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ABSTRAKT

Obsahem této bakalarské prace je reSerse na téma kompozitnich hydrogelt a nasledny vyzkum
reologickych vlastnosti pfipravenych hydrogelt z polysacharidu — Gellanu a také zjiSténi
vlastnosti hydrogeld s pfidavkem dvou druhti castic — IPA vezikul a smési Castic
hydroxyapatitu a siranu vapenatého ziskanych rozpadem pelety PerOssalu (PO céastice).
Hydrogely jsou pfipravované se tfemi riznymi koncentracemi Gellanu — 1 %, 1,5 %a 2 %.
Vlastnosti takto pfipravenych hydrogelt byly zjistovany pomoci frekvencnich a prevazné
amplitudovych testd. Dale byly porovnany dvé rtizné metody aplikace vzorku na meéfici
desticku reometru. B€zné€ vyuzivana metoda nakrajeni vzorku byla nahrazena injek¢ni aplikaci.
InjekEné aplikované vzorky byly proméfeny, vysledky vyhodnoceny a porovnany s vysledky
gelt aplikovanych nakrajenim.

ABSTRACT

The content of this bachelor's thesis is research on the topic of composite hydrogels
and subsequent research on the rheological properties of prepared hydrogels from
the polysaccharide — Gellan, as well as the determination of the properties of hydrogels
with the addition of two types of particles — IPA vesicles and a mixture of hydroxyapatite
and calcium sulfate particles obtained by the breakdown of PerOssal pellets (PO particles).
Hydrogels are prepared with three different concentrations of Gellan — 1%, 1.5% and 2%.
The properties of hydrogels prepared in this way were determined using frequency
and mainly amplitude tests. Furthermore, two different methods of applying the sample
to the measuring plate of the rheometer were compared. The commonly used method
of slicing the sample has been replaced by injection application. The injected samples were
measured, the results evaluated and compared with the results of the gels applied by slicing.
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1 Uvod

Kompozitni hydrogely jsou smési latek, které maji predpoklad pro velké uplatnéni v mnohych
oborech — medicina, zeméd¢lstvi, potravinafstvi, kosmetika, farmacie apod. Zakladem
hydrogell je polymemi latka (v medicin€ nejcastéji polysacharidy). Tyto polymerni latky
se skladaji z monomernich jednotek, které tvori fetézce usporadavajici se do 3D siti. Vzniklé
sité jsou schopné do své struktury navazat velké mnozstvi vody. Také je mozné do polymerni
sité€ navazat dalsi typy latek jako rizné vezikuly, pfipadné€ anorganické latky.

Gellan se fadi mezi polysacharidy. Ziskava se z mikroorganismu Sphingomonas Elodea.
Ma Siroké vyuziti v riznych oborech piedevSim v potravinafstvi jako zahus$tovadlo
nebo stabilizator a v medicin€ jako hydrogel. Lze pracovat s dvéma typy Gellanu — nativnim
nebo deacylovanym. V této praci je pouzita deacylovana forma.

IPA vezikuly (z angli¢tiny lon Pair Amphiphile) jsou Castice podobné lipozomum. Skladaji
se z kationickych a anionickych tenzidd, které vytvofi tzv. ,,pseudo dvojietézcové tenzidy‘*.
Tyto ,,pseudo dvojietézcové tenzidy‘‘ obsahuji dvé hydrofilni hlavy a dva hydrofobni ocasy,
¢imz se podobaji fosfolipidum.

Hydroxyapatitové ¢astice jsou typem anorganické latky, které jsou velmi podobné
hydroxyapatitu, ktery se piirozen¢ vyskytuje v lidském téle, naptiklad v kostech. Diky této
skuteCnosti je mozné pouziti té€chto castic v mediciné jako komponent do nahrad kosti.
V této bakalatské praci byl pouzit hydroxyapatit, ktery je ziskdvan z léciva PerOssal.
Toto 1é¢ivo bylo vyvinuto pro 1é¢bu kostnich defektu.

V této bakalarské praci se pojednava o tvorbé geli vytvorenych z Gellanu a rdznych
inkorporovanych ¢astic jako je hydroxyapatit a IPA ¢astice. Hlavnim cilem je zjistit reologické
vlastnosti téchto gelt aplikovanych piimo z nadoby a po pruchodu injekéni stiikackou.



2 Teoreticka Cast

2.1 Hydrogely
2.1.1 Obecna charakteristika a historie hydrogelu

Hydrogel je latka, ktera se sklada ze dvou casti — hydrofilnich polymemich fetézca a vody.
Polymerni fetézce tvoii 3D sit, ktera do svého objemu dokaZze pojmout velké mnoZstvi vody!:2.
Kazdy hydrogel musi spliovat podminku — minimalné 10 % zjeho celkového objemu
(ptip. hmotnosti) musi byt voda. Diky obsahu vody ve své struktute se hydrogel velmi podoba
7ivé tkani. Podobnost je pfedeviim v pruznosti'.

U vSech zkoumanych latek se védci snazi dosahnout idealnich podminek a neni tomu jinak ani
u hydrogelt. Idealni hydrogel je bezbarvy a bez zapachu. Schopnost pfijimat ur¢ité mnozstvi
kapaliny do objemu je popsana absorp¢ni kapacitou, ktera ma byt u hydrogelu co nejvétsi. Voda
musi byt absorbovana rovnoméme (dochazi tedy 1 k rovhomérnému bobtnani). Hydrogely maji
velmi slibnou budoucnost v lékaiském wvyuziti, coz vyzaduje nové vlastnosti, které jsou
ovlivnéné fyziologickymi podminkami. Je dualezité dodrzovat neutralni pH, dale musi byt
hydrogel také biodegradovatelny bez vzniku toxickych produktd. Pro vytvoreni hydrogelu
s nejvhodnéj$imi vlastnostmi je dilezité umét ménit vlastnosti hydrogelu (rychlost absorpce,
uvolniovani 1éCivé latky ¢i stabilitu hydrogelu). DalSim dilezitym aspektem je i nizka cena
produktu?®.

Existuji tfi zakladni typy hydrogeld — chemické, fyzikalni a biochemické. Chemickeé
hydrogely jsou propojeny kovalentnimi nebo iontovymi vazbami. U fyzikalnich hydrogelt
se objevuji predevsim nekovalentni vazby a biochemické hydrogely jsou tvofeny pomoci
enzymu nebo aminokyselin. Vyse popsané rozdé€leni je velmi obecné a 1ze podrobnéji rozdeélit

podle riznych faktori (obrazek 1)!.

spojeni
vazeb

pkiprava e

vlastnosti

vzijemné se

|
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Obrazek 1: Rozdéleni hydrogelu podle riiznych faktori’

kationtovy fyzikalni

kopolymerni aniontovy syntetické chemické




Prvnimi prakopniky pfipravy hydrogelt byli védci Wichterle a Lim. Pro sviyj vyzkum vyuzili
latku poly(2-hydroxyethylmethakrylat) (PHEMA), kterd méla byt pouzita pro vyrobu
kontaktnich ¢o¢ek. Slo o prvni prototyp kontaktnich &ocek, proto nebylo dosazeno vsech
pozadovanych kritérii na vlastnosti*.

