-5;
zivotaschopnost <0,7 koresponduje s cytotoxicitou. Jak miizeme vidét na grafech ani jeden
ze vzorkli nevykazuje cytotoxicitu pfi ani jedné z koncentraci. Zivotaschopnost bungk byla

vyssi nez 70 %.
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ZAVER

Tato prace se zabyvala piipravou biokompatibilniho materidlu, ktery by byl za laboratorni
teploty rozpustny a pti zahtati na 37 °C, by u néj dochazelo ke gelaci. Za timto celem byla
modifikovana kyselina hyaluronova pomoci p-NIPAMu v pfitomnosti DMTMM, a to z toho
divodu, ze DMTMM je schopno aktivovat karboxylovou skupinu u kyseliny hyaluronové a
nasledn¢ muize byt p-NIPAM efektivnéji naroubovan. Navazani p-NIPAMu bylo u
jednotlivych vzorkl potvrzeno pomoci infracervené spektroskopie, kdy Sel vidét specificky

narust intenzity pikl vibraci amidovych skupin.

DLS méfeni pii teploté 25 °C a pti teploté 37 °C odhalilo, Ze velikost ¢astic HA s navazanym
pNIPAM byla vyrazné mensi neZ u nemodifikované HA. Pii zvysSeni teploty dochédzelo u

obou vzorkt k narustu velikosti.

Kritickd gelacni koncentrace byla stanovena pro HANN 1 HANV na c¢= 75 mg/ml pomoci
inverse tube testu. Pomoci reologie byla také sledovana gelacni kiivka a zavislost elastického
modulu, ztratového modulu a komplexni viskozity na teploté. Testované vzorky HANN a
HANYV byly o koncentracich c= 30 mg/ml; 50 mg/ml a 75 mg/ml. Pomoci komplexni
viskozity byly rovnéz stanoveny teploty LCST vzorkit HANN a HANV o koncentracich
c¢=75 mg/ml a c= 50 mg/ml. U koncentrace c= 30 mg/ml bylo vyhodnoceno, Ze se jiz nejedna
o hydrogel a nebyla tedy stanovena. LCST pro oba vzorky vSak nebyly navysSeny oproti
¢istému p-NIPAMu, ale naopak snizeny. Jak jiz bylo feceno v teoretické ¢asti, p-NIPAM ma
pomérné hydrofobni strukturu. Pfidavkem hydrofilni kyseliny hyaluronové tedy mélo dojit
k teoretickému zvySeni LCST. Doslo vsak k opaku, a to zfejmé kvuli tomu, ze hydrofilita
HA je do zna¢né miry spojena s pfitomnosti jejich —-COOH skupin. Ty vSak byly vyuzity
k roubovani vice hydrofobniho pNIPAMu, coz vedlo ke sniZzeni LCST.

Jako posledni byla testovana cytotoxicita pomoci MTT, kdy byly vzorky smichdny s Zivhym

médiem o koncentracich c= 10 mg/ml; 5 mg/ml; 2 mg/ml; 0,1 mg/ml. Vzorky nevykazovaly

zadny néznak cytotoxicity a testy byly provadély dle EN ISO 10993-5.

Zavéerem lze fict, Ze se podafilo pfipravit termoresponzivni hydrogely na bazi modifikované

k. hyaluronové, které jsou zaroven vhodné pro biomedicinské aplikace.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

HANN
HAN
HANV
HAV
p-NIPAM
HA
DMTMM
LCST
CGC
FT-IR
MWCO
DLS
MTT
NH

HCl
NaOH
ATR
NIH/3T3
UPW

A

Rp

ITT

,»Nizkomolekularni* kyselina hyaluronova modifikovana p-NIPAMem
»Nizkomolekularni“ kyselina hyaluronova bez modifikaci

,» Vysokomolekularni* kyselina hyaluronova modifikovana p-NIPAMem
,» Vysokomolekularni* kyselina hyaluronova bez modifikaci

Poly (N-isopropylakrylamid) terminovany — NH2 skupinou
Kyselina hyaluronova

4-(4,6- dimethoxy-1,3,5- triazin- 2- yl) -4- methyl — morfolinium
Dolni kriticka rozpoustéci teplota

Kriticka gelacni koncentrace

Infracervend spektroskopie s Fourierovou konformaci

Molecular weight cut off

Dynamicky rozptyl svétla

Kolorimetricky test pro hodnoceni bunééné metabolické aktivity
Aminova skupina

Kyselina chlorovodikova

Hydroxid sodny

Attenuated Total Reflectance

Linie fibroblastli z mysich embryi

Ultra pure water

Absorbance

Hydrodynamicky primér

Inverse Tube Test
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