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ABSTRAKT

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo prostudovat transportni a sorpcni vlastnosti
polyethylenglykolovych (PEG) hydrogel Sriznym typem a hustotou sitovani. Pied
charakterizaci téchto vlastnosti bylo nutné provést optimalizaci ptipravy vybranych hydrogelt
véetné studia mechanickych vlastnosti, a to pomoci reologického méfeni. Zna¢nou ¢ast prace
tedy tvofi optimalizace PEGDA-thiol hydrogeld vytvofenych z 4 ramenného
polyethylenglykol-thiolu (PEG-4SH) a polyethylenglykol diakrylatu (PEGDA) postupnou
polymeraci. Pro porovnani transportnich a sorp¢nich vlastnosti u jiného typu sitovani byly
piipraveny PEGDA hydrogely pomoci radikalové polymerace. U transportnich experimentt
byla sledovana sorpce a desorpce barviva Rhodaminu 6G pomoci volné diftze.
K charakterizaci pribéhu téchto experimentd byla vyuzita molekulova absorpcni
spektrometrie (UV/VIS). TaktéZz byla porovnana struktura téchto geli pomoci rastrovaci

elektronové mikroskopie.

KLICOVA SLOVA
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ABSTRACT

The main goal of this work was to study the transport and sorption properties of polyethylene
glycol (PEG) hydrogels with different types and densities of cross-linking. Before
characterizing these properties it was necessary to optimize the preparation of selected
hydrogels including the study of mechanical properties using rheological measurements.
A significant part of the work, therefore, consists of the optimization of PEGDA-thiol
hydrogels created from 4-arm polyethylene glycol-thiol (PEG-4SH) and polyethylene glycol
diacrylate PEGDA by step-growth polymerization. To compare the transport and sorption
properties of another type of crosslinking, PEGDA hydrogels were prepared using radical
polymerization. In the transport experiments, the sorption and desorption of the Rhodamine
6G dye were monitored using free diffusion. Molecular absorption spectrometry (UV/VIS)
was used to characterize the course of these experiments. The structure of these gels was

compared using scanning electron microscopy.
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1 UvOoD
Hydrogely skladajici se ze vzajemné zesitovanych hydrofilnich polymert jsou diky
pfitomnosti hydrofilnich funkénich skupin na polymerni kostfe schopné absorbovat velké
mnozstvi vody. Biokompatibilita a porézni struktura hydrogelt je ¢ini vhodnymi kandidaty
pro aplikace podavani 1éCiv, diky témto vlastnostem mohou taktéz nalézt uplatnéni napiiklad
v tkanovém inzenyrstvi. Primarnim mechanismem uvolinovani mnoha 1é¢iv z hydrogela je
diftze, ktera probiha prostorem dostupnym mezi makromolekularnimi fetézci, pficemz
ve vétsin¢ zminénych aplikacich plsobi hydrogel jako prostfedek zpomalujici diftzi
molekuly. Piirodni polymery tvotici hydrogel mohou postradat pozadované mechanické
vlastnosti pro biomedicinské aplikace, proto jsou v poslednich letech nahrazovany
syntetickymi. Vyhodou syntetickych polymert je dobie definovand struktura, kterou lze
modifikovat tak, aby poskytovaly piizpisobivou degradovatelnost a funk¢nost. Mezi
syntetické polymery patii polyethylenglykol (PEG), ktery je charakteristicky tim, Ze je
netoxicky, snadno se pfipojuje k jinym molekuldm a povrchiim a méa vysokou hydrata¢ni
kapacitu. Kromé aplikaci pro dodavani 1é¢iv a tkanového inzenyrstvi je hojné vyuzivan jako
soucast parenteralnich tekutych piipravkd, ultrazvukovych geli nebo v kosmetickém

pramyslu.

V literarni reSersi jsou kromé samotné charakterizace hydrogelt a PEG také popsany metody
pro charakterizaci mechanickych a transportnich vlastnosti hydrogeli. Tyto metody jsou

nasledné vyuzity u PEG hydrogell v experimentalni ¢asti.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Hydrogely

Gely jsou obecné¢ systémy tvoiené trojrozmérnou siti, ktera vytvaii souvislou strukturu
a prostupuje celym disperznim prostiedim. Spojité je tedy nejen disperzni prostiedi, ale
i disperzni podil. V disledku tohoto uspofddéni vykazuji gely mechanické vlastnosti
charakteristické pro tuhy stav i ptes to, ze disperzni prosttedi je kapalné [1]. Dle toho, zda
gely obsahuji nebo neobsahuji rozpoustédlo, se dé€li na lyogely (dle povahy rozpoustédla Ize
vyuzit ndzev hydrogel nebo organogel) a xerogely. Vysusenim lyogelu vznika kompaktni
xerogel, jehoz objem je mensi pfiblizné o objem odstranéného rozpoustédla [2]. Na zaklad¢
chovani geli ve vysuseném stavu jsou gely dale rozd€leny na reverzibilni a ireverzibilni.
Reverzibilni gely pfi vysousSeni vytvoii xerogely, které jsou schopny opét piejit do pivodniho
stavu pfijimanim disperzniho prostiedi tzv. botnanim. Gely ireverzibilni maji ve vysuseném
stavu piiblizné stejny objem jako ptivodni lyogely. Pfi styku s disperznim prostiedim jsou sice
schopné sorbovat ur¢ité mnozstvi kapaliny, nicméné lyogel tim nevznika [1]. Pokud voda

Vv gelu tvoii alespon 10 % celkové hmotnosti ¢i objemu, jedna se poté o tzv. hydrogel [3].

Hydrogely jsou tedy definovany jako trojrozmérné sité, které jsou slozené ze vzajemné
zesitovanych hydrofilnich polymeri. Jsou charakteristické tim, ze maji schopnost absorbovat
velké mnozstvi vody [4]. Tato schopnost je dana pfitomnosti hydrofilnich funkénich skupin
navazanych na polymerni kostfe. Naopak odolnost hydrogeli vici rozpousténi je déana

zesitovanim jednotlivych polymernich fetézcu [5].

Prvni pouziti hydrogelu pro biomedicinské aplikace saha az do roku 1960, kdy Wichterle
a Lim vyvinuli sitovany poly(hydroxyethylmethakrylat) PHEMA, ktery byl vyuzit pro vyrobu
kontaktnich ¢ocek [6]. Nasledné zajem o hydrogely rapidné vzrostl, a to diky jejich
jedine¢nym vlastnostem jako je biokompatibilita s biologickymi bunkami a tkanémi,
biologick4 odbouratelnost, dale jejich schopnost chranit 1é¢ivo pfed okolnim médiem a také
schopnost fizen¢ uvoliovat 1é¢iva [4]. V poslednich letech byly také nahrazovany ptirodni
hydrogely syntetickymi, které maji dlouhou zivotnost, vysokou schopnost absorpce vody
a vysokou pevnost gelu. Syntetické polymery maji obvykle dobie definovanou strukturu,
kterou lze modifikovat tak, aby poskytovaly pfizptisobivou degradovatelnost a funkénost [5].
Dnes jsou tedy hydrogely velmi intenzivné zkoumdany v oboru tkanového inzenyrstvi

a fizen¢ho transportu a uvolhovani 1éCiv, a také v oboru implantologie jako materidly



potencialné¢ vhodné pro vyvoj implantati umoznujicich dlouhodoby piimy kontakt
s organismem. Kromé medicinskych aplikaci nachazeji hydrogely své uplatnéni i v chemicko-

technologickych oblastech, napt. jako stacionarni faze v gelové chromatografii [7].
2.1.1 Proces vzniku hydrogeli

Dle definice jsou hydrogely polymerni sit¢ majici hydrofilni vlastnosti. Zatimco hydrogely
jsou obecné pfipravovany na zaklad¢ hydrofilnich monomerti, hydrofobni monomery se

nekdy vyuzivaji k regulaci vlastnosti pro specifické aplikace [5].

Sitovani neboli také gelace je stabilizatni jev, pii kterém dochazi ke spojovani
makromolekularnich fetézci dohromady a zaroven vede Ktvorbé postupné vétsich
rozvétvenych polymert [6,8]. Smés téchto stale rozpustnych rozvétvenych polymera se
nazyva sol. Pokra¢ovani procesu spojovani vede ke zvétSeni rozvétveného polymeru a vznika
tzv. nekone¢na polymerni sit’, ktera se nazyva gel [8]. Tento okamzik znac¢i bod gelace, kdy
rozméry vzniklé sité jsou totozné s rozméry makroskopické gelové faze. V bodé gelace je
vahovy podil nepatrny, nicméné v dal§im priabéhu dochazi k zna¢nému nartstu [9]. Sitovani

mezi polymernimi fetézci muze zahrnovat bud’ fyzikalni nebo chemické interakce [4].

Fyzikalni sitovani obvykle vede k pfechodnému spojeni, které mize vzniknout bud’
zapletenim fetézcii nebo pomoci slabych interakci, jako je vodikova vazba, hydrofobni
interakce nebo iontova vazba [4]. Jednim ze zplisobu vzniku té€chto hydrogeld je
napi. zahtfivani/chlazeni roztoku polymeru. Zajem o tyto fyzikalni gely vzrostl hlavné diky
snadnosti jejich vyroby a vyhodé nepouzivani sitovacich Cinidel. Slabé fyzikalni gely maji
reverzibilni vazby. Tato sdruZzeni maji omezenou zivotnost, neustale se rozbijeji a reformuji

[8].

Chemické sitovani naopak zahrnuje kovalentni vazby, vede tudiz K trvalému spojeni a mezi
tfi hlavni procesy chemické gelace patii kondenzace, vulkanizace a adi¢ni polymerace [4,8].
Zesitovani ptirodnich a syntetickych polymert 1ze dosdhnout reakei jejich funkénich skupin

(Jjako je —OH, —-COOH a —NHy>) se sitovacimi ¢inidly, napf. s glutaraldehydem.

Kromé fyzikalniho a chemického sitovani existuje i radiaéni sitovani. Je to Siroce pouzivana
technika, jelikoz nevyuziva chemické ptisady, a tim zachovava biokompatibilitu biopolymeru.
Spociva na produkci volnych radikéala v polymeru po vystaveni zdroji vysoké energie, jako je

gama zafeni, rentgenovy nebo elektronovy paprsek [8].
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Hydrogely jsou schopny také prochazet vyznamnym objemovym fazovym ptrechodem nebo
fazovym prechodem gel-sol v reakci na urcité fyzikalni a chemické podnéty. Mezi fyzikalni
stimuly patii teplota, elektrické a magnetické pole, slozeni rozpoustédla, intenzita svétla
a tlak. Naopak mezi chemické nebo biochemické stimuly patéi pH, ionty a specifické
chemické slozeni. Ve vétSing€ piipadii jsou vSak takové konformacni prechody reverzibilni,
proto jsou hydrogely schopné se vratit zpét do svého ptivodniho stavu po reakci, jakmile je
spousté¢ odstranén. Odezva hydrogel na vnéjsi podnéty je uréena predevSim povahou
monomeru, hustotou naboje a stupném zesitovani. Velikost odezvy je také pfimo umeérna
aplikovanému vné&jSimu podnétu [3]. Schopnost hydrogeli reagovat na uréité podnéty je
vyuzivana V biomedicinskych aplikacich, jako je fizené uvolilovani léCiv a tkanoveé
inzenyrstvi. Také je mozné je vyuzit napt. ke konstrukci katalytickych spinact ¢i povrchi

pro fizeny rust bunék [10].
2.1.2 Botnani

Jak jiz bylo zminéno, hydrogely jsou schopny zadrzovat vodu, coz patii mezi nejdulezitéjsi
charakteristické vlastnosti hydrogelu. Poldrni hydrofilni skupiny jsou prvni, které jsou
hydratovany v kontaktu s vodou, coz vede k tvorbé primarné¢ vazané vody. Tim dochazi
k tomu, ze sit’ botna a vystavuje tak hydrofobni skupiny, které jsou také schopné interakce
s molekulami vody. To vede k tvorbé hydrofobné vazané vody neboli také sekundarné vazané
vodé. Primarni a sekundéarni vazana voda se ¢asto kombinuje a nazyva se jako celkové vdzana
voda. Dalsi vodu sit' absorbuje diky osmotické hnaci sile polymernich fetézcii smérem
k nekone¢nému zfedéni. Nicméné proti tomuto dodate¢nému nabotnani brani kovalentni nebo
fyzikalni sitovani. Dodate¢nd absorbovana voda se nazyva jako volna voda a ptedpoklada se,
7e vypliuje prostor mezi sitovymi fetézci a/nebo stied vétSich pord. Pokud je nasledné
ve vytvofeném hydrogelu sitovy fetézec nebo vazba degradovatelnd, nastava dezintegrace
a/nebo rozpusténi. To je vyuzivano v tkanovém inzenyrstvi, kdy biologicky odbouratelné
hydrogely, které obsahuji tyto tzv. labilni vazby, se mohou rozrusit za fyziologickych

podminek bud’ enzymaticky nebo chemicky, ve vétsing pripadt hydrolyzou [8].

vvvvv

definovan jako pomér moli sitovaciho ¢inidla k molim opakujicich se jednotek polymeru.
Cim vys§i je pomér sitovéani, tim vice sitovaciho ¢inidla je zaclenéno do hydrogelové

struktury. Vysoce zesitované hydrogely maji tésnéjsi strukturu a budou méné botnat
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ve srovnani se stejnymi hydrogely s nizSimi poméry sitovani. Sitovani brani pohyblivosti

polymerniho fetézce, a tim snizuje botnaci pomér [11].
2.1.3 Klasifikace hydrogeli

Hydrogely muzeme klasifikovat z riznych hledisek. Dle pivodu polymeru tvofici sit’ lze
hydrogely rozd¢lit na pfirodni a syntetické. Mezi pfirodni polymery patii proteiny, jako je
kolagen a zelatina, a polysacharidy, jako je Skrob, alginat a agar6za. Dale dle polymerniho
slozeni se hydrogely d€li na homopolymerni a kopolymerni. Jako homopolymerni hydrogel je
oznaCovana polymerni sit, kterd je odvozena od jednoho druhu monomeru. Naopak
kopolymerni hydrogely se skladaji ze dvou nebo vice riznych druhi monomert s alespon
jednou hydrofilni slozkou. Na zakladé rozdilné fyzikalni struktury a chemického slozeni 1ze
nasledné hydrogely rozdélit na amorfni, semikrystalické a krystalické. Podle pfitomnosti ¢i
nepiitomnosti elektrického ndboje na zesitovanych fetézcich lze hydrogely rozdélit do Ctyt
skupin na neutrdlni, iontové (aniontové nebo kationtové), amfoterni (obsahujici kyselé
i bazické skupiny) a zwitteriontové (obsahujici aniontové i kationtové skupiny v kazdé

strukturné opakujici se jednotce) [5].
2.1.4 Biomedicinské aplikace hydrogeli

Diky biokompatibilit¢ hydrogeld a moznosti fizeni transportu latek v nich jsou hydrogely
vhodné pro aplikace podavani 1ékd. Porézni struktury hydrogeli umoznuji vysokou
propustnost pro rizné druhy 1é¢iv, a tim tak mohou byt lé¢iva vnesena do hydrogelu
a za spravnych podminek uvolnéna. Hydrogelové struktury s vysokou porozitou lze ziskat
upravou dvou faktor a to, stupném zesitovani v matrici a afinitou hydrogelu k vodnému
prostiedi, ve kterém dochazi k botnani. Hydrogely jsou schopny uvoliovat 1é¢iva po dlouhou
dobu pifi pozadované kinetice uvoliovani a dodévat tak vysokou koncentraci aktivni
farmaceutické latky na konkrétni misto. Uvoliovani 1é¢iva mize byt aktivovano na vyZzadani
mistnimi zm&nami pH, teploty, pfitomnosti specifickych enzymu ¢i vzdalenymi fyzikalnimi
podnéty [3]. Za ucelem navrZeni konkrétniho mechanismu uvoliovani jsou experimentalni
data porovnana s teoretickym modelem. Naprostd vétSina teoretickych modelll je zalozena
na difuznich rovnicich popsanych v nasledujici kapitole 2.2. Systém dodavani 1é¢iv na bazi

hydrogelu lze vyuzit pro oralni, rektalni, o¢ni, epidermalni a subkutanni aplikaci [11].

Dalsi aplikaci hydrogelt je tkanové inzenyrstvi, které je definovano jako kombinace

materialil, inzenyrstvi a buné€k, a které slouzi ke zlepsSeni ¢i nahrazeni biologickych orgénd.
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To vyzaduje vybér vhodného typu bunék a jejich naslednou kultivace ve vhodném scaffoldu
za vhodnych podminek. Hydrogely jsou atraktivnim nosnym materidlem, protoze jejich
struktury jsou podobné extracelularni matrici mnoha tkéni. K vytvofeni hydrogeld
pro tkénové inZzenyrstvi Ize pouzit syntetické i piirodni materialy. U syntetickych hydrogeli je
snadné fidit jejich chemii a strukturu, a tak ménit jejich vlastnosti. Piiklady polymernich
syntetickych materiald, které lze pouzit k tvorbé hydrogelti pro tkanové inzenyrstvi, jSou
poly(ethylenoxid) PEO, poly(vinylalkohol) PVA a poly(propylen fumarat) PPF. Naopak
vyhodou pfirodnich materialii tvotici hydrogely je fakt, ze jsou bud’ piirodnimi slozkami
extracelularni matrice nebo maji vlastnosti podobné témto matricim. Ptikladem jsou alginat
a chitosan. Hydrogely se v aplikacich tkanového inzenyrstvi pouzivaji pro tii ucely. Mohou
byt pouzity jako cinidla pro vyplnéni prazdnych prostor, jako nosi¢e pro dodavani
bioaktivnich molekul a jako 3D struktury, které funguji jako podpora bun¢k a napomahaji

tvorb¢ idealni tkané [3].
2.2 Transportni vlastnosti

Rizeni transportu rozpusténych latek v hydrogelech definuje pouziti téchto materialt
v biomedicinskych aplikacich. V ptipad¢, Ze jsou buniky zapouzdiené v hydrogelech, pak se
tyto bunky musi spoléhat na transport pfes polymerni sit’, tak aby byl zajistén nepftetrzity
pristup k zivindm. Naproti tomu, kdyz jsou hydrogely vyuzivany pro dodavani 1éciv, pak
omezena mobilita makromolekul mize byt Zadouci (napf. zpomaleni ¢i fizeni uvoliovani
lé¢iva). Pochopeni parametrii ovliviiujici transport je proto klicové pro navrh hydrogeli

pro specifické ucely [12].

Primarnim mechanismem uvolfiovani mnoha 1é¢iv z hydrogeli je diftize, kterd probiha
prostorem dostupnym mezi makromolekularnimi fetézci [11]. Zakladnim principem difuze je
Browntliv pohyb. Jedna se o jev, pti kterém dochéazi k narazu molekul disperzniho prostiredi

vlivem tepelného pohybu do koloidnich ¢astic. Tyhle néarazy jsou disledkem pohybu ¢astic,

vvvvvv

Hnaci silou difuze je rozdil chemickych potencialii difundujici latky, tedy rozdil koncentraci —
koncentracni gradient, v ruznych castech soustavy. Smér difuze je z makroskopického
hlediska vzdy z prostiedi o vyssi koncentraci do prostfedi s nizsi koncentraci se snahou

vyrovnat koncentraci v celém systému [13].
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Difazni tok (Ji) udava latkové mnozstvi (ni) difundujici slozky i, které projde za jednotku
¢asu (t) jednotkovou plochou (A) kolmou ke sméru difaze [14]:

_ dni (l)
~ Ad,

Pohyb molekul zavisly na koncentra¢nim gradientu (dci/ dy) v daném misté a daném Case

Ji

popisuje 1. Ficktv zakon:

P )
i i By

Symbol parcidlni derivace znaci, ze veliiny jsou také funkci teploty a tlaku, popt. Casu.
V piipad¢, ze koncentracni gradient je konstantni, pak se jednd o stacionarni difuzi.
Koeficient umérnosti nebo také difuzni koeficient je znacen Di a je tedy roven latkovému
mnozstvi difundujici latky, které projde jednotkovou plochou za jednotku casu
pfi jednotkovém koncentratnim gradientu. Zavisi na teploté, tlaku a velikosti castic.

Jednotkou difiizniho koeficientu je m?s? [14]. Einsteinova rovnice (3) popisuje vztah mezi

diftznim koeficientem, koeficientem tieni (B) a absolutni teplotou (T):
p, =X ©

kde kje Boltzmanova konstanta. V pfipadé, Zze se bude jednat o symetrickou c¢astici
o poloméru (r), pak plati pro koeficient tieni (B) Stokesova rovnice (4) , kde # je viskozita
prostiedi [13,14]:

B = 6minr 4)
Pokud se ale koncentra¢ni gradient s Casem meéni, poté se jedna o nestacionarni diftzi.

Rychlost zmény koncentrace v urCitém misté systému pro tento ptipad popisuje 2. Fickav

zakon [14]:

aCi (')Zci (5)

3~ oy
2.2.1 Modely difuze

Analytick¢ feSeni Fickovych rovnic neni casto jednoduché. Pro rizné typy modelil
a okrajovych podminek je feSeni téchto rovnic uvedeno v publikaci J. Crank [15]. Mezi dva
nejjednodussi piiklady (modely) diftze patii difuze skrze tenky film a volna diftze. Tyto

modely slouzi pouze jako okrajové piipady pro stejné usporadani diftiznich procesi.
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Pro velmi dlouhé Casy plati model skrze tenky film, naopak pro kratké Casy slouzi model

volné difuze.

V ptipad¢ difuze skrze tenky film probiha difize mezi dvéma rizné zfedénymi roztoky jedné
rozpusténé latky. Rozpusténd latka difunduje z vyssi koncentrace, umisténé na jedné strané
filmu, do méné koncentrovaného roztoku, umisténého na druhé strané. Jedna o proces

Vv ustaleném stavu, tudiz akumulace latky je nulova a tok latky je konstantni.

Dalsim modelem je volna diftze, kde se predpoklada velmi dlouhé médium zacinajici
rozhranim. Na za¢atku mé toto médium konstantni koncentraci dané latky. Nahlym zvySenim
koncentrace na rozhrani dojde ke vzniku koncentracniho gradientu a latka za¢ne difundovat
hloubéji do média. Dochézi tedy ke vzniku casové proménného koncentracniho profilu, ktery

se vyviji, kdyZ rozpusténa latka difunduje do média [16].
2.2.2 Diftaze v hydrogelech

Difuze rozpusSténych latek v makroporéznich hydrogelech stuhym fetézcem se uplatituje
v Siroké Skdle biotechnologickych oblasti od zapouzdifeni bunék, ptes chromatografickou
separaci az po fizené dodavani 1éCiv. Ve vétSiné téchto aplikacich ptisobi hydrogel jako
prostfedek zpomalujici difizi molekuly. Hydrogely jsou typicky modelovany tak, Zze maji
sitovou strukturu tvofenou fetézci a volny prostor mezi nimi vypliiuje vodni doména.
Transport rozpusténé latky probihd primarné v oblastech naplnénych vodou v prostoru
vymezeném polymernimi fetézci. Obecné plati, ze difuzivita rozpusSténé latky pres hydrogel
se snizuje se zvysujici se hustotou sit‘ovani, s rostouci velikosti rozpusténé latky a s klesajicim
objemovym podilem vody v gelu. Difuzivita je také ovlivnéna tlouStkou a tuhosti
polymernich fetézcl, pficemz difuze rozpusténé latky je vétsi v gelech s tlustSimi

polymernimi fetézci [17].
2.3 Reologie

Reologie se zabyva tokem a deformaci hmoty vlivem vnéjsich mechanickych sil. Existuji dva
mozné mezni typy chovéni, a to elastické a viskdzni. Pokud u€inkem vnégj$i sily nastane
deformace, kterd vratn¢ vymizi po jejim odstranéni, pak se jedna o elastické chovani. Je
vykazovano tuhymi latkami a energie vynalozena na deformaci se uklada, a po relaxaci tuhé
latky se uvolni. O visk6znim chovani pak mluvime, jestlize plisobenim sily hmota tece a tok

se zastavi ale neobrati, je-li sila odstranéna. Toto chovani je charakteristické pro jednoduché
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tekutiny a vynalozena energie je disipovana jako teplo. Mezi témito dvéma typy chovani se
nachazi viskoelastické¢ chovani, které vykazuji systémy, jejichz odezva na aplikovanou silu

zalezi na dobé¢, po kterou tato sila piisobi [1].

Metoda reologie spociva v konstrukci modelt, které jsou uzitecné pii kvalitativnim
1 kvantitativni popisu experimentalnich vysledkii mechanického chovani riznych material.
Mezi modely patii kapaliny a pevné latky, jejichz matematické vyjadieni pochazi od Isaaca
Newtona a Roberta Hooka [18]. Vyjadfenim tak objasnili tokové vlastnosti tzv. idealné

viskoznich a idealné elastickych materiala [19].

Isaac Newton poprvé zavedl pojem viskozita jako konstantu imérnosti mezi silou vztazenou
na jednotku plochy (smykové napéti o) K vytvofeni ustaleného smykového proudéni

a vyslednym gradientem rychlosti ve sméru kolmém ke sméru proudéni (smykova rychlost y)
[19].

o =1y, (6)
kde 1 je dynamicka viskozita kapaliny [19]. Dynamicka viskozita kapalin je obecné zavisla na
teploté (s rostouci teplotou klesd) a na tlaku. Tekutiny, které se fidi Newtonovym zdkonem, se
oznacuji jako newtonské a jsou to zpravidla nizkomolekuldrni latky [20]. Newtonovska
kapalina je charakteristicka tim, ze jeji viskozita je nezavisla na smykové rychlosti. Typickym
prikladem newtonské kapaliny je olej, glycerin nebo voda. Materidly, jako jsou disperze,
emulze ¢i roztoky polymerti, c¢asto vykazuji tokové vlastnosti vyrazné odlisné
od newtonovského chovani. To znamend, Ze bud’ viskozita klesd nebo roste se zvySujici se
smykovou rychlosti, coz se oznacuje jako smykové zten¢ovani a smykové zahustovani [19].
Takové kapaliny se oznacuji jako nenewtonské a plati pro n€ analogicky Newtoniv zakon,
S vyjimkou, Ze n je tzv. zdanliva viskozita. Nenewtonské kapaliny mizeme rozd¢lit dle
zéavislosti na Case. Pokud jsou tyto kapaliny Casové zavislé, pak je délime na tixotropni
a reopektické, jejichz vyznam je vysvétlen v kapitole 2.3.1 vénované mechanickym
vlastnostem hydrogelti. Naopak pokud jsou kapaliny na c&ase nezavislé, délime je
na pseudoplastické, dilatantni a binghamské. U pseudoplastickych se zdanlivd viskozita
zmenSuje s rostoucim gradientem rychlosti. Dilatantni jsou charakteristické tim, Ze
s rostoucim gradientem rychlosti roste i jejich zdanliva viskozita. U binghamskych kapalin

dochazi k toku az po piekroceni urcitého prahového smykového napéti, tzv. meze toku [20].
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V piipad¢ idealnich elastickych materialt plati Hooktv zakon pruznosti:
o = Gy, (7
kde y je smykova deformace a G je smykovy modul, ktery charakterizuje tuhost materialu.

Smykovy modul ideédlniho elastického télesa je nezavisly na smykovém napéti a dob¢ trvani

smykového zatizeni.

Smykovy modul lze také zapsat v komplexni podobg:
G*=G'+iG", (8)
kde G’ je pamétovy modul a G” je ztratovy modul. G’ je mirou energie uloZzené v materialu

béhem deformace a predstavuje elastické chovani materidlu, kdezto G” je mirou energie

rozptylené nebo ztracené jako teplo béhem smyku a ptfedstavuje viskézni chovani materialu

[19].
2.3.1 Mechanické vlastnosti hydrogeli

Gely jsou typickym piikladem viskoelastickych materialti, nicméné vykazuji fadu
mechanickych vlastnosti, které jsou charakteristické pro tuhy stav. Az do urcité hodnoty
te¢ného napéti se gel chova jako tuhé elastické téleso a napéti odoldva. Tato hodnota je
zavisla na koncentraci a pevnosti uzltl ve struktuie gelu. Cim vice je vazeb mezi fetézci
polymeru, tim tuz$i je vznikld prostorovd sit’ a tim je 1 mensi moznost zmény tvaru
makromolekuly. Gely, které obsahuji kovalentni spoje s malym poctem vazeb, jsou obvykle
elastické. Fyzikdlni gely (reverzibilni 1 ireverzibilni) se pfi smykovém namahdni,
napf. pi1 michani, tfepani, ¢asto vyznacuji tixotropnimi vlastnostmi. To znamena, Ze tyto gely
jsou zpocatku vysoce viskozni, ale s Casem se viskozita snizuje. Pokud se systém ponecha
v klidu, pak se ptivodni struktura bude obnovovat a viskozita se bude blizit plivodni hodnoté.
Tixotropie se vyuziva u natérovych hmot a naftafskych kapalin. Opakem tixotropie je

reopexie, ktera podporuje tvorbu gelu [9].

Slabé fyzikalni gely jsou charakteristické tim, Ze jsou plastické. Jsou elastické pouze
pfi nizkych mechanickych napétich. Pfi vys$sim napéti, nazyvané jako statickd mez kluzu,

podléhaji deformaci, ktera muze byt bud’ trvala nebo jen ¢aste¢né reverzibilni [9].

V ptipadé¢ Cerstvych gell, at’ uz reverzibilnich 1 ireverzibilnich, dochazi k fadé samovolnych
jevi, jelikoz tyto systémy nejsou V termodynamické rovnovaze. Pii procesu starnuti gelu

dochazi k ristu poctu sty¢nych bodl a gel se smrstuje. Z gelu je vytlaCovéna ¢ast pivodné
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pritomné kapaliny. Tento jev se nazyva synereze a je podporovan zvysSenim teploty a také

pridavkem elektrolytu [9].
2.3.2 Reometrie

Diky pozorovani mechanického chovani materiali mitizeme usuzovat jejich reologické
vlastnosti a jejich znalost pak mizeme vyuzit k pfedpovédi chovéani za jinych podminek.
Jednim ze zpisobu, jak mizeme sledovat reologické vlastnosti, je reometrie. V reometrii jsou
realné materiadly podrobovany toku, resp. deformaci za kinematicky jednoduchych podminek
s cilem ziskat kvantitativni informace o reologickych vlastnostech [21]. Reometrické méfeni

tedy charakterizuje, nakolik je gel tekuty nebo naopak tuhy [9].

Viskoelastické vlastnosti 1ze charakterizovat pomoci oscila¢nich méfeni provadéjici rozmitani
(anglicky sweep) amplitudy a frekvence [19]. Vzorek se vklada mezi dvé desky, pficemz
horni deska se pohybuje a spodni deska zlstava nehybna. Obé desky jsou vybaveny senzory.
Prvni senzor detekuje drahu vychyleni horni pohyblivé desky. Signal je pak reologicky
vyhodnocen jako deformace. Druhy senzor naopak detekuje silu, kterd ptisobi na spodni
nehybnou desku. V tomto piipad¢ je pak signal reologicky vyhodnocen jako smykové napéti.

Parametry pro oscila¢ni testy jsou obvykle pfednastaveny ve formé sinusové kiivky [22].

Pro viskoelastické chovani vykazuji sinusové kiivky prednastaveného parametru
(napt. deformace) a vysledku méteni (napt. smykové napéti) ¢asové zpozdéni signalu odezvy.
Toto zpozdéni se nazyva fdzovy posun d. Pro idedlné elastické chovani je & = 0°, zatimco
pro idealné viskdzni chovani je 6 = 90°. Mezi témito dvéma extrémy probihaji v§echny druhy

viskoelastického chovani [22].

Strain sweep test (amplitudovy test) je jedna z reologickych testovacich metod vyuzivanych
k charakterizaci hydrogelti pomoci rostouci oscilaéni deformace pii konstantni frekvenci.
Hlavnim tcelem deformacniho testovani je stanoveni linearni viskoelastické oblasti (LVO)
hydrogelt. Tato oblast hydrogelll nastava pii nizkém smykovém napéti, béhem které¢ho jsou
moduly nezavislé na rostoucim napéti [23]. Udava tedy rozsah, ve kterém lze provést tento
typ testu bez toho, aniz by doslo ke zniceni struktury vzorku. Vysledky méfeni amplitudového
testu jsou prezentovany jako diagram se zavislosti pamétového G’ a ztratového G' modulu
na smykovém napéti (deformaci). Pamétovy modul mtze byt také nazyvan jako elasticky

a ztratovy jako viskozni [22].
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Obrazek 1: Amplitudovy test zndzornujici LVO U hydrogelii (upraveno z [23])

Ve frequency sweep (frekven¢nim testu) se frekvence méni za konstantni amplitudy
deformace v LVO [23]. Limit LVO musi byt tedy nejprve uréen pomoci amplitudového testu.
Vysoké frekvence se pouZivaji k simulaci rychlého pohybu v kratkych ¢asovych intervalech,
zatimco nizké frekvence simuluji pomaly pohyb na dlouhych ¢asovych tsecich nebo v klidu.
Frekvence mize byt uvedena bud jako frekvence f v Hz anebo jako thlova frekvence w
v rad/s. Vysledky frekvenéniho testu jsou prezentovany pomoci diagramu obsahujici zavislost

pamétového G’ a ztratového modulu G” na (ahlové) frekvenci [22].

" A
G’ G'
G'l GII
g g
© prekfizeni indikuje ©
© reverzibilni zesitovani ® S .
G} 0] neprekfizeni indikuje trvalé
chemické zesitovani
» >
fH2) f (Hz)

Obrazek 2: Frekvencni test zndazornujici reverzibilni a trvalé chovani sité hydrogelii (upraveno z [23])

Time sweep test (Casovy test) je technika, ktera se vyuziva pro stanoveni strukturalnich zmén
urCittho materidlu za urcité Casové obdobi. Mezi strukturdlni zmény patii
napf. odparovani rozpoustédla, vytvrzovani, gelace, degradace polymeru, anebo regenerace.
Tyto zmény ptimo ovliviiuji reologické vlastnosti slouceniny. V tomto testu se urcuje bod

gelace, pti kterém dochazi pii piekiizeni modulu G’ a G” [23].
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Obrazek 3: Proces tvorby sitové struktury v hydrogelu v zavislosti na case (upraveno z [23])

2.4 Syntetické polymery k pripravé hydrogeli

Hydrogely obsahuji pfirodni nebo syntetické polymery. Pfirodni polymery vynikaji tim, ze
jsou biokompatibilni, biologicky odbouratelné a obsahuji také biologicky rozpoznatelné casti,
nicméné pro biomedicinské aplikace mohou postradat pozadované mechanické vlastnosti,
které jsou nutné v misté aplikace. Pti zavedeni do lidského téla mohou piirodni polymery také
vyvolat imunitni/zanétlivé reakce. Proto jsou navrhovany syntetické polymery pro piipravu
hydrogelu tak, aby poskytovaly pozadované mechanické vlastnosti a dal$i piiznivé vlastnosti,

i kdyZ nemaji Zadnou vlastni biologickou aktivitu [24].
2.4.1 Polyethylenglykol

Polyethylenglykol (PEG) je polyether slozeny z opakovanych ethylenglykolovych jednotek
[-(CH2CH20)n]. PEG lze syntetizovat polymeraci ethylenoxidu a jakychkoli hydroxylovych
iniciatort [25]. Obrdzek 4 znazornuje polymeraci ethylenoxidu za pritomnosti H2O jako

iniciatoru, kdy vznika monoethylenglykol a poté polyethylenglykol:

/ \
H,C — CH, + H,0 — HO -CH,CH,O - H — HO - (CH,CH,0), - H

Ethylenoxid Monoethylenglykol Polyethylenglykol (PEG)

Obrazek 4: Polymerace ethylenoxidu [26]
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Komercné jsou PEG dostupné S riznym stupném polymerace a aktivovanymi funk¢énimi
skupinami. Mezi tyto derivaty PEG patii napt. PEG-amin, PEG-thiol, PEG-alkyn nebo
PEG-aldehyd [25].

PEG si vyslouzil svou oblibenost diky vysoké flexibilit¢ struktury, biokompatibilité,
amfifilité, vysoké hydratac¢ni kapacité¢ a také tim, ze je to latka bez jakychkoli sterickych
piekazek. Vysoka polarita PEG zvySuje rozpustnost ve vodé, coz je vynikajici vlastnost mezi
podobnymi strukturnimi polymery. Vysoka rozpustnost PEG je také pozorovana ve vétSing
organickych i anorganickych rozpoustédlech [24]. Dalsi vyhodou je, Ze tento polymer je
netoxicky, v pfipad¢ interakce s bunénymi membranami nepoSkozuje bunky ani aktivni

proteiny a snadno se piipojuje k jinym molekulam a povrchiim [27].

Termin PEG se nejCastéji pouziva v kombinaci s ¢iselnou hodnotou. V kosmetickém
pramyslu se toto Cislo tykd primérného poctu ethylenoxidovych jednotek (n) v kazdé
molekule (tj. PEG 75, kde pocet jednotek = 75). Ve farmaceutickém primyslu ¢islo oznacuje
zaokrouhlenou priamérnou molekulovou hmotnost MW (g/mol) dan¢ho PEG produktu
(tj. PEG 3350 (g/mol) = 75 x 44 = 3350). Stejna sloucenina tedy mtize byt pojmenovana PEG
3350 nebo PEG 75 v zavislosti na typu produktu, ve kterém figuruje. Komeréné dostupné
MW se pohybuji od 200 do 35 000 g/mol. PEG s nizkou MW (<400 g/mol) jsou ¢iré, viskdzni
kapaliny, zatimco PEG s vysokou MW (>1000 g/mol) jsou neprthledné pevné latky nebo
prasky [26].

Rozsah fyzikaln&-chemickych vlastnosti PEG a vyrazna toxikologickd bezpe€nost je cCini
vhodnymi kandidaty pro riizné aplikace. Jsou soucésti parenterdlnich tekutych piipravki,
lubrikantti, ultrazvukovych geli a cipkt. Diky schopnosti véazat vodu se nachazeji
I Vv Iékaiskych materialech, jako jsou obvazy na rany a hydrogely. Také jsou vyuZivany
pii dodavani 1é¢iv. Proces, kdy PEG jsou kovalentné ptipojeny k systémovym 1ékiim, aby se
zvysila molekulova hmotnost a prodlouzila doba ob¢hu, se nazyvd PEGylace. PEGylované
1€ky jsou bézn¢ vyuzivané u 1écby rakoviny, dny a pii imunoterapii. V kosmetickém primyslu
je PEG Siroce rozsifen v mastech, Samponech, barvach na vlasy a prostfedcich pro ustni

hygienu [26].

21



3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
Prvni ¢asti této prace bylo zpracovani reSerSe ruznych védeckych publikaci zabyvajicich se
ptipravou PEG hydrogeld pro biomedicinské aplikace, které by vedlo ke konkrétnimu postupu
ptipravy PEG hydrogelt a stanoveni jejich transportnich a sorpénich vlastnosti. Tato kapitola
se tedy zabyva rtiznymi druhy ptipravy PEG hydrogelt a jejich konkrétnimi aplikacemi, jako

dodavani léCiv a tkanové inzenyrstvi.
3.1 Zpisoby pripravy PEG hydrogelu

K piipravé chemicky stabilnich PEG hydrogelti se pouzivaji dva nejbéznéjsi mechanismy
sitovani hydrogelt, a to polymerace s rustem fetézce a polymerace s postupnym ristem [28].
Polymerizace s ristem fetézcem je iniciovana reaktivnimi centry, jako jsou radikaly,
generované tepelnou energii, redoxnimi reakcemi nebo fotostépenim molekul inicidtoru. Tyto
volné radikaly se $ifi prostfednictvim vice dvojnych vazeb uhlik-uhlik na monomerech, a tim
dochazi k fetézové polymeraci [29]. Hydrogely polymerované s postupnym ristem vznikaji
reakci alespont dvou multifunkénich monomera se vzajemné reaktivnimi skupinami a kazdy

monomer s definovanou funkénosti slouzi jako zesitovaci bod [28].

Obrdzek 5: Polymerace s riistem ietézce (vlevo) a polymerace s postupnym riistem (vpravo).
Cervenou barvou vyznacena funkcnost zesitovani definovina jako pocet ramen na bod zesitovani

(upraveno z [28])

Literatury popisujici ptipravu PEG hydrogeli je velké mnozstvi, nicméné pro tuto praci bylo
cilem otestovat pfipravu vyuzivajici postupnou polymeraci, ktera by méla mit oproti
polymeraci sristem fetézce né€kolik vyhod. Jako hlavni nevyhoda polymerace s ristem
fetézce se da povazovat fakt, ze mize vést Kk mensi konverzi funkénich skupin a zbyvajici
nezreagované monomery nebo funkéni skupiny mohou béhem potencidlniho pouZiti

v lidském téle zpisobit lokalni zanétlivou reakci. Casto uvadéna metoda postupné polymerace
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je pomoci Michaelovy adi¢ni polymerace. Jedna se o reakci mezi nukleofilem (Michaelav
donor) a aktivovanym olefinem a alkynem (Michaeliv akceptor), pii které se nukleofil aduje

pies nasobnou vazbu uhlik-uhlik [30].
3.1.1 Thiol-Michaelova adi¢ni polymerace

Michaelovu adici ve své studii vyuzivali Ortal Yom-Tov a kol. [31], ktera byla inspiraci pro
tuto praci. Tento typ polymerace vyuzivali pro piipravu tzv. PEG-thiol hydrogela slozenych
z PEG diakrylatu (PEGDA) a 4 ramenného PEG-thiolu (PEG-4SH). Jedna se tedy
0 postupnou polymeraci, kdy dochazi k reakci mezi nenasycenymi akrylatovymi skupinami
a nukleofilnimi thioly [32]. Nicméné protonova forma thiolové skupiny (-SH) neni nijak
zvlast’ reaktivni, ale deprotonova forma (-S) thiolatovy aniont, je nukleofilni, jelikoz je bohaty
na dostupné elektrony, a je tedy schopen podléhat thiol-Michaelové adici [33,34]. V této
studii, kdy se vyuziva pufrovany fyziologicky roztok, jsou thioldtové anionty generovany
dynamickou rovnovahou mezi thiolovou funk¢ni skupinou a fosfatem. Ionizace thiolatovych
aniontd je vysoce zavisla na hodnoté pH, tedy pii vys$im pH lze dosdhnout vyssi konverze
thiolu. Hodnota pH by také méla mit vyznamny vliv na celkovou rychlost polymeracni adice
thiol-Michael [35].

V kazdém reakénim misté thiolu a akrylatu se vytvaii thioether-esterova vazba. Esterova
vazba pfitomnd na nezreagovaném PEG-akrylatu je jen mirn€ hydrolyticky degradovatelna,
ale blizkost thioetherové skupiny k PEG akrylatovému esteru zna¢né zvySuje hydrolytickou
labilitu tohoto esteru o nékolik fadi. To vede ke Stépeni modifikovaného esteru a celkovy
rozpad celé zesitované sit€ v cCasovych meéfitcich relevantnich pro mnoho aplikaci
pro dodavani IéCiv a regeneraci tkani [32]. Obecné vyhodou této reakce je, Ze se zde vyhyba
pouziti cytotoxickych volnych radikali a UV zafeni [31]. Reakce probiha tedy za mirnych
reakénich podminek a bé&zné¢ se provadi pii fyziologické teplot€¢ a stavu blizkému

fyziologickému pH [30,36].

V jiz zminéné studii [31] pracovali se zasobnimi roztoky (PEG-4SH + fosfatovy pufr), které
byly michany po rizné Casové intervaly pied jejich smichanim s roztoky
(PEGDA + fosfatovy pufr). Tim se dosahlo riiznych stupni tvorby disulfidovych vazeb a také
je tento postup nutny, protoze rozpusSténi obou polymert ve stejné nadob¢ aktivuje
polymeracni proces pied jejich tplnym rozpusténim. Byl zkouman vliv riznych dob michani
a ruznych dob polymerace na vyslednou strukturu a vlastnosti hydrogelti (zndzornén

na Obrdzku 6). Pro porovnani vlastnosti byly radikalovou polymeraci ptipraveny PEG-AC
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(PEG-akrylatové) hydrogely. Byly provedeny experimenty botnani, reologického méfeni
a méfeni Youngova modulu, ktery je definovany jako pomér aplikovaného napéti a vzniklé

deformace.

Bylo zjisténo, ze u PEG-thiol hydrogelti se doba gelace vyznamné snizuje pifi vysSich dobach
michéani PEG-4SH. Vysokych hodnot modulu bylo dosazeno pfti delSich dobach gelace. Déle
bylo zjisténo, Ze hydrogely PEG-4SH vykazuji schopnost botnani 260 % po 24 hodinach.
Po delsi dobé vSechny hydrogely ztratily svou integritu v disledku degradace. Také pro tyto
hydrogely byla vypoctena vy$$i porovitost a niz$i hustota zesiténi ve srovnani s hydrogely
PEG-4AC. Signifikantn¢ vyssi hodnoty hustoty zesiténi byly pozorovany pii delSich dobach

gelace a také pfi prodlouzené dob¢ michani.

PEG-4SH PEGDA
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Obrazek 6: VIiv doby michani PEG-4SH na zesitovani [31]

U PEG-4AC byla zjisténa velmi rychla rychlost gelace a rovnovazné botnani ptiblizné 40 %
po 24 hodinach. Younglv modul byl dvakrat vyssi nez u PEG-thiol hydrogelt. Manipulaci
s postupem ptipravy PEG hydrogelt Ize tak doladit uréité zadouci vlastnosti materialu, které

jsou vyzadovany pro specifické biomedicinské aplikace.
3.2 Aplikace PEG hydrogeli

V piipadé, ze chceme do hydrogelt inkorporovat 1é¢ivo, nabizeji se dva zpisoby pfipravy.
Bud’ se 1é¢ivo smicha s polymerem, ktery ma byt pouzit pro hydrogel, a nechaji se spole¢né
polymerovat. Druhym zpiisobem je, ze se vytvotfeny hydrogel nechd botnat v roztoku 1éciva

az do dosazeni rovnovahy. Po vneseni 1éCiva je hydrogel vysusen [37].
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Michaelovu adici k enkapsulaci a prodlouzenému uvoliiovani proteinovych 1é¢iv vyuzivali
Petra van de Wetering a kol. [38]. PEG hydrogely byly slozeny z multiakrylatt
a dithiothreitolu (DTT). Lécivem byl lidsky rastovy hormon (hGH), ktery byl precipitovan
bud’ Zn?* nebo linearnim PEG, aby byl chranén pied reakci s gelovymi prekurzory bdhem
gelace. Diky precipitaci hormonu ionty Zn?* dochazelo k pomalému rozpousténi, zatimco
linearni PEG poskytl rychle se rozpoustéjici precipitaty. Vyhodou u Michaelovy adice je, ze
mizeme zmeénou molekulové hmotnosti vychozich slozek tvoficich hydrogel vyladit
uvoliiovani proteinu v rozsahu narazového uvoliiovani az po dlouhodobé uvoliiovani v fadu

mésicu.

Rychlost uvoliiovani proteinu Ize také snizit zvySenim hustoty zesitovani hydrogelu, nicméné
to vede ke snizeni mnozstvi proteinu a hydrofilnosti matrice [39]. Proto byly vyvinuty afinitni
hydrogely, kde se ligandy ukotvené v hydrogelu reverzibiln€ vazou na fyzikdln¢ nabité
proteiny a udrzuji tak jejich uvoliovani. Hydrogelim s peptidy vazicimi se na proteiny se
vénovali Jing Wang a kol. [40]. Cilem byl vyvinout injek¢ni systém, ktery by slouzil jako
nosi¢ neurotrofinu-3, coz je riistovy faktor, ktery umoziluje regeneraci poSkozené synapse,
kterd by v pfipadé ztraty mohla zpiisobit ztratu sluchu. I zde pro ptipravu PEG hydrogelii
vyuzivali Michaelovou adici a to thiol-vinylsulfonu (PEG-4SH a PEG-4VS). V dalsi studii
pro fizené uvolnovani naopak hydrofobnich 1é¢iv s nizkou molekulovou hmotnosti vyuzivali

J. Liakol. [41,42] cyklodextrin ukotveny v PEG hydrogelu.

MV v

Nejbéznéjsim zpisobem ptipravy PEG je vSak fotopolymerace, kterd vyuziva svétlo
k pfeméné kapalnych roztoki makromeri PEG na pevné hydrogely [43]. Jedna se
tzv. o radikdlovou polymeraci, kdy viditelné nebo UV svétlo reaguje s fotoiniciatory za
vzniku volnych radikald, které jsou schopny iniciovat polymeraci za vzniku zesitovanych
hydrogelt [44]. Tento druh polymerace vyuzivali Quick a Anseth [44,45] s cilem
enkapsulovat nukleové kyseliny. Odhalili, Ze pfi tomto sitovani mlze pifitomnost volnych
radikal poskodit zapouzdiené biomolekuly, ale také zjistili, ze ptidanim C¢inidel ¢&i
antioxidantli dochdzi ke sniZeni poSkozeni DNA radikdly. Volné radikaly také mohou
snizovat G¢innost uvoliovani biomolekul. Na tom pracovali Chien-Chi Lin a kol. [47], kteti
pfidavali do roztoku PEG kyselinu iminodioctovou, ¢imZz doSlo ke zvySeni celkového

uvolilovani proteinu z fotopolymerizované sité.

Podstata vyuziti PEG hydrogelt pro regenerativni medicinu vychazi z toho, zZe vysoky obsah
vody v hydrogelu se podobd meékké tkani, a tak vytvaii vhodné prostiedi pro mnoho
zapouzdienych biomolekul a bun¢k [11, 48]. Kristen L. Moffat a Kacey G. Marra [49]
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studovaly PEG-diamin hydrogely zesitované pomoci genipinu pro aplikace v tkanovém
inzenyrstvi. Zajimavosti je, ze genipin je 10 000krat méné toxicky nez glutaraldehyd jakozto
nejrozsitenéjsi sitovaci ¢inidlo pro biomateridly. Studium adheze bun¢k hladkého svalstva
ukazalo, ze po 24 hodinach inkubace neni zadny vyznamny rozdil v po¢tu bun¢k ulpivajicich
na povrchu hydrogelu PEG-genipin oproti pozitivni kontrole. Pro podpofeni adheze a funkce
bun¢k Ize zavadét funkéni skupiny do PEG hydrogeld. Napi. Jason A. Burdick a kol. [50]
vyuzivali k modifikaci PEG hydrogelu peptid RGD (Arg-Gly-Asp), ktery podpofil preziti

enkapsulovanych osteoblast.