Hydrogely funguji diky ptfechodu mezi dvéma fazemi — gelem a solem. Pfechody byvaji
zapti€inéné fyzikalnimi (zmeéna teploty, vlozeni magnetického nebo elektrického pole)
¢i chemickymi podnéty (zména pH nebo koncentrace iontll). VySe zminéné stimuly mohou
ve struktufe hydrogelu zapfiCinit jak reversibilni, tak 1 nereversibilni zmény. Reversibilitu
hydrogelu 1ze ovlivnit také stupném zesitovani nebo zménami vlastnosti pouzitych monomera
a jejich postrannich fetézci'.

2.1.2 Materialy a metody pouzivané k pripraveé hydrogelu

2.1.2.1 Hydrogely prvni generace

Do prvni generace hydrogelt lze zaradit velké mnozstvi podskupin gell, které se déli podle
raznych druhti materiald nebo jejich pfipravy (polymerace monomert rozpustnych
¢1 nerozpustnych ve vod€, nebo polymerace pomoci syntetickych ve vodé rozpustnych
sitovadel)’.

Do prvni podskupiny hydrogelti pfipravovanych z monomerti se fadi naptiklad hydrogely
z vinylu polymerované radikalovou metodou. Pro prabéh polymerace za mirnych podminek
je zapotiebi pouzit sitovaci ¢inidla. Touto metodou vznikaji gely riiznych tvarti s velmi malymi
oky v polymerni siti, coz znemoznuje do téchto hydrogelt zakomponovat vysokomolekularni
Castice, ale musi byt pouzity Castice ve velikosti nanometri. Do druhé podskupiny se fadi
hydrogely z polyvinylalkoholu (PVA) a polyethylenglykolu (PEG). Tieti podskupina
se zabyva prfipravou hydrogeli z polosyntetického materialu jako je napriklad
hydroxypropylmethylceluldza. Tyto hydrogely 1ze vyuzit k fizenému uvoliiovani 1é¢iv pomoci
difuze. Jejich vyhodou miZe byt samovolna degradace pii styku s vodou®.

2.1.2.2 Hydrogely druhé a treti generace

Dale se vyvoj ubral k hydrogelim, které dokazou pozménit své vlastnosti na zakladé zmeény
svého prostfedi (zména pH, teploty nebo koncentrace biomolekul v okoli). VySe zminéné
spoustéCe podnécuji zmeény v hydrogelu jako naptiklad tvorbu siti gelu nebo uvoliiovani 1éciva.
U druhé generace gelt nejCastéji pozorujeme jejich tvorbu pomoci fyzikalnich a iontovych
interakci. Do této generace se nejcastéji fadi gely na zakladé PEG-polyesterovych kopolymert
anebo z poly(N-isopropylakrylamidu) (pNIPAAm)’.

Treti generace gelt funguje na bazi nové objevenych fyzikalnich interakci, které zlepsuji
mechanické, tepelné a také degradacni schopnosti. Mezi hydrogely tfeti generace se radi
hydrogely na bazi interakce kov-ligand, nebo hydrogely zesitované peptidy a také tzv. chytré
hydrogely. Tyto chytré hydrogely lze pfipravit pomoci kovalentnich vazeb, které vazou
polymery s komplementarnimi skupinami. Tyto skupiny vétSinou vykazuji pfi fyziologickych
podminkach malou toxicitu’. Mezi chytré hydrogely se fadi i tzv. kompozitni hydrogely.



Ty obsahuji malé anorganické molekuly jako tfeba fosforeCnan vapenaty nebo hydroxyapatit.
Zminé&né mineraly mohou najit vyuziti v tkafiové m inZenyrstvi u oprav nebo nahrad kosti> ¢.

2.2 Polysacharidy

Polysacharidy jsou latky skladajici se z deseti a vice jednotek monosacharidua, které propojuje
glykosidicka vazba. Pro vétSinu zivocichi jsou polysacharidy dulezitym zdrojem energie.
Existuje mnoho variant, jak tyto latky extrahovat a vybrany zpisob muze velmi ovlivnit
vlastnosti a funkce ziskaného polysacharidu. Pfirodni polysacharidy se daji ziskat z rostlin, tas,
mikroorganismti nebo hub’.

2.2.1 Vybrany material pro tvorbu hydrogelu

Pro tuto bakalarskou praci byl vybran jako zaklad hydrogelu Gellan. Jedna se o pfirodni,
ve vodé rozpustny polymer, ktery je stabilni a ma dobré mechanické a fyzikalni vlastnosti
(napt. teplotni rezistenci). Gellan se sklada z opakujicich se jednotek [-D-glukozy,
L-rhamnézy a D-glukoronové kyseliny v pomeéru 2:1:1. Tento polysacharid se komercné
ziskava z mikroorganismu Sphingomonas Elodea, pro industridlni vyrobu se pouziva
mikroorganismus Sinphogomas paucimobilis® * 1°.

Existuji dva typy Gellanu— nativni Gellan (obrazek 2) a deacylovany Gellan (nebo také Gellan
s nizkym obsahem acyld) (obrazek 3). Rozdil mezi témito variantami je v piitomnosti
acylovych skupin, pfesnéji glyceratovou a acetatovou skupinou. U nativniho Gellanu
se vySe jmenované acylové skupiny objevuji, zatimco u deacylovaného Gellanu tyto skupiny
zcela chybi. Nepfitomnost acylovych skupin vyrazné ovliviiuje reologické vlastnosti
pfipravovanych gel®’.

HO1w

— OH —

Obrdzek 2: Vzorec monomerni jednotky nativniho Gellanu’
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Obrdzek 3: Vzorec monomernti jednotky deacylovaného Gellanu’

Z nativniho Gellanu lze vytvofit meékké, elastické a dobfe deformovatelné gely,
zatimco z deacylované formy vznikaji gely tvrdsi, kiehci, ale za to tepelné stabilngjsi
s mirn&j§imi podminkami potfebnymi pro zgelovaténi’.

Pfi rozpusténi Gellanu v ohfaté vodé muzou jeho molekuly zpocatku pfipominat nahodné
usporadané polymery ve tvaru civek. Po ochlazeni vytvoreného roztoku za¢nou vznikat mezi
civkami van der Waalsovy sily a vodikové vazby, coz z civek vytvorii dvojité Sroubovice a diky
piitomnym kationtlim jsou takto vzniklé dvousroubovice usporadany do silnych gelovych siti'!.
Z vyse uvedenych faktl 1ze usoudit, Ze gely z Gellanu se fadi k fyzikalnim hydrogelim. Velkou
vyhodou Gellanu a gel@i z ngj je jejich biokompatibilita, biodegradabilita, elasticita apod!>!3.

2.3 lIontové amfifilni pary (IPA ¢astice)
2.3.1 Charakteristika
Iontové amfifilni pary (z angliCtiny ion pair amphiphile) jsou tvorené kationickou

a anionickou casti v pomeéru 1:1. Tyto skupiny jsou drzeny diky -elektrostatickym
pritazlivostem. IPA vezikuly (obrazek 4) jsou lipozomim podobné latky, které dokazou

prenaSet hydrofilni i hydrofobni latky v jejich hydrofilnim jadru. SloZeni pfipravovanych
astic mize byt velmi rozmanité, ale musi se hlidat toxicita'*.

Obrazek 4: Struktura IPA vezikul
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IPA Castice v této praci byly pfipravovany kombinaci cetyltrimethylamonium bromidu (CTAB)
a dodecylsulfatu sodného (SDS). Tyto dvé latky vytvari kationické a anionické hlavicky
(CTAB - kation, SDS - anion). Dalsimi latky jsou dimethyldi-N-octadecylammonium
chloridu (DODAC), ktery se chova jako povrchové aktivni €inidlo a poté také cholesterol,

ktery zde pusobi jako stabilizacni latka.

Vyhodou IPA castic oproti klasickym lipozomim je jejich vyssi stabilita viici hydrolyze,
ale zaroven fyzikalni a koloidni stabilita je nizsi. Pro zvySeni koloidni stability se pouzivaji dva
typy uprav-intervezikularni a intravezikularni. V piipadé této bakalarské prace byla pouzita
pouze intravezikularni Uprava, presnéji ptfidavek cholesterolu. Jak je znamo z fosfolipidovych
membran v butice, cholesterol méni tekutost a mechanickou odolnost membrany. Totéz plati
u prfidavku cholesterolu do IPA ¢&astic'. Stabilita IPA ¢&astic je také velmi zavisla
na charakteristice kazdé z Castic. Do této charakterizace se fadi velikost nebo povrchovy
potencial'®. Pro zjisténi velikosti ¢astic se pouzivd metoda dynamického rozptylu svétla.
Bez znigeni vzorku lze touto metodou zjistit velikost vezikul a také jejich stabilitu!’. Velikost
Castic se vypocita ze Stokes-Einsteinové rovnice (1), kde D je difuzni koeficient,
k je Boltzmannova konstanta, 7" je termodynamicka teplota, fje koeficient tfeni, g je viskozita
média a @ oznaduje hydrodynamicky polomér kulové struktury!”.
kT kT
" f " 6ma (1)

2.4 Hydroxyapatitové castice
2.4.1 Charakteristika

Hydroxyapatit (HA) je vlastné fosforecnan vapenaty s chemickym vzorcem Caio(POs)s(OH)a.
Tato latka je hlavni souasti kostni hmoty!®. Z toho lze vyvodit, Ze se jedna o biokompatibilni
latku, ktera mize byt vyuZita v medicing, hlavné v kostnich nahradach'®. V této praci byly
pouzity HA castice obsazené v 1é¢ivu PerOssal. V tomto 1éCivu se vyskytuji kromé HA Castic
1 Castice siranu vapenatého.

2.4.2 Lécivo PerOssal

PerOssal je synteticky pfipravené 1éCivo, které se pouziva jako biokompatibilni
a biodegradovatelna kostni nahrada pro vypli kostnich defektd. Jeho struktura je porézni,
tedy do jeho objemu lze ptidat vodné roztoky. Toho se vyuziva pro inkorporaci antibiotik,
které napomahaji v bezpe¢n¢jsi 1écbé kostnich defektl. PerOssal je dodavan v podobé pelet
o velikosti 6x6 mm. Vyrobce udava, ze jedna peleta obsahuje 51,5 % nanokrystalického
hydroxyapatitu a 48,5 % siranu vapenatého®. Rauschmann a spol.?! zjistili diky rastrovaci
(obrazek 5) a transmisni (obrazek ©6) elektronové mikroskopii velikost ¢astic obsazenych
v PerOssalu. Tato velikost se pohybuje v desitkach az nizsich stovkach nanometrt.
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Obrézek 6: Vysledek transmisni elektronové mikroskopie pro hydroxyapatitové castice z PerOssalu®

2.5 Metody vyzkumu
2.5.1 Dynamicky rozptyl svétla

Dynamicky rozptyl svétla (DLS) je metoda, ktera napomahd zkoumat difuzni chovani
makromolekul v roztoku. Podstatou této metody je ozafeni vzorku rozpoustédla
a makromolekul monochromatickym paprskem, ktery se rozptyluje do vSech smért.
Tento rozptyl je ovliviiovan velikosti a tvarem makromolekul v roztoku. Jde tedy o méfeni
Brownova pohybu makromolekul, kdy zaleZi na teploté méfeni a vzorku* .
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2.5.2 Reologie

Reologie je jednim z obort zabyvajicim se deformaci materiali. Nejdulezitéjsi feSenou otazkou
reologie je, jak material dokaze reagovat na urcCitou silu. Zkoumana sila, ktera plsobi
na material se da oznacit jako stresové napéti. Méfi se velikost deformace anebo rychlost
deformace. Toto napéti se déli na smykové a normalové. Smykové napéti je spojeno se zménou
tvaru a normalové napéti je spojeno se zménou velikosti v zavislosti na prodluzovani?*,

Pro popis vlastnosti zkoumané latky se pouziva komplexni modul G*, ktery popisuje odolnost
vuci deformaci nebo jej muzeme pouzit pro oznaceni kvantitativni miry tuhosti. Tento
komplexni modul se da popsat i dvéma dal§imi veli€inami — pamétovym modulem G*
a ztratovym modulem G*“. Pamét'ovy modul G* popisuje elastické chovani viskoelastické latky,
zatimco ztratovy modul G*“ popisuje chovani viskozni &asti viskoelastické latky?”.

2.5.2.1 Chovani mérenych latek

Po vystaveni zkoumané latky urcité sile mohou nastat dvé mezni situace — elastické a viskozni
chovani. Elastické chovani se projevuje vymizenim deformace po odstranéni pusobeni vngjsi
sily. Toto chovani se nejcastéji ocekava od tuhych latek. Pokud pfi puisobeni i odstranéni sily
téleso tece, l1ze toto chovani popsat jako viskozni a vyskytuje se nejcastéji u tekutin. Mezi dalsi
mozné situace se fadi chovani koloidnich systému, kdy zalezi na dobé ptisobeni sily na téleso.
U t&chto systémii se vyskytuje viskoelastické chovani®S.