Pouzitelnost PEG hydrogeld v regenerativni mediciné mtze byt déale rozsifena zaclenénim
degradovatelnych segmentti do PEG hydrogelovych siti [51]. A. T. Metters a kol. [52,53]
zacCletiovali do PEG hydrogelovych siti hydrolyticky degradovatelné skupiny poly(kyseliny)
mlécné PLA a vytvaieli tak rizné druhy kopolymert. Naopak Hubbell a kol. [54] vytvaieli
PEG hydrogely Michaelovou adici s MMP (matricovymi metaloproteinazami) a zjistili, Ze
MMP reaguji na bunky a umoziuji tak usnadnénou degradaci hydrogelu. Na vyvoji PEG
systému s enzymaticky labilnimi kaprolaktonovymi jednotkami a enkapsulovanymi
chondrocyty spolupracovali Anseth a kol. [55,56], kdy dodanim lipazy umoznili exogenné

kontrolovat degradaci materialu.

Kromé zminénych aplikaci se PEG hydrogely ukazaly jako uzite¢né pii studiu diferenciace
kmenovych bunék v 3-D prostiedi, kdy zapouzdiené lidské kmenové buiiky mohou byt
indukovany k diferenciaci pomoci navazanych chemickych funkénich skupin malych molekul
[57]. Elisseeff a kol. [58,59] zkoumali vliv hydrogelového scaffoldu slozeného z PEG

a chondroitinsulfatu na chondrogenezi mezenchymalnich kmenovych bunék.

Velky potencial PEG hydrogelu je také v oblasti hojeni ran. Siju Liu a kol. [60] ptipravovali
injikovatelny a degradovatelny hydrogel prostfednictvim adice Michaelova typu. Testy
ukézaly, Ze PEG hydrogel mél vynikajici biokompatibilitu, nizkou cytotoxicitu a také Ze je

schopen inhibovat rlst bakterii.

26



4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

Tabulka 1: Pouzité PEG

Molekulova hmotnost [kDa] Vyrobce Lot
PEG-4SH (Obrdzek 7) 10 Laysan Bio, Inc. 165-174
PEGDA (Obrdzek 8) 10 Laysan Bio, Inc. 163-94
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Obrazek 7: Chemicka struktura PEG-4SH [61]
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Obrazek 8: Chemicka struktura PEGDA [62]

Tabulka 2: Pouzité chemikdlie

Molekulova hmotnost [g/mol] Vyrobce CAS

NaCl 58,44 Lach-Ner, s.r.o. 7647-14-5

KCI 74,56 PENTA s.r.0. 7447-40-7
Na,HPO, . 2H,0 177,99 PENTA s.r.0. 10028-24-7

KH,PO, 136,09 PENTA s.r.0. 7778-77-0

Rhodamin 6G 479,01 Sigma-Aldrich s.r.o. 989-38-8

EGDMA 198,22 Sigma-Aldrich s.r.o. 97-90-5

NaOH 40,00 PENTA s.r.0. 1310-73-2

Irgacure 2959 224,25 Sigma-Aldrich s.r.o. 106797-53-9

*EGDMA = Ethylenglykol dimethakrylat
*Irgacure 2959 = 2-Hydroxy-4'-(2-hydroxyethoxy)-2-methylpropiophenon

4.2 Pouzité pristroje
Reometr TA Instruments HR-2

UV-VIS spektrofotometr Hitachi U-3900H

Rastrovaci elektronovy mikroskop ZEISS EVO LS 10



FT-IR Nicolet iS50 ThermoFisher Scientific
Analytické vahy Denver Instrument TB-224A
pH metr Mettler Toledo S40 SM

Magneticka michacka Thermo Scientific

SuSarna Memmert
4.3 Priprava pufrovaného fyziologického roztoku

Tabulka 3: Slozeni pufrovaného fyziologického roztoku

Mnozstvi [g] Koncentrace [M]
NaCl 8 0,14
KCI 0,2 0,003
Na,HPO,. 2H,0 18 0,01
KH,PO, 0,24 0,002

Pro ptipravu pufrovaného fyziologického roztoku o pH = 7,4 byly navdZeny a smichany vyse
uvedené chemikalie. Do objemu 1 litru byla dolita deionizovand voda a smés byla nasledné
promichana a uchovana. Celkova iontova sila tohoto fyziologického roztoku byla stanovena

na 0,175 mol/l.

4.4 Priprava vzorku PEGDA-thiol hydrogelu

Ptiprava PEGDA-thiol hydrogelii postupnou polymeraci je inspirovana praci Ortal Yom-Tov
a kol. [31] zminénou na str. 23.

PEGDA-thiol hydrogel se tedy sklada ze dvou slozek, a to PEG-4SH a PEGDA, které byly
po celou dobu uchovavany v mrazaku. Pro ptipravu bylo nejdfive navazeno 0,1 g PEG-4SH
a 0,05 g PEGDA. Ktémto odd€lenym navazkam bylo pfiddno 0,5 ml pufrovaného
fyziologického roztoku. Nasledné byly tyto dva roztoky michany (otacky 300 rpm) po rizné
¢asové intervaly (1; 2; 3 a 5 hod). Po uplynulém case se roztoky smichaly, protiepaly a vylily
se na malou Petriho misku. VVzorky hydrogelt byly uchovavany pod parafilmem v exsikatoru

s vodou.
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4.5 Priprava vzorku PEGDA hydrogelu

Piiprava PEGDA hydrogelti pomoci fotoiniciace byla pfevzata z probihajicich experimentt

Vv ramci bakalaiské prace kolegyné Michaely Kadlecové.

Zpocatku bylo navéazeno 0,1 g PEGDA, ktery byl nasledn€ rozpustén v 1665 pl deionizované
vody a nasledné bylo pfidano 4 ul sitovaciho ¢inidla EGDMA. T¢&sné pied vlozenim pod UV
lampu se piidalo k roztoku 0,01 g fotoiniciatoru Irgacure, ktery se nechal poradné rozmichat.
Roztok byl nasledné vylit na Petriho misku/do trubicky a vlozil se na 25 minut pod UV lampu

s intenzitou 2,4 mW.cm™.
4.6 Reologické méreni

Vzhledem Kk tomu, ze na Fakult¢ chemické VUT v Brné¢ jesté hydrogely na této bazi
(kombinace PEGDA a PEGDA-thiol) nebyly studovany, bylo potieba jako prvni
optimalizovat ptipravu PEGDA-thiol hydrogeli.

Pro studium viskoelastickych (mechanickych) vlastnosti byl zvolen Reometr TA Instrument
HR-2. Na zakladé mnozstvi a charakteru vzorku byla vybrana ocelova geometrie deska-deska
S primérem horni desky 25 mm. Pied samotnym méfenim bylo tfeba geometrii zkalibrovat.
Pro méfici stav byla nastavena vzdalenost (tzv. gap) mezi obéma deskami 500 um. Pro tuto
praci byly zvoleny tii typy testl: Casovy (time sweep) pro studium gelace, amplitudovy

a frekvenéni.

Time sweep test pro studium gelace byl provadén pii 25 °C. Diky tomuto testu je mozné
sledovat pribéh gelace v ¢ase. Okamzik vzniku gelu znaci bod gelace, k némuz dochazi pfi
prekiizeni elastického G’ a viskdzniho G"” modulu, pticemz poté je G' > G”. Zvolenymi
parametry pro tento typ testu byly: amplituda deformace 0,1 %, frekvence 1 Hz a doba

relaxace vzorku pfed samotnym méfenim 120 s.

Amplitudovy test probihal za konstantni frekvence oscilaci a nastavené parametry pro tento
typ testu byly nasledujici: teplota 25 °C, frekvence 1 Hz, amplituda deformace 0,01 — 1000 %
a pocet bodli na dekadu 8. Doba relaxace vzorku pfed samotnym méfenim byla opét 120 s.
V tomto testu se stanovovala linedrni viskoelasticka oblast (LVO), coz je oblast, ve které
nedochazi ke zniceni struktury vzorku a urcuje tedy silu vazeb. Hodnota amplitudy deformace

z LVO poté¢ slouzila jako parametr pro nasledujici frekvencni test.
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Frekven¢ni test probihal za vybrané konstantni hodnoty amplitudy deformace. Méfeni
probihalo pfi teploté 25 °C a zvoleny rozsah frekvence byl 0,1 — 100 Hz. Pocet bodu
na dekadu byl opét 8 a doba relaxace 120 s.

Problémem u frekvencnich a amplitudovych testii byla velmi dlouhé doba stla¢eni n¢kterych
vzorkll gelu (az 3 hodiny) pomoci horniho senzoru na pozadovany gap (tedy vzdalenost

spodni a horni desky v méfici poloze) a to vlivem vysoké pevnosti gelu.
4.7 FTIR spektroskopie

Pro analyzu vybranych vzorki hydrogeli byla vyuzita technika FTIR (Infracervena
spektroskopie s Fourierovou transformaci), kdy nejdifive bylo nutné piipravené hydrogely

pfed samotnou analyzou vysusit.

Metoda FTIR vyuziva infracerveného zafeni k uréeni chemickych funkénich skupin
ptitomnych ve vzorku. Principem je absorpce infracerveného zatfeni pii prichodu vzorkem,
pfi niz dochazi ke zméndm rota¢né vibracnich energetickych stavii molekuly v zavislosti
na zménach dipolového momentu molekuly. Vystupem je infraervené spektrum funkéni
zavislosti energie, vyjadfené v procentech transmitance nebo jednotkach absorbance,
na vlnové délce dopadajiciho zateni [63]. Vzorky byly analyzované v rozmezi vlnoctu

1800-1500 cm™.

Mezi analyzované vzorky patfil hydrogel obsahujici pouze PEG-4SH, dale hydrogel
PEG-4SH + PEGDA (obé chemikalie michané v pufru), hydrogel PEG-4SH (michany
v roztoku NaOH — pH 10.6) + PEGDA (michany v deionizované vod¢) a poté i &isté

chemikalie.
4.8 SuSeni a botnani

Suseni a botnani bylo provedeno za ucelem zjisténi, zda je gel po vysuseni (kdy je zbaven
vodného prostiedi) schopen opét piijmout/absorbovat vodu a jaké mnozstvi suSiny redlné
obsahuje. Pro tento experiment byl pfipraven PEGDA-thiol hydrogel s dobou michani
2 hodiny. Tento pfipraveny hydrogel byl nasledné uschovan pod parafilmem v exsikatoru
svodou. Po 24 hodinach byl vzorek vytazen, nasledné¢ suSen v suSarné pii teploté
105 °C a po urcitych ¢asovych intervalech byl vazen, a to az do konstantni hmotnosti, kdy byl

ze suSarny vytazen. Poté nasledovalo vloZzeni vysuSeného vzorku do 60 ml deionizované
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vody. Opét byly po urcitych ¢asovych intervalech zaznamenavany hmotnosti vzorku, nicméné

vzdy jej bylo tieba pted zvazenim osusit.

Krom¢ tohoto experimentu se také provedl experiment botnani hydrogelu v nativnim stavu.
Opét byl ptipraven vzorek s 2hodinovym michanim, ten byl vloZzen do exsikatoru s vodou
na 24 hodin. Po této dob¢ se vzorek zvazil a vlozil do 60 ml deionizované vody. Po urcitych
casovych intervalech byly zaznamenavany hmotnosti vzorku, kdy pied zvazenim bylo nutné

vzorek opét osusit.
4.9 Rastrovaci elektronova mikroskopie

Pro zobrazeni struktury vysuSenych vzorki PEGDA-thiol a PEGDA hydrogelt byla vyuzita
rastrovaci elektronovd mikroskopie (SEM). Piiprava hydrogeld pro tuto analyzu spocivala
v n¢kolika krocich, nejdfive byl hydrogel po 24 hodinach v exikatoru s vodou vytazen,
nasledné byl Sokové zmrazen tekutym dusikem, aby se omezily vznikajici artefakty struktury
gelu. Poté byl vzorek lyofilizovan, diky ¢emuz doslo k sublimaci vody. Vzhledem k tomu, ze
vzorky nebyly vodivé, bylo potieba je pifed pozorovanim pomoci SEM pokovit (zlatem

pomoci vakuové napraSovacky).
4.10 Transportni a sorp¢ni experimenty

4.10.1 PEGDA-thiol hydrogely

Pro transportni a sorp¢ni experimenty byly ptipraveny dva druhy roztokd barviva Rhodaminu
6G:

» Roztok Rhodaminu 6G o koncentraci 0,005 g/l (rozpustén v destilované vod¢)
* Roztok Rhodaminu 6G o koncentraci 0,05 g/l, ve kterém byly rozpustény soli

pro pufrovany fyziologicky roztok o stejnych navazkach

Pro tyto experimenty byly vzorky pfipravovany do trubicek o velikosti 1 cm x 1 cm, coz
ovlivnilo gelaci a vzorky se tedy nechavaly po ptipravé v exsikatoru po dobu 72 hodin, aby

byl zajistén vznik hydrogelu v celém objemu.