Pro vysvétleni rozdilu mezi typy viskozit je potieba definovat Newtonovu rovnici (2),

_ du,
Txy =N dy (2)

kde 7xy je teCné napéti, (pusobi ve sméru osy x v rovin€ kolmé k ose y), ux je rychlost toku

(ve sméru osy x), duv/dy je gradient rychlosti a 7 je dynamickd viskozita (konstanta,
ktera je mirou vnitfniho odporu). V ptipade, kdy se dynamicka viskozita vydé€li hustotou
zkoumané latky, vznika nova veli€ina, tzv. kinematicka viskozita. Na zakladé charakteristiky
viskozity pro dané teleso lze latky délit na newtonské a nenewtonské. Pokud je mozné
charakterizovat viskozitu za dané teploty a tlaku, kterd je zaroven pii laminarnim toku
nezavisla na tecném napéti (pfipadné rychlostnim gradientu), miizeme tuto latku oznacit jako
newtonskou. Mezi tyto latky se fadi plyny, vétSina Cistych kapalin a roztokt piipadné disperzi.
V pfipadé, ze pomeér teCného napéti s rychlostnim gradientem neni konstantni, vznika
tzv. zdanliva viskozita, které je charakteristickd pro nenewtonské kapaliny. Mezi nenewtonské
kapaliny lze zatadit koloidni disperzni systémy?>°.
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3 Soucasny stav reSené problematiky

3.1 Hydrogely

Hydrogely jsou v poslednich letech velmi zkoumanou smési latek. V mediciné a podobnych
odvétvich jsou hydrogely nejéast&ji pfipravované z pfirodnich materiald®” 2®. Mimo jiz
zminénych odvétvi se hydrogely pouzivaji ve veterinarni medicing€, farmacii, tkariovém
inzenyrstvi apod. Kazdé odvétvi vyzaduje kromé rozdilnych typt materialt i rozdilné zptisoby
aplikace pripravenych hydrogeli. V posledni dobé se velmi rozvinulo vyuziti 3D tisku
hydrogelti?®. V medicing a farmacii by bylo pfinosné kromé& klasické operaéni aplikace

i moznost aplikovat hydrogely injek&ng*® 3!,

Védci se v posledni dobé zabyvaji mnohem vice injek¢ni aplikaci. Jde o jednoduchou metodu,
diky které se mohou omezit invazivné&j$i metody. Sun a spol.** se rozhodli najit moznou
alternativu 1écby srde¢ni fibrozy pomoci injektabilnich hydrogela. Vytvorili polysacharidovy
hydrogel, do jehoz struktury zabudovali lipozomalni Castice s 1é¢ivem, které zabranuje vzniku
proteinti znemoziiujicich regeneraci srdecniho svalu po infarktu myokardu. Po in vitro testech
lze konstatovat, ze tento hydrogel napomohl k regeneraci postizené tkané. Kromé 1écby
kostnich defektl a kardiologickych nemoci 1ze podle Hasanzadeh a spol ** hydrogely vyuzit
1 pro regeneraci centralni nervové soustavy. Autoti ¢lanku tvrdi, ze pfirodni hydrogely nejsou
natolik odolné jako ty syntetické, ale za to nejsou cytotoxické a vétSinou jsou biokompatibilni
s 1éCenymi organismy. Predpoklada se, ze injektabilni hydrogely mohou byt velmi prospésné
v 1écbé centralni nervové soustavy, diky jednoduchosti aplikace. Pro zvySeni odolnosti téchto
hydrogelli by bylo nejlepsi spojit pfirodni i chemické latky.

Hydrogely vyuzivané v medicin€ se nejcastéji vyrabi z polysacharidd. Mezi nejvice pouzivané
sacharidy se fadi alginat’* celul6za®, dextran®®, chitosan’’ nebo kyselina hyaluronova®®, *
a mnoho dalsich. Pozornost se v posledni dob¢ upina i na rizné druhy polysacharidovych gum
(guarova guma, agarova guma, Gellan apod.)*. Vyhodou téchto gum je jejich Siroké vyuziti

nejen v medicing, ale predevsim v potravinafstvi*l.
3.2 Kompozitni hydrogely

Pro jesté lepsi vyuzitelnost potencialu hydrogela se zkouma, jaké latky lze do 3D sité gela
zabudovat a jaké vlastnosti mohou mit, pfipadné jak tyto vlastnosti jesté upravit. I kompozitni
hydrogely maji vyuziti sahajici do mnohych odvétvi (potravinaistvi*’, zemé&délstvi*’,
primyslu ***veterinarni mediciny, ale i klasické mediciny*®*’. Bonifacio a spol ** se zaméfili
na gellanovy kompozitni hydrogel, ktery se smichal s manukovym medem. Tato kombinace
meéla slouzit pro pomoc s obnovou chrupavek. Vysledkem byl velmi slibny hydrogel, ktery mél
antibakterialni vlastnosti a neprojevila se u néj cytotoxicita. Fan a spol.*’ pracovali
na hydrogelech ze dvou polysacharidi — Gellanu a salekanu. Ukolem tohoto tymu bylo popsat
reologické vlastnosti (tokové a gelové charakteristiky) obou typt hydrogeld. Tuto tématiku
zkoumali proto, aby bylo mozné chemické hydrogely nahradit témi pfirodnimi a snizit
tak riziko toxicity.
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Havlikova a spol.*° se zabyvaji interakci IPA vezikul a hyaluronanu. Byly zkoumany fyzikalni
vlastnosti téchto Castic (velikost, (-potencial atd.). Tyto komplexy jsou zkoumany predevsim
proto, ze je lze pouzit jako potencidlni prenaSece 1éCiv. Komplexy jsou velmi podobné
lipozomim. Jednim z rozdilG je mozna toxicita komponentt, ze kterych jsou IPA vezikuly
pfipravovany. ReSenim tohoto problému by mohl byt piidavek latky, ktera zvysi
biokompatibilitu IPA vezikul. Prikladem takové latky by mohl byt polysacharid — v tomto
pfipadé hyaluronan®®>!.

Ugrinovic a spol.>* se ve svém ¢&lanku zabyvali vylepSenim systému dodavani 1éki pomoci
hydrogelu z polymethakrylové kyseliny a zelatiny, ktery je vyztuzeny nanostrukturnimi
hydroxyapatitovymi Casticemi. Vysledkem jejich prace bylo zji§téni, ze po inkorporovani
hydroxyapatitu do hydrogelu se zlepsily mechanické vlastnosti a zaroven se snizila schopnost
nabobtnani, citlivost ke zméné pH a také poréznost. Pii uvoliiovani hydrofilniho a hydrofobniho
1é¢iva v simulovanych fyziologickych podminkach se prokazala odli§na kinetika uvoliiovani
1é¢iva. Fu a spol.> se zabyvali hydrogelem, ktery byl slozen z mnoha latek (sericin, oxid
grafenu, alginat, nanocastice hydroxyapatitu). Jejich ukolem bylo charakterizovat vlastnosti
takového hydrogelu pomoci riznych metod a nasledné zjistit, zda-li tento hydrogel muze
slouzit k napomahani riistu osteoblastii. Vysledkem bylo zjisténi, ze tento hydrogel spliuje
pozadavky na pouziti pfi regeneraci kosti. Padmanabhan a spol. >* vytvorili nanokompozit
z akaciové gumy a hydroxyapatitovych castic. V akaciové gumé se HA homogenné
dispergovalo a doslo ke zmenseni krystal castic HA na velikost nanometrti. Do tohoto
komplexu zkouSeli inkorporovat flavonoid naringen. Zkoumali schopnost uvoliiovat
ze struktury tohoto kompozitu ptidany flavonoid. Zjistili, ze po dobu 28 dni byl ze struktury
naringen trvale uvolfiovan. DalSim zjiSténim tohoto tymu bylo to, ze pfipraveny komplex
podporuje bunécnou proliferaci. Z téchto zjisténi 1ze usoudit, ze by tento kompozit mohl mit
potencial jako pienade¢ 1éCiv. Subramaniam a spol. > se zaméfili na 1é¢bu parodontitidy,
ktera postihuje alveolarni kost, ktera podpira zuby. Vytvorili kompozit slozeny
z hydroxyapatitu, hemihydratu siranu véapenatého a kolagenazi nasycené kyselinou
hyaluronovou. Pomoci riaznych testd pfisli na velkou mechanickou pevnost a skvélou
biokompatibilitu. Doba tuhnuti je dostatecna pro aplikaci chirurgickym zakrokem. Kolagenaza
usnadnila proces remodelace kosti. Jedna se o velmi nadéjny zptisob nahrady alveolarni kosti,
ktery neni finanéné naroény. Chang a spol.>® vytvorili z hydroxyapatitu a siranu vapenatého
dvoufazovy kostni §t€p gelovou pénou. Tento kompozit nevykazoval zadnou cytotoxicitu,
buriky mohly proliferovat a po tfech mésicich dochazi k degradaci Stépu. U tohoto Stépu Ize
fidit mnozstvi makro- a mikropori. Makropory lze ovlivnit napénénim gelu a mikropory
se ovliviluji koncentraci HA a siranu vapenatého. Jedinou potencionalni nevyhodou tohoto
kompozitu mize byt omezena migrace bunék. I presto se zda, ze by takto pfipraveny kostni
S$t€p mohl mit vyuziti.
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4 Experimentalni ¢ast
4.1 Chemikalie

V tabulce 1 je seznam vSech pouzitych chemikalii pro praktickou ¢ast této bakalarské prace.

Tabulka 1: Seznam pouZitych chemikdlii

Chemikalie Vyrobce Sarze Cistota (%)
Gelzan™ CM Sigma-Aldrich CAS-No. 71010-52-1 -
PerOssal Osartis LOT: 22AA14730 -
Centrimonium bromid (CTAB) Sigma CAS-No. 57-09-0 >08
Dodecylsulfat sodny (SDS) Sigma-Aldrich CAS-No. 107-64-2 >99,0
Cholesterol z lanolinu Sigma CAS-No. 57-88-5 >99
Dldecyldlm(%}ggfg;“umcmo“d Alfa Aesar CAS-No. 197-64-2 97
Chloroform Penta CAS-No. 67-66-3 99.8
Deionizovana voda Pristroj PureLab Flex - -

4.2 Pomiucky

Pro véazeni byly pouzity predvazky od firmy Denver Instrument a analytické vahy od firmy
OHAUS. Pro michani a zahfivani roztoki byly pouzity magnetické michacky s ohfivanim
a teplomérem C-MAG HS 7 od firmy IKA a MR-Hei Tec od firmy HEIDOLPH. Pouzita
ultrazvukova lazen byla od firmy VWR. Reologické vlastnosti byly méfeny na pfistroji
DISCOVERY HR-2 od firmy TA Instruments. K reometru byla pouzita sada dvou desek
se vzorem crosshatched o priméru 20 mm. Pro pfipravu IPA castic byl pouzit sonikator
Bandelin SONOPULS HD 3200. Aplikace injek¢éné byla provedena 50 ml injekéni stfikackou
od firmy Chirana T-injecta s jehlou o velikosti 0,80x40 mm B.Braun. Pro méfeni velikosti
castic byl pouzit Zetasizer Nano ZS od firmy Malvern Instrument pfi vinové délce 633 nm.

4.3 Gellanové hydrogely
4.3.1 Priprava

Gellanové hydrogely byly pfipravované tak, ze bylo odvazeno potiebné mnozstvi
deacylovaného Gellanu pro tvorbu 1%, 1,5% a 2% hydrogelti. Toto odméfené mnozstvi bylo
postupné rozpusténo za stalého michani v potfebném mnozstvi deionizované vody.
Pfi rozpousténi byla kontrolovana teplota, ktera se od zacatku rozpousténi meéla pohybovat
od 50 °C do 80 °C. Po tplném rozpusténi Gellanu byla kadinka dana do ultrazvukové lazné
po dobu 10 minut, pfi laboratorni teploté. Bubliny vzniklé michanim byly odstranény
ultrazvukem. Poslednim krokem bylo izolovani vznikajiciho gelu od okolniho prostedi pomoci
parafilmu. Takto pfipravené gely byly poté skladovany v lednici pifi 4 °C po dobu jednoho
tydne. Po uplynuti této doby byly provadény reologické testy.

4.4 Hydrogely s IPA ¢asticemi

4.4.1 Priprava IPA vezikul

IPA vezikuly byly pfipravovany podle ¢lanku WU Chih-Jung a spol.’”. Prvnim krokem bylo
pripravit si IPA vezikuly, které mohly byt nasledné inkorporovany do hydrogelu. Nejprve byl
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pfipraven zasobni IPA prasek. Byl pfipraven jeden litr roztoku z CTAB a deionizované vody
o koncentraci 20 mM. O stejné koncentraci byl pfipraven i roztok SDS. Oba roztoky byly pres
noc michany. Nasledovalo jejich smichani v poméru 1:1 a nasledné michani pii 30 °C pies noc.
Dalsim krokem byla centrifugace po dobu 10 minut pfi 3 500 otackach za minutu. Roztok byl
nasledné prefiltrovan za snizeného tlaku a ziskany prasek byl susen pii 50 °C po dobu 3-5 dni.
Takto pfipraveny prasek byl nasledné rozpustén v chloroformu na 2mM koncentraci
pro pfipravu zasobniho roztoku IPA v chloroformu. Déle bylo zapotrebi si pripravit zasobni
roztok dimethyldi-N-octadecylammonium chloridu (DODAC) o stejné koncentraci jako
IPA v chloroformu. Do Cisté a suché zasobni lahve bylo odvazeno 0,0350 g cholesterolu.
K cholesterolu bylo pfidano 900 ul zasobniho roztoku IPA v cholesterolu (0,0726 g IPA
zasobniho prasku spole¢né s 1,1 ml chloroformu) a 100 pl zasobniho roztoku DODACu
v chloroformu (0,0352 g DODAC spolecné s 0,5 ml chloroformu). K této smési byly pfidany
sklenéné kulicky ve dvou vrstvach. Nasledné bylo provedeno michani na vortexu a smés byla
zbavena chloroformu odpafenim do druhého dne. Dalsi den byla provedena rehydratace,
kdy bylo pfidano 60 ml deionizované vody. Smés byla vortexovana a sonifikovana tyCovym
dispergatorem. Po sonifikaci doslo k odkaleni smési. Takto pfipravené Castice byly proméreny
na DLS pfistroji pro zjisténi velikosti ¢astic.