Prvni experiment spocival ve studiu sorpce barviva hydrogelem. Po 3 dnech v exsikatoru byl
vzorek vyloupnut z trubicky a nasledné byl vlozen do ptipraveného roztoku Rhodaminu 6G
(koncentrace 0,005 g/I) o objemu 20 ml. Cilem bylo zjistit zménu koncentrace roztoku

barviva po jeho piedpokladané diftzi do struktury hydrogelu. Méfeni probihalo
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na spektrofotometru Hitachi, kde se ziskaly pouze hodnoty absorbance v riznych ¢asovych
intervalech v zavislosti na vilnové délce. Hodnota absorbance byla odectena pii vinové délce
526 nm (absorpéni maximum Rhodaminu 6G). Pro vypocet koncentrace z absorbance slouzila
kalibraéni ptimka (Obrdzek 9), ktera byla ziskana z riizné nafedénych roztoki Rhodaminu
6G.
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Obrazek 9: Kalibracni primka Rhodaminu 6G

Druhym typem experimentu pak bylo sledovani desorpce/uvoliiovani barviva ze vzorku
do vodného prostfedi. Tentokrat bylo barvivo inkorporovano jiz pfi ptipravé hydrogelu. Ta
probihala prakticky stejn€, jako v kapitole 4.4, jen se k PEG-4SH a PEGDA nepiidaval
pufrovany fyziologicky roztok, ale jiz zminény pfipraveny roztok Rhodaminu 6G
0 koncentraci 0,05 g/l s obsahem soli. Vzorek byl opét ptipraven do trubicek, po 3 dnech byl
vyloupnut (Obrdzek 10) a nasledné byl vlozen do destilované vody o objemu 20 ml.
Po urcitych Casovych intervalech se proméfoval roztok vody na spektrofotometru, kdy

kalibra¢ni rovnice pro vypocet koncentrace byla stejna, jako pro pfedchozi experiment.
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Obrdzek 10: Vzorek PEGDA-thiol hydrogelu s inkorporovanym barvivem Rhodaminu 6G
4.10.2 PEGDA hydrogely

Pro transportni a sorp¢ni experimenty byly pfipraveny dva druhy roztokt barviva Rhodaminu
6G:

= Roztok Rhodaminu 6G o ¢ = 0,005 g/l (rozpustén v destilované vode)
= Roztok Rhodaminu 6G o ¢ = 0,05 g/l (rozpustén v destilované vodg)

Pro studium sorpce barviva byl postup pro ptipravu PEGDA hydrogeli totozny jako
v kapitole 4.5. U téchto hydrogelt nebylo tieba ¢ekat nez zgeluje, tudiz jej bylo mozné vyuzit
ihned po pfipravé. Pripraveny hydrogel byl ponofen do 20 ml roztoku Rhodaminu 6G
0 koncentraci 0,005 g/l a opét byla sledovana zména koncentrace Rhodaminu 6G stejné jako

bylo popsano u sorpci PEGDA-thiol hydrogelu.

U desorpci barviva z PEGDA hydrogelu bylo barvivo taktéz inkorporovano pti ptipraveé
hydrogelu. Postup pfipravy byl totozny jako v kapitole 4.5, nicméné misto 1665 pl
deionizované vody byl pfidan roztok Rhodaminu 6G o koncentraci 0,05 g/l. Po ptipravé se
vzorek hydrogelu vlozil do 20 ml destilované vody a opét byla sledovana zména koncentrace

vody, do které se uvolnovalo barvivo obdobné jako u desorpci PEGDA-thiol hydrogeld.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Optimalizace PEGDA-thiol hydrogelu

PEGDA-thiol hydrogely tvofi zna¢nou ¢ast této experimentalni prace. Prvotnim krokem byla
samotna optimalizace a poté az studium transportnich a sorp¢nich vlastnosti. Pro porovnani
téchto vlastnosti u jiného typu sitovani polyethylenglykolovych hydrogelid slouzily PEGDA

hydrogely pfipravené fotoiniciaci.
5.1.1 Studium doby gelace

Pro prvotni ovéfeni, zda vilbec vybrané chemikélie (PEG-4SH a PEGDA) opravdu spole¢né
tvofi vybranym typem sitovani gel, bylo vyuZito reologické méteni, konkrétné time sweep
test. Byly vybrany dvé doby michéni roztoki, a to 2 a 3 hodiny, kdy po smichéni byly

vysledné roztoky ihned méfeny.

100 +

—_
[l
I
T

Elasticky modul G'[Pa] Viskozni modul G” [Pa]
e
Y%%

0,01 4
+Gll
0,001 + G'
0,0001 : : : : |
1 10 100 1000 10000 100000

Cas [s]
Obrdzek 11: Zavislost viskoelastickych modulit na ¢ase pro PEGDA-thiol s 2 hod. michdanim

Z grafu (Obrazek 11) je mozné vidét, ze na zacatku méfeni byl vzorek v kapalném stavu,
protoze prevazuje viskézni modul, tudiz G"” > G'. Nasledné dochazi k procesu tvorby sitové
struktury a vzorek se pomalu zpeviiuje. PiekiiZzenim kiivek G’ a G” dochézi ke vzniku gelu,
coz je definovéano jako tzv. bod gelace. Poté elasticky modul G’ stdle roste, gel se stava
pevnéjsim a stale geluje. U tohoto vzorku s 2hodinovym michanim doslo ke vzniku bodu

gelace za necelych 10 000 s = 3 hod.
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Obrazek 12: Zavislost viskoelastickych modulii na ¢ase pro PEGDA-thiol s 3 hod. michanim

Naopak u vzorku s 3hodinovym michanim (Obrdzek 12) doslo ke vzniku bodu gelace

rychleji, a to za necelych 1000 s = 17 min.

Ke vzniku gelu tedy doslo v obou piipadech (pro 2 i 3hodinové michani), ovSem doba,
za kterou k tomu doslo, se vyrazné lisila. Byt se oba polymery michaji stejné¢ dlouhou dobu,
tak dle studie [31] doba michani ovliviluje hlavné¢ PEG-4SH a to tak, Ze za urcity cas se
vytvori urity stupen disulfidovych vazeb vlivem oxidace (tedy piitomnosti kysliku) [64].
Rizna doba michani PEGDA nema zadny vliv. Po smichani se ve vysledném hydrogelu
nevyskytuji pouze disulfidové vazby, ale také vazby mezi thiolem a akrylatem. Dobou
michani roztoku PEG-4SH je tedy mozno ovlivnit dobu gelace, coz bylo potvrzeno i v ramci

této prace.
5.1.2 Studium vlivu doby michani PEG-4SH na mechanické vlastnosti

Bylo tedy zjisténo, ze doba michani PEG-4SH ma vliv na dobu gelace (s del$i dobou michéani
gelace probiha rychleji). Déale se ovéfoval vliv doby michani PEG-4SH na mechanické
vlastnosti vysledného hydrogelu. Byly vybrany nasledujici doby michéni, a to 1; 2; 3 a 5
hodin. Roztoky PEG-4SH a PEGDA byly po téchto casovych intervalech smichany
a ponechany 3 hodiny v Petriho misce zabalené parafilmem. Po 3 hodinach se u vzorka
zméfily viskoelastické vlastnosti, a to pomoci reometru, konkrétné amplitudovy a frekvencni

test.
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Na Obrazku 13 lze vidét, ze jiz po 3 hodinach po smichani jsou viditelné rozdily v hodnotach
elastického modulu v zadvislosti na dobé michani PEG-4SH. Pro tento graf byl vybran vzdy
stejny bod elastického modulu pro kazdou dobu michani z amplitudového testu (amplituda
deformace 1 %). Kromé¢ uvedenych dob michani v grafu byla vyzkouSena i doba michani
PEG-4SH 5 hodin, nicmén¢ za tuto dobu roztok na michacce zgeloval, tudiz jej nebylo mozné
smichat s roztokem PEGDA.

Elasticky modul G' [Pa]

0 1 2 3 4
Doba michani PEG-4SH [hod]

Obrazek 13: Zavislost elastického modulu na dobé michani PEG-4SH (za 3 hod.)
Dale bylo provedeno méfeni po 24 hodinach. Pro predstavu, jak takové hydrogely vibec

vypadaji se na Obrdzku 14 nachazi PEGDA-thiol hydrogel po 24 hod. v exsikatoru. Hydrogel

je transparentni, drzi tvar a dobfe se s nim manipuluje.

Obrazek 14: PEGDA-thiol hydrogel po 24 hod.
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Obrdazek 15 piedstavuje graf pro stejné vzorky métené po 24 hodinach. Je zde vidét, ze s delsi
dobou michani PEG-4SH taktéZz vznikaji hydrogely s vysSim elastickym modulem. Opét to
Ize vysvétlit tim, Ze za del$i dobu michani thiolu se vytvari vyssi stupen (pocet) disulfidovych
vazeb, které prispivaji k pevnosti [31]. Po 24 hodinach je vidét velky rozdil v hodnotach
elastického modulu oproti hodnotam na Obrdzku 13, coz znamena, Ze béhem téchto 24 hodin

hydrogel stale geloval.
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Obrazek 15: Zavislost elastického modulu na dobé michani PEG-4SH (za 24 hod.)

Uréeni konce LVO (po 24 hod.) pro jednotlivé doby michani z hlediska amplitudy deformace

je zobrazeno Tabulce 4.

Tabulka 4. Urceni konce LVO z hlediska amplitudy deformace

doba michani PEG-4SH [hod]| amplituda deformace [%]
1 117,62
2 88,23
3 27,87

Z tabulky lze vy¢ist, ze s nejkrat$i dobou michani PEG-4SH je konec LVO az pti amplitudé
deformace 117,62 %. Naopak snejdelsi dobou michani PEG-4SH je konec LVO uz
pti amplitudé deformace 27,87 %. To je zplisobeno tim, Ze za dels$i dobu michani vznika vétsi
mnozstvi uzlli, ¢imz vznika vétsi pravdépodobnost defekt, kter¢é mohou podlehnout

deformaci.

Bylo tedy prokézéano, Ze doba michani PEG-4SH ma vliv nejenom na dobu gelace, ale taktéz
na vysledné mechanické vlastnosti hydrogelti. Na zéklad¢ téchto vysledkii byla vybrana doba

michani 2 hod. jako vhodna pro dalsi experimenty.
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5.1.3 Reologické méreni

PEGDA-thiol hydrogel s vybranou dobou michani PEG-4SH 2 hodiny byl nasledné podroben
bliz§imu reologickému méieni. Kromé ziskani informaci o tom, jak se vzorek hydrogelu
chova v prubéhu nékolika dni, bylo také dulezité zjistit, za jak dlouhou dobu gel jiz nezvysuje
hodnoty elastického modulu. V takovém piipadé by nezvysujici se modul daval informaci

0 tom, ze hydrogel je jiz pln¢ zesit'ovan.

Obrdzek 16 znazornuje graf pro vzorek hydrogelu, ktery byl proméfovan pomoci
amplitudového testu po urcitém Casovém rozmezi. Jednd se o graf zavislosti komplexniho

modulu G” na amplitudé deformace. Komplexni modul je ddn vztahem:

¢ =GrTen ©
Vzhledem k omezenému mnozstvi chemikalii nasledoval po amplitudovém testu frekvenéni
na stejném vzorku, bylo tedy nutné ukoncit amplitudovy test pied deformaci vzorku, coz mélo
za nasledek ukonceni testu jednotlivych vzorkl v jinych casech. Pro zpracovéani grafu byla
tedy vybrana oblast rozmezi amplitudy deformace nachazejici se u vSech méfeni. Pro kazdé
nové méfeni amplitudového testu se vyuzival vzdy novy vzorek hydrogelu, aby nedochazelo
k ovlivitovani vysledki deformaci vzorku zpusobenou ptfedchozim méfenim (napi. uprava
vzorku, ztlatovani). VSechny vzorky byly uchovavany pod parafilmem v exsikatoru s vodou,

aby nedochazelo k vysouseni.
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Obrazek 16: Zavislost komplexniho modulu na amplitudé deformace
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Graf (Obrdzek 16) tedy ukazuje, ze po 3 hodinach po smichani roztoki PEG-4SH a PEGDA
jsou hodnoty modulu pomérné nizké oproti hodnotdm po 24 hodinach. V této dobé hydrogel
stale geluje a zpeviuje se. Po 48 hodinach uz je viditelny pokles modulu. Z ¢ehoz lze
usoudit, Ze hydrogel je po 24 hodinach pIn¢ zgelovany a pokles miuize byt zptisoben tim, ze je
vzorek uchovan v exsikatoru s vodou, muze tedy ¢aste¢né absorbovat vodu a tim tak snizovat

mechanické vlastnosti. Po 7 dnech (=168 hodin) Ize také pozorovat snizené¢ hodnoty modulu.

Po amplitudovém testu byl proveden frekvencni test pifi konstantni amplitudé deformace

zvolené z amplitudového testu.

100000 +

]

&

o

3 10000 +

Q

g

3 1000

z

=

& 100 +

&)

3

g 10 +

E G!l

8 G'

2

23] 1 } } } |
0,01 0,1 1 10 100

Frekvence [Hz]
Obrazek 17: Frekvencni test pro PEGDA-thiol (po 24 hod.)
Pro piedstavu je zde uveden piiklad frekvencniho testu pro PEGDA-thiol hydrogel po 24 hod.
(Obrazek 17). Pti frekvenénim testu dochazelo ke zvySeni hodnot viskézniho modulu se
zvySujici se frekvenci. To je zpisobeno tim, ze vzorek nemd prostor na relaxaci a tim se
zpeviyje. Elasticky modul je s rostouci frekvenci konstantni, jen pii nejvyssi frekvenci se

nepatrné zvysuje.

Obrazek 18 predstavuje pro piehlednost graf zavislosti komplexniho modulu na frekvenci
po urcitych Easovych intervalech. Opét zde muZzeme vidét podobny trend hodnot jako

u amplitudového testu.
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Obrazek 18: Zavislost komplexniho modulu na frekvenci

Kdyz zreologického hlediska porovname tyto hydrogely s fyzikaln¢ zesitovanymi
agar6zovymi hydrogely, tak zjistime, Ze PEGDA-thiol hydrogely disponuji mnohem vétsi
mechanickou pevnosti [65]. Nicméné podobny rozdil je také, kdyZz porovname hodnoty
modulu s vybranymi chemicky zesitovanymi PEG thiol-vinylsulfon hydrogely pfipravenymi
stejnym zpusobem jako PEGDA-thiol hydrogely s vyjimkou, Ze se roztoky nemichaly
po ruzné ¢asové intervaly [40]. Delsi doba michani PEG-4SH pro PEGDA-thiol hydrogely ma

tedy zasadni vliv na vysoké hodnoty komplexniho modulu.
5.1.4 FTIR

Pomoci FTIR byly analyzovany nasledujici vzorky:

e hydrogel obsahujici pouze PEG-4SH, ktery se situje vlivem oxidace, a tedy tvorbou
disulfidovych vazeb
e hydrogel obsahujici PEG-4SH a PEGDA, kdy jednotlivé PEG byly michany v pufru
e hydrogel obsahujici PEG-4SH (michan v NaOH — pH 10.6) a PEGDA (michan
Vv deionizované vod¢)
e (isté chemikalie: PEG-4SH, PEGDA
Hlavnim cilem této analyzy bylo potvrdit fakt, Ze se PEGDA podili na sitovani. Hydrogel
obsahujici NaOH byl vybran z duvodu zjisténi, jaky vliv ma vyssi hodnota pH na jeho
sitovani. Obrdzek 19 piedstavuje vystup z FTIR analyzy. Dikazem zapojeni PEGDA

do sitovani potvrzuji dva Zluté oznacené piky na Cervené kiivce, které je nutno porovnat
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s dalgimi ktivkami. Cervena kfivka znazorfiuje samotny PEGDA, kdy pii vinoétu 1724 cm™
1ze vidét velky pik znézoriujici karbonylovou skupinu. V ptipadé, ze tento pik porovname se
zelenou a hnédou kiivkou, zjistime, Ze se pik posouva, coz znamena, Zze se méni okoli vazby.
P#i vlnoétu 1633 cm™ je na Gervené kiivce oznadeny druhy Zzluty pik piedstavujici dvojnou
vazbu C=C. Pii porovnani opét se zelenou a hnédou kiivkou, je vidét pokles tohoto piku,
tudiz dochazi k ubytku dvojnych vazeb. Zavérem lze fict, ze PEGDA se podili na sitovani

a ze vy$si hodnota pH nema prakticky zadny vliv na sitovani.
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Obrazek 19: Spektrum z FTIR
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5.1.5 SuSeni a botnani

Pro studium botnani hydrogelu byly provedeny dva experimenty. Prvnim experimentem bylo
suseni hydrogelu do konstantni hmotnosti a jeho nasledné botnani. Druhym experimentem
bylo botnani hydrogelu v nativnim stavu. Dulezité je zde zminit, Ze se vzdy pracovalo se
vzorky hydrogelu az po 24 hodinach po ptipravé na zakladé¢ diive uvedenych vysledki

Z reologickych méfeni.

U prvniho experimentu bylo zjisténo, Ze jiz za 30 minut suseni pii 105 °C byla hmotnost gelu
konstantni, z ¢ehoz lze usoudit, ze za tuto dobu je vzorek gelu vysuSeny a miZeme jej
povazovat za xerogel (Obrazek 20). Pii suSeni doslo k celkové ztraté vody 87 %, coz

znamena, ze gel obsahuje 13 % suSiny.
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Obrdazek 20: Graf zavislosti ubytku hmotnosti hydrogelu na dobé susenit

VysuSeny xerogel byl nasledné vlozen do deionizované vody. Ze zacatku byl sledovan

prirGstek vahy v Castych ¢asovych intervalech a poté vzdy po 24 hodinach.

Obrazek 21 zaznamenava priubéh botnani xerogelu, kdy bylo zjisténo, ze vzorek je schopen
dostat se na svoji pavodni hmotnost pfed susenim jiz za 1 hodinu ve vod¢. K nejvetsSimu
narastu vody v gelu doSlo v prvnich 20 minutdch ve vodé. Po 3 dnech ve vod¢ byla
zaznamenana snizena pevnost a od 8. dne se vzorky postupné zacaly trhat/rozpadat. Tento
rozpad hydrogelu je umoznén Stépenim modifikovaného esteru (blizkost thioetherové skupiny
k PEG akrylatovému esteru znacné zvySuje hydrolytickou labilitu tohoto esteru) [32].
Celkovy obsah vody v gelu za 7 dni byl 92,4 %.
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Obrdzek 21: Zmeéna obsahu vody v gelu pri botnani v zavislosti na c¢ase (1.,2.,3.,4. a 7. den)
Stupeni botnani byl vypocitan nasledujicim zpiisobem:

(mnabotnalého hydrogelu — m xerogelu) (10)

Stupen botnani = ( ) - 100

mnabotnalého hydrogelu

Druhy experiment zahrnujici botndni hydrogelu je zaznamenan na Obrazku 22.
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Obrazek 22: Synereze hydrogelu ve vodném prostredi v zavislosti na case (1.,2.,3.,4. a 7. den)
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Graf zobrazuje prub¢h synereze hydrogelu ve vodném prostiedi za urcité casové intervaly. Je
zde tedy vyobrazeno procento nabotnani samotného hydrogelu pii starnuti ve vodném
prostredi. Jiz po 2 dnech (= 2880 min) ve vodé hydrogely vykazovaly snizenou pevnost a ¢im
vice zvétSovaly svij prumér, tim se muselo se vzorky pracovat opatrnéji, aby nedoslo
k roztrZeni. Posledni sedmy den bylo velmi obtizné vzorek hydrogelu vyjmout z vody, jelikoz

nabotnal do velkého priméru a jeho mechanickd pevnost byla velmi nizka.

Je dilezité zminit, ze pii opakovani experimentd (v rozmezi pul roku), hydrogely vykazovaly
zvySené botnani. JiZ po jednom dni se chovaly obdobné jako po sedmi dnech v predeSlém
pokuse. To znamend, Ze za den nabraly tolik vody, jako hydrogely uvadéné v této studii
za 7 dni. Pfi pfipravé a samotném procesu botnani byly zachovéany stejné podminky,
vzhledem k tomu se tedy jako moznym divodem v rozdilnych vlastnostech nabizi Cistota
chemikalii, kterd ovlivnila i1 vysledné vazby v hydrogelu a tim padem 1 rychlost rozpadu.
Cistota mohla byt ovlivnéna rtiznymi faktory, napiiklad vlhkosti, ktera se do ni dostala po
otevieni ¢i jind kvalita nebo chyba skladovani pii pfevozu (jednalo se o jinou Sarzi chemikalii

dodanou pozdé&ji, poprvé chemikalie dosla v 5x1g lahvi¢kach, podruhé zase v 5 g baleni).
5.1.6 SEM

Pro zobrazeni struktury PEGDA-thiol hydrogelu byl vybran hydrogel s dobou michani
PEG-4SH 2 hod. Pro pozorovani struktury lyofilizovanych hydrogeli byl vyuzit mod

sekundarnich elektroni s urychlovacim napéti 5 kV (toto napéti bylo zvoleno k omezeni
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Obrazek 24: Fotografie porizend SEM pro vzorek hydrogelu (2 hod.) — origindlni zvétseni 10000x

Z Obrazku 23 a Obrazku 24 1ze usuzovat, ze struktura je porovita s velikosti port v desitkach

mikrometru.

Také byly pomoci SEM zobrazeny struktury PEGDA hydrogelu. (PEGDA 10 kDa, Sigma-
Aldrich s.r.0.).

Obrdazek 25. Fotografie porizend SEM pro vzorek PEGDA hydrogelu — originalni zvetseni 2000x
Pti porovndni Obrdzku 23 a Obrazku 25 je vidét znacny rozdil mezi strukturou. Oproti

PEGDA-thiol hydrogelim je u PEGDA struktura zdeformovana, z ¢ehoz lze usuzovat, ze jsou
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tyto gely nachylnéjsi k deformaci a jejich sit’ pravdépodobné nebude tak husta. Samoziejmeé
se musi brat v potaz, ze vzorky proSly procesem mrazeni, a to tedy miize zpusobit zmény
ve struktufe, ale i pies to je zde pozorovatelny rozdil ve struktufe jednotlivych geli. Z toho
Ize tedy vydedukovat, ze zesitovani u téchto hydrogela je jiné a ze PEGDA-thiol hydrogely

mayji hustsi sit’ 1épe odolavajici zménam struktury vlivem rtstu krystala ledu pii mrazeni.
5.2 Transportni a sorpéni experimenty

5.2.1 Studium sorpce

Jak jiz bylo zminéno v teorii, mezi aplikace PEG hydrogela patii i systémy dodavani 1éCiv,
kde hlavnim cilem je zpomalit ¢i fizené uvolnovat 1é¢iva. Jako vhodna sonda pro sledovani

téchto vlastnosti byl zvolen Rhodamin 6G, ktery je snadno detekovatelny pomoci UV-VIS.

Pro studium sorpce byly ptipraveny PEGDA-thiol hydrogely (doba michani PEG-4SH
2 a 3 hod.) do trubi¢ek o definovaném tvaru a byly uchovany pied zacatkem téchto
experimentl v exsikatoru s vodou 3 dny. Po 3 dnech a po vyloupnuti z trubic¢ek byly vzorky
preneseny do roztoku Rhodaminu 6G o ¢ = 0,005 g/l a po uréitych ¢asovych intervalech byl
roztok méfen na spektrofotometru. Roztok byl po celou dobu michan na magnetické michacce

(otacky 130 rpm) tak, aby nedochazelo k poskozeni vzorku michadlem.

Oba vzorky vykazovaly sorpéni schopnost Rhodaminu 6G po dobu 24 hod., jak lze vidét
na Obrazku 26.
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Obrazek 26: Graf zavislosti koncentrace Rhodaminu 6G na case pro vzorky s dobou michani 2 a 3 hod.
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Za 24 hod. m¢ly vzorky schopnost nabotnat az na 4-5nasobek jejich ptivodni hmotnosti. Je
zde tedy rozdil v chovani hydrogelu pfi botnani oproti studii v kapitole 5.1.5. Nicméné
za 48 hod. se vzorky castecné zacaly rozpoustét, a tudiz se koncentrace Rhodaminu 6G
zvysila. Z grafu je patrné, Ze existuje rozdil sorpéni kapacity pro rozdilné doby michani
PEG-4SH. Na ose y je vynesena koncentrace roztoku Rhodaminu 6G, ktera se v prub&hu

sorpce hydrogelem snizuje.

Vzorky s 2 hod. michanim byly schopny za 24 hod. nasorbovat vét§i mnozstvi barviva,
konkrétn¢ 28,61 %, jak je uvedeno Vv nasledujicim grafu (Obrdzek 27). Oproti tomu vzorek
S 3 hod. michanim byl schopen nasorbovat pouze 21,75% barviva. Diky tomu, Ze pii 3 hod.
michani vznikaji hydrogely s vy$$i mechanickou pevnosti, predpokladalo se, ze jsou tyto
hydrogely i vice zesitované. To se tedy potvrdilo tim, ze je pravé schopen méné sorbovat diky

vétsimu (hust$imu) zesit'ovani [39].
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Obrdazek 27: Graf zavislosti stupné sorpce na rozdilné dobé michani PEG-4SH

5.2.2 Studium desorpce

Vzhledem ktomu, ze hydrogely zacaly podléhat v experimentu sorpci rozpousténi, nebylo
mozné z hydrogelu nasorbovaného barvivem studovat ihned desorpce barviva. Proto bylo
nutné zainkorporovat barvivo 0 ¢ = 0,05 g/l obsahujici soli pro pufr jiz pii piipravé hydrogelu,
tak aby se zachovaly podminky, jako pti klasické ptipravé hydrogelu. Koncentrace barviva
0,005 g/l, kterd se pouzivala v pfedchozim experimentu, nebyla pouzitelnd pii desorp&nich
experimentech, jelikoz tato nizka koncentrace nebyla detekovatelna. Jako pfi sorpcich byly
zde pripraveny PEGDA-thiol hydrogely s dobou michani PEG-4SH 2 a 3 hod. a opét se
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ponechaly v trubi¢kach umisténych v exsikatoru s vodou po dobu 3 dnd. Hydrogely se poté

umistily do destilované vody a sledovalo se, kolik mnozstvi barviva se uvolni do vody.

Obrazek 28 popisuje pribeh desorpce barviva z hydrogelti. Stejné tak jak bylo popséno
pii sorpcich, tak i zde vzorky podlehly po 48 hod. postupnému rozpousténi. Na ose y je
vynesena koncentrace Rhodaminu 6G, ktera predstavuje mnozstvi barviva, které se uvolnilo

z gelu do vody. Je zde vidét rozdil mezi hydrogely s odlisnou dobou michani PEG-4SH.
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Obrdzek 28: Graf zavislosti koncentrace Rhodaminu 6G na case pro vzorky s 2 a 3 hod. michdnim

Vzorky s2 hod. michanim uvolnily mensi mnozZstvi barviva, konkrétné¢ 2,37 %, jak
znazoriuje Obrazek 29. Vzorky s3 hod. michanim desorbovaly nepatrné vét$i mnozstvi
barviva, presnéji 2,73 %.

3

2,73

25 2,37

1.5

Stupeii desorpce [ %]

0.5

2 hod. 3 hod.

Obrdzek 29: Graf zavislosti stupné desorpce na rozdilné dobé michani PEG-4SH
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Z vysledku sorpci a desorpci je mozné fict, ze dobou michani PEG-4SH lze ovlivnit mnozstvi

barviva, co se nasorbuje ¢i se uvolni.
5.3 PEGDA hydrogely

Pro porovnani sorpcnich a desorpcnich vlastnosti PEGDA-thiol hydrogeld byly vybrany
PEGDA hydrogely vytvofené fotoiniciacii U PEGDA hydrogeli nebylo tieba vzorky
uchovavat v exsikatoru po dobu né¢kolika dnti, protoze byly zgelované hned po pfiprave.
Jelikoz o optimalizaci pripravy téchto gell se starala kolegyné Michaela Kadlecova, bylo zde
nutné provést alesponn reologické méfeni z hlediska porovnani mechanickych vlastnosti
s PEGDA-thiol hydrogely. Byl proveden amplitudovy (Obrdzek 30) a frekvencni test
(Obrazek 31).
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Obrdazek 30: Amplitudovy test pro PEGDA hydrogel

Amplitudovy test byl pozastaven, tak aby nedoSlo ke zniCeni vzorku a také aby se urcila
hodnota amplitudy deformace z LVO pro frekvenéni test. Jak 1ze vidét u amplitudového testu,
hodnoty elastického modulu se zde pohybuji tésné pod 1000 Pa. Oproti PEGDA-thiol
hydrogelu s 2 hod. michanim je to pomémée velky rozdil, jelikoz tam se hodnoty elastického

modulu pohybovaly po 1 dnu od ptipravy okolo 12 000 Pa.

U frekvenéniho testu na Obrazku 31 lze vidét, ze se zvysujici se frekvenci se také zvySuje
hodnota viskézniho modulu, coz je ddno tim, Ze vzorek nemé prostor na relaxaci a tim se
zpeviiuje.
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Obrazek 31: Frekvencni test pro PEGDA hydrogel

5.3.1 Studium sorpce

Co se tyka samotného studia sorpénich vlastnosti PEGDA hydrogeli, byly pfipravené gely
vloZzeny do barviva o stejné koncentrace (0,005 g/l) a byl sledovan pribéh stejné jako

u PEGDA-thiol hydrogeli.

Obrazek 32 popisuje prubéh sorpce barviva do hydrogelu. Na ose y je zobrazena koncentrace

roztoku Rhodaminu 6G, ktera se v prib&hu sorpce hydrogelem snizuje.

0,005
0,0045 — T = e
0,004 — I
0,0035 —
0,003 — I I—
0,0025 — —
0,002 — —
0,0015 — —
0,001 — —
0,0005 — —
0

Koncentrace Rhodaminu 6G [g/1]

025 0,5 075 1,5 2 3024 48 72 96 120 144
Cas [hod]

Obrazek 32: Graf zavislosti koncentrace Rhodaminu 6G na case
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Z grafu si Ize povSimnout, ze hydrogel byl schopen sorbovat barvivo po dobu 5 dni, poté se
jiz koncentrace nesnizuje. Oproti PEGDA-thiol hydrogelim je zde vidét rozdil v tom, Ze tyto
hydrogely sorbovaly barvivo pomaleji, nicméné nasorbovaly vét§i mnozstvi barviva a to
konkrétné 39,2 %. Nutno zdiraznit, ze tyto hydrogely nevykazovaly znamky jakéhokoliv
rozpousténi a po dobu téchto 5 dni nabotnaly jen o 2/3 své ptivodni hmotnosti. Z namétenych
vysledkt 1ze usoudit, ze tyto PEGDA hydrogely oproti PEGDA-thiol hydrogelim disponuji

vEtsi sorpeni kapacitou.
5.3.2 Studium desorpce

Pro studium desorpce barviva z PEGDA hydrogelu bylo barvivo o ¢ = 0,05 g/l
zainkorporovano pii ptipraveé. Hydrogely se poté umistily do destilované vody a sledovalo se,

kolik mnozstvi barviva se uvolni do vody.
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Obrazek 33: Zavislost koncentrace Rhodaminu 6G na case
Obrdzek 33 znazoriuje proces desorpce barviva z PEGDA hydrogelu. Na ose y je zobrazena
koncentrace Rhodaminu 6G, ktera piedstavuje mnozstvi barviva uvolnéného z hydrogelu
do vody. Za 24 hodin desorpce dosahla svého maxima. Poté po 48 hodinach se koncentrace
opét snizuje. To je zpusobeno jednak tim, Ze dochazi k ustanoveni rovnovahy a také, Ze
hydrogel stale botna a tim tak mize nabotnat vodu i s barvivem. Za 24 hodin, kdy pozorujeme

maximalni koncentraci desorbovaného barviva, se uvolnilo 0,59 % barviva z hydrogelu.
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6 ZAVER
Tato diplomova prace je zamétena na studium transportnich a sorp¢nich vlastnosti riznych
polyethylenglykolovych hydrogeli, které se 1iSi typem a hustotou sitovani. Pfed samotnou
charakterizaci téchto vlastnosti bylo nutné provést optimalizaci ptipravy vybraného typu
hydrogelu. Timto typem PEG hydrogelu byl PEGDA-thiol tvoieny z PEG-4SH a PEGDA
a zesitovany pomoci postupné polymerace. Pfed samotnym smichanim téchto chemikalii byly
roztoky téchto PEG michany po rizné casové intervaly, pficemz nejdilezitéjsi je doba
michani PEG-4SH. Bylo zji§téno, ze s dels§i dobou michani roztoku PEG-4SH dochazi
k rychlejsi gelaci a ze hydrogely s vy$s§i dobou michani vykazuji vy$si mechanické vlastnosti.
Kromé vazeb mezi thiolem a akrylatem, vznikaji i disulfidové vazby mezi thioly vlivem
oxidace, jejichz stupen tvorby je dan dobou michani. Pro dalsi optimalizaci byly vybrany
hydrogely s 2 hod. michani PEG-4SH. Pomoci reologického méteni bylo zjisténo, ze hydrogel
je po 24 hodinach od smichani plné zesitovan. Pii suseni (105 °C) byly hydrogely schopny se
vysuSit do konstantni hmotnosti jiz za 30 min. Pti suSeni doSlo k celkové ztraté¢ vody
87 %, coz tedy znamena, ze gel obsahuje 13 % suSiny. Xerogely poté pii botnani absorbovaly

vodu a jiz za 1 hodinu byly schopny se dostat se na svoji ptivodni hmotnost pfed susenim.

Dulezitym parametrem pro potencialni aplikaci hydrogelti jako nosice 1éCiv je moznost
regulace rychlosti uvoliiovani 1é¢iv. Jako vhodna sonda pro sledovani téchto procest byl
zvolen Rhodamin 6G, ktery je snadno detekovatelny pomoci UV-VIS. Pfi transportnich
experimentech byla sledovana schopnost hydrogelu sorbovat a desorbovat barvivo pomoci
volné difuze. Pro tyto experimenty byly piipraveny vzorky hydrogelu s 2 a 3 hod. michanim
PEG-4SH. Pii sorpcich i desorpcich hydrogely zacaly podléhat po 48 hod. postupnému
rozpousténi. Vzorky s 2 hod. michanim byly schopny nasorbovat vét§i mnoZzstvi barviva nez
vzorky s3 hod. michanim, coz naznauje, ze hydrogely s2 hod. michanim jsou méné
zesitované. U desorpci vzorky s 2 hod. michanim uvolnily nepatrné mensi mnozZstvi barviva

nez vzorky s 3 hod. michanim.

Pro porovnani téchto transportnich experimentl S jinym typem sitovani byly pfipraveny
PEGDA hydrogely pomoci radikalové polymerizace. Z reologického hlediska tyto gely
nevykazuji tak velkou mechanickou pevnost jak PEGDA-thiol hydrogely. Béhem
transportnich experimentll hydrogely nevykazovaly znamky jakéhokoliv rozpousténi.
Pii sorpcich tyto hydrogely sorbovaly barvivo pomaleji, ale nasorbovaly vétsi mnoZstvi

barviva nez PEGDA-thiol hydrogely, z ¢ehoz lze usuzovat, ze disponuji vétsi sorpéni
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kapacitou. Pii desorpcich bylo dosazeno maxima po 24 hodinach, poté se koncentrace zacala
snizovat, a to vlivem ustanoveni rovnovahy a také, ze hydrogel stale botna a tim tak miize

nabotnat vodu i s barvivem.

Zavérem lze tedy fict, ze rizny typ a hustota sitovani ma vliv na rozdilné transportni
a sorpcni vlastnosti vysledného hydrogelu tvofeného PEG. Jak jiz bylo zminéno, jedna se
0 pocatecni vyzkum, navrhem pro dalsi studii je naptiklad rozsifeni instrumentalni techniky
o nuklearni magnetickou rezonanci pro blizsi specifikaci ¢i provedeni stejné studie za jinych

reak¢énich podminek.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

8.1 Seznam zkratek

PEG
PEGDA
PEG-4SH
PHEMA
PEO
PVA

PPF

LVO
MW
DTT
hGH
PEG-4VS
DNA
RGD
MMP
EGDMA
SEM

polyethylenglykol
polyethylenglykol diakrylat

4 ramenny polyethylenglykol-thiol
poly(hydroxyethylmethakrylat)
poly(ethylenoxid)
poly(vinylalkohol)

poly(propylen fumarat)

linearni viskoelasticka oblast
molekulova hmotnost
dithiothreitol

lidsky rastovy hormon
polyethylenglykol-vinylsulfon
deoxyribonukleova kyselina
glycin-arginin-asparagova kyselina
matricové metaloproteinazy
ethylenglykol dimethakrylat

skenovaci elektronova mikroskopie
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8.2 Seznam symboli

J difuzni tok

n latkové mnozstvi slozky i

A plocha

t cas

D diftizni koeficient slozky i

C koncentrace

0 parcialni derivace

B koeficient tfeni

T absolutni teplota

k Boltzmanova konstanta

r polomér

n viskozita

o smykové napéti

y smykova rychlost
smykovy modul

G’ pamét'ovy modul

G" ztratovy modul

d fazovy posun

f frekvence

) uhlova frekvence

Pa Pascal

kDa kilodalton

M molarni koncentrace

u mikro

Hz hertz