4.4.2 Inkorporace IPA vezikul do hydrogelu

Pro vytvoreni 1,5% gellanového hydrogelu o celkovém objemu 50 ml bylo odvazeno 0,75 g
Gellanu a toto mnozstvi bylo pfi cca 50 °C rozpusténo za stalého intenzivniho michani
v 49,25 ml roztoku IPA vezikul. Pro vznik 2% gellanového hydrogelu se postupovalo stejné
az na rozdilné mnozstvi Gellanu (1 g) a mnozstvi roztoku IPA vezikul (49 g). Po rozpusténi
veskerého Gellanu byly vznikajici gely dany do ultrazvukové lazn€ pro odstranéni
vzduchovych bublin. Poté byly obaleny parafilmem a uchovéavany v lednici.

4.5 Hydrogely s ¢asticemi z PerOssalu (PO castice)
4.5.1 Priprava

Tyto hydrogely byly pfipravovany pouze v koncentracich 1,5 % a 2 % hmotnosti Gellanu.
Nejprve bylo odvazeno potiebné mnozstvi Gellanu, dale bylo odmétfeno 2,3 ml roztoku Castic
ziskanych zrozpadené pelety PerOssalu. Piedpokladana koncentrace PO castic v takto
ziskaném roztoku je 3,85 mg Castic na 1 ml roztoku. Posledni pfidavanou latkou byla
deionizovana voda v mnozstvi potfebném na doplnéni daného objemu. Tato voda byla zahtata
na jiz zminované teplotni rozmezi (50-80 °C). K vodé bylo pfidano odmeétrené mnozstvi 2,3 ml
roztoku PO castic. V takto pfipraveném roztoku bylo rozpusténo za stalého michani odmeérené
mnozstvi Gellanu. Poté byl postup stejny jako pii pripravé Cistych gellanovych hydrogelt —
ultrazvukova lazet, izolace parafilmem a nasledné uschovani v lednici. Reologické testy byly
také provedeny po 1 tydnu uskladnéni.

4.6 Reologické méreni

Prvni méfeni byla provedena na Cistych gellanovych hydrogelech. Pro méfeni byl pouzit
ptistroj DISCOVERY HR-2 od firmy TA Instruments. Pouzitou geometrii byly dvé desky
o priméru 20 mm. Byly méfeny amplitudové i frekvencni testy. Nastaveni danych testl

18



je uvedeno v tabulce 2 a tabulce 3. Tato nastaveni platila i pro ostatni typy a koncentrace
pfipravenych hydrogeli.

Tabulka 2: Nastaveni méreni pro frekvencni test

Frekvencni test (Oscillation Frequency)

Teplota (7emperature) 25°C
Cas namadeni (Soak Time) 0,0s
Amplituda deformace (Strain) 1,5%
Logaritmicky mod (Logarithmic sweep) -
Frekvence oscilaci 0,01-20,0 Hz
Body na dekadu (Points per decade) 6

Tabulka 3: Nastaveni méreni pro amplitudovy test
Amplitudovy test (Oscillation amplitude)
Conditioning sample
Teplota (Temperature) 25 °C
Cas namaceni (Soak Time) 180,0 s
Oscillation Amplitude
Teplota (Temperature) 25 °C
Cas namadeni (Soak Time) 0,0s
Frekvence (Frequency) 1,0 Hz
Logaritmicky mod -
Amplituda deformace (Strain) 0,01-1000,0 %
Body na dekadu (Points per decade) 6

Vzorek pro méfeni byl z gelu odebran pomoci korkovrtu o stejném prumeéru jako maji meéfici
geometrie. Vyska vzorku se pohybovala mezi 1-2 mm. Pfi aplikaci pomoci injekéni stiikacky
byl gel z kadinky premistén do injekce. Na geometrii bylo aplikovano takové mnozstvi vzorku,
aby byl pokryt cely jeji povrch. Vzorek byl nanaSen na meéfici geometrii, ktera byla vyhtata
na 25 °C. Kazdy vzorek gelu byl pouzit pouze na jedno méteni.

Vysledky byly vyhodnocovany pomoci vytvoreni primérnych hodnot. Chybové tsecky byly
vytvoreny jako smérodatné odchylky pro vSechny zprimérované hodnoty. U amplitudovych
testl se také vyhodnocovala velikost linearni viskoelastické oblasti (LVO). Pro ziskani hodnot
LVO byly z linearni faze gratu vybrany pocatecni hodnoty amplitudovych oscilaci, které byly
zprumérovany. Dale se hledaly vychylky o pét a vice procent od téchto primérnych hodnot.
Z amplitudovych oscilaci se také vyhodnocovaly flow pointy, coz jsou hodnoty,
které odpovidaji dané hodnoté amplitudové oscilace v misté piekiizeni pamétového
a ztratového modulu. Flow point byl vzdy vyhodnocovan meéticim programem. Takto ziskané
hodnoty byly zprimérovany a byla vyhodnocena smérodatna odchylka.
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5 Vysledky a diskuze

5.1 Popis pripravenych hydrogeli

Pfi vytvareni stejné koncentrovanych hydrogela byl jejich nejvétsi vizualni rozdil v zakaleni
(obrazek 7). Cisty gellanovy hydrogel byl bez zakaleni, protoze ve své 3D struktufe nemél
zadné inkorporované cCastice. O néco vice zakaleny byl hydrogel s obsahem PO ¢astic

a nejvice zakaleny hydrogel byl ten, ktery obsahoval IPA Castice. Rozdil v zakaleni muze byt
zapti¢inén veét§Sim mnozstvim castic v hydrogelu.

Obrazek 7: Srovnani (zleva:) 2% gellanového hydrogelu s pridavkem PO Cdstic, 2% cistého Gellanu
a 2% hydrogelu s pridavkem IPA castic

5.2 Dynamicky rozptyl svétla

Velikost IPA vezikul byla méfena pomoci dynamického rozptylu svétla pfi vinové délce
633 nm. Z Graf 1 nize je vidét, ze velikost ¢astic se pohybovala od 78,8 nm do 141,8 nm,
Tyto hodnoty odpovidaji spravné piipravé. Dal§im faktorem, ktery potvrzuje spravnost
ptipravy, je &-potencial. Hodnota této veliCiny se vzdy pohybovala nad 30 mV. Velikost ¢astic
z PerOssalu nebyla méfena, ale podle méfeni z ¢lanku Rauschmanna a spol *' se piedpoklada,
ze se velikost pohybuje okolo 200 um.
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Graf 1: Zavislost intenzity rozptyleného zdreni na velikosti cdstic pro IPA Cdstice pro jednotlivé varky
pFipravované pro opakované méreni gelu

5.3 Reometrie

Metodou reometrie byly zkoumany vlastnosti vSech piipravenych hydrogelt. Prvni cil
navrhnutého meéfeni spocival v charakterizaci Cistého gellanového hydrogelu o raznych
koncentracich (1, 1,5 a 2%). VSechny pouzité gely (i s pfidavkem castic) byly pfipraveny tiikrat
pro potvrzeni opakovatelnosti vysledk. Méfeny vzorek byl u Cistych gellanovych hydrogela
odebiran vzdy v jedné sad® vzorkd z roznych mist. Uelem tohoto méfeni bylo zjistit,
zda lze ptipravou ovlivnit kvalitu, a predev§im méfené vlastnosti pfipravenych hydrogelt.
Z grafu 2 Ize vycist, ze zpusob piipravy neovlivilyje vlastnosti Cistého gellanového hydrogelu.
Vsechny hodnoty se pohybuji v rozmezi chybovych tusecek. Vzhledem k velikosti chybovych
usecek jsou pro prehlednost grafu ve zbytku prace vynechany.
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Graf 2: Zavislost viskoelastickych modulii na amplitudové oscilaci pro méveni ze t¥i riiznych priprav
a ze tri riiznych mist u 2% gellanového hydrogelu
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5.3.1 Frekvencni testy

Metodou reometrie byly taktéz ziskavany vysledky frekvencnich testd pro Cisté gellanové
hydrogely bez piidavku jakychkoliv ¢astic (graf 3). Frekvencni testy byly méfeny pro v§echny
koncentrace Cistych gellanovych hydrogela (1, 1,5 a 2%).
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Graf 3:Zavislost viskoelastickych modulii na frekvenci pro riizné koncentrace gellanovych hydrogelii

Z frekvencCnich testd lze fict, ze prubéh moduli u 1% Gellanu pfipomina spiSe chovani
viskoelastické pevné latky, zatimco u geld svys$i koncentraci je vykazovano chovani,
které je typické pro gely. Z tohoto divodu byly pro dal§i méfeni vybrany gely o vyssi
koncentraci nez 1 % obsahu Gellanu. Hodnoty ptivodné linearné rostouci kiivky pamétového
modulu pro 1% hydrogel pii vysSich frekvencich upadaji, coz fika, ze vazby tohoto gelu
se rozvolnily a pravdépodobné doslo k nevratné deformaci gelu. U ztratového modulu 1% gelu
tento trend nebyl pozorovan. U ostatnich kiivek jsou pozorované trendy
odpovidajici ocekavani. Oproti ostatnim koncentracim pfipravenych hydrogelt se kiivky
pamétového 1 ztratového modulu u 2% hydrogelu pohybuji v hodnotach okolo dvou az tii
tisic pascald. 1,5% hydrogel se svymi hodnotami viskoelastickych modula pohybuje nad 1%
hydrogelem a zaroveni pod 2% hydrogelem, coz spliiuje oCekavani. VSechny kiivky kromé
pamétového modulu 1% hydrogelu se vyznacuji spiSe konstantnim charakterem. Z tohoto
grafu se tedy da predpokladat, Ze pro dalsi méfeni je vyhodnéj$i se zaméfit na koncentrace
1,5% a 2% cCistych gellanovych hydrogelt oproti méne stabilnimu 1% hydrogelu.

5.3.2 Amplitudové testy

V dalsich kapitolach se budou probirat vysledky amplitudovych testd. Amplitudové testy
ukazuji, jak velkou zatéz 1ze na gely vyvinout, aby byly zachovany vlastnosti gelti a nezanikaly
vzniklé vazby mezi polymernimi vladkny. Pfi téchto testech byl vzorek aplikovan na méfici
desticku pfistroje nakrajenim nebo injekéné. U vSech méfeni byly pfistrojem vyhodnocovany
hodnoty LVO a flow pointd. Jejich piehled i s odchylkami je v tabulce 4 viz kapitola 5.3.3.
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5.3.2.1 Cisté gellanové hydrogely
Tato kapitola se bude zabyvat porovnanim pouze Cistych gellanovych hydrogelt
o hmotnostnich koncentracich Gellanu 1, 1,5 a 2 %.
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Graf 4: Zavislost viskoelastickych modulii na amplitudové oscilaci pro cisté gellanové hydrogely
o koncentracich 1, 1,5 a 2% Gellanu

Graf 4 popisuje, ze hodnoty viskoelastickych modulti u ¢istych hydrogelt se s rostoucim
mnozstvim Gellanu zvySuji — to stejné mizeme pozorovat u frekvencniho grafu (graf 3).
Tento trend poukazuje na to, Ze roste mnozstvi vazeb polymernich vlaken, a tedy 1 pevnost
a odolnost gelti se s rostoucim mnozstvim Gellanu zvétSuje. Zatimco ¢im méné Gellanu
vzorky obsahuji, tim vice se flow point posouva k vy§s§im procentim amplitudovych oscilaci.
Kwvili vysokym chybam nachazejicich se v ose x je velmi tézké v téchto hodnotach hledat
trend zavislosti. Pokud by se nefeSily hodnoty téchto odchylek, tak by bylo mozné pro
hodnoty LVO fict, ze se s rostoucim mnozstvim Gellanu zmenSuje velikost linearni
viskoelastické oblasti a u geld dochazi se zvySujici se amplitudovou oscilaci pozdéji
k poruseni vazeb (viz tabulka 4), ale protoze odchylky jsou velké nelze takto hodnoty
porovnavat. 1% gellanovy hydrogel ma velikost LVO 13,3+8,3 %, LVO 1,5% hydrogelu
je 6,942.0 % a 2% hydrogel ma hodnotu LVO 3,4+2,2 %. U flow pointi byl tento trend jiny —
s rostoucim obsahem Gellanu se hodnota flow pointu zvétSovala, tedy k tiplnému zniceni gelu
dochazelo pozdéji. Tedy da se fict, ze s rostoucim obsahem Gellanu zacind dfive dochéazet
k poruse vazeb, ale také se zvétSuje hodnota amplitudové oscilace, u které dochazi k uplnému
rozruSeni vazeb gelu a méni se na viskoelastickou kapalinu.

5.3.2.2 Kompozitni hydrogely
V této kapitole jsou porovnavany charakteristiky kompozitnich gelt s ptidavkem IPA nebo PO
Castic vuci Cistym gellanovym gelam.
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Graf 5:Zavislost viskoelastickych modulit na amplitudové oscilaci pro 1,5% hydrogely bez primési
castic, s PO casticemi a IPA casticemi

Graf 5 ukazuje, ze pridané cCastice do 1,5% gelt nijak extrémné neovliviiuji hodnoty
viskoelastickych moduld ani velikost LVO (nejvétsi LVO maji IPA gely — 9,7+5,0 %, poté PO
gely — 8,743,2 %, nejmensi hodnotu LVO ma4 Cisty gellanovy hydrogel — 6,94+2,0 %). Podobny
trend se tyka i flow pointt, kdy jedinym rozdilem je vyssi hodnota u PO gelu misto IPA gelu.
I pfes minimalni rozdily v grafu je vidét, ze Cisty gellanovy hydrogel (489 Pa) ma viskoelastické
moduly vétsi nez gely s &asticemi. Ciselné jde asi o 30 % vétsi hodnotu, neZ je naméfena
hodnota pro PO (350 Pa) a IPA hydrogel (321 Pa). Tento rozdil muze byt zapfiCinén

inkorporaci ¢astic do struktury hydrogelu. Tyto ¢astice oslabuji uzly v polymerni siti hydrogelu.
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Graf 6: Zavislost viskoelastickych modulii na amplitudové oscilaci pro 2% hydrogely, aplikace
nakrdjenim

U 2% gela je tomu jinak (graf 6). Prvnim vyraznym rozdilem oproti 1,5% gela je zvySeni
hodnot viskoelastickych modulti. Toto zvySeni hodnot je zapfi¢inéno vétsim mnozstvi Gellanu

24



ve vSech 2% gelech. Z grafu je také vidét, ze nejvyssi hodnoty ma gel s IPA Casticemi
(2 674 Pa), nasleduyje jej Cisty hydrogel (1 924 Pa) a neymensi hodnoty ma PO gel (1 804 Pa).
Hodnota LVO pro PO gel je 4,7+1,7 %, LVO IPA gelu ma hodnotu 3,6+1,4 % a LVO ¢istého
gellanového hydrogelu je 3,4+2.2 %.

5.3.3 Injektabilnost

V kapitole injektabilnost se fesi problematika injekéni aplikace pripravenych hydrogela.
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Graf 7: Zavislost viskoelastickych modulii na amplitudové oscilaci pro 1,5% gellanovy hydrogel

pri riznych aplikacich — injekcni aplikace, nakrdjeni

Z grafu 7 lze vycist, ze po pouziti injekéni stiikacky dochazi u 1,5% gellanovych hydrogela
ke snizeni hodnot viskoelastickych modula z péti set pascalti na sto pascalt. Aplikace injekci
nejspise porusi nékteré vazby v gelu, a proto poté tento gel snese mensi tlakové zatizeni.
Po aplikaci injekci se posunul flow point k niz§im amplitudovym oscilacim a hodnota LVO
se zvétSila (aplikace nafezanim — 6,9+2,0 % a aplikace injekci — 11,1423 %). Injekéné
aplikovany gel tedy vydrzi mensi tlakové zatizeni.
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Graf 8: Zavislost viskoelastickych modulii na amplitudové oscilaci pro 1,5% IPA hydrogel p¥i riiznych
aplikacich — injekcni aplikace, nakrdjeni
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U IPA gelt (graf 8) je situace obdobna jako u gellanovych hydrogelti bez piidavku Castic,
tedy vétsi hodnoty viskoelastickych modult vykazuje gel aplikovany nakrajenim,

zatimco injek¢ni aplikace hodnoty viskoelastickych modula snizuje. U IPA gelt je rozdil
hodnot viskoelastickych modulti riznych aplikaci mensi nez u gellanovych hydrogeli.
D4 se tedy fict, ze IPA vezikuly napomahaji zvySovat odolnost gelu pii injek¢ni aplikaci,
protoze se pravdépodobné chovaji jako plnidlo. I v piipadé IPA geld se hodnoty LVO
po injekeéni aplikaci zvySily (aplikace nafezanim — 9,7+5,0 %, injek¢ni aplikace — 15,1£5,9 %).
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Graf 9: Zavislost viskoelastickych modulit na amplitudové oscilaci pro 1,5% PO hydrogel pri riiznych
aplikacich — injekcni aplikace, nakrdjeni

U PO hydrogelt (graf 9) si lze vSimnout, ze hodnoty viskoelastickych modulli se oproti
predchozim dvéma typtim hydrogelu nezménily. Stale plati trend zmensSeni viskoelastickych
modulll pii injek¢ni aplikaci. Stejné€ jako u IPA gelli i zde mize dochazet pridavkem Castic
ke zpevnéni gelu pii injekéni aplikaci.

Stejné testy byly provedeny 1 pro 2% gely (graf 10, graf 11, graf 12). Hodnoty
viskoelastickych modulti se pohybuji v podobnych hodnotach pro vSechny tii typy gelt
(okolo dvou tisic pascal). Oproti 1,5% hydrogelu se opét hodnoty viskoelastickych modult
zvetSily. 1 zde se zdd pravdépodobné, Ze je to zapfi¢inéno vétSim mnozstvim vazeb
ve struktufe a pfi injek¢ni aplikaci zde hraji roli i pfidané Castice. U IPA gelu (graf 11)
1ze pozorovat malé zvyseni hodnot viskoelastickych modult oproti ostatnim dvéma typt gelu
pii stejné koncentraci Gellanu (2 %). Je mozné, ze IPA vezikuly se dokazou lépe ptizplisobit
a vytvori s Gellanem stabilngjsi sit s pevnéjsi vyztuhou. Hodnoty LVO se i u 2% gela
po injekéni aplikaci zvysily.
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Graf 10: Zavislost viskoelastickych modulit na amplitudové oscilaci pro 2% gellanovy hydrogel pri

riznych aplikacich — injekcni aplikace, nakrdjent
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Graf 11: Zavislost viskoelastickych modulit na amplitudové oscilaci pro 2% IPA hydrogel pfi riiznych

aplikacich — injekcni aplikace, nakrajent
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Graf 12: Zavislost viskoelastickych modulii na amplitudové oscilaci pro 2% PO hydrogel pri riiznych
aplikacich — injekcni aplikace, nakrdjeni

Nasledné byly porovnany vysledky vsech tii typu gelG dohromady v graf 13 pro 1,5%
koncentraci Gellanu a v graf 14 pro 2% koncentraci Gellanu. U 1,5% gelt se hodnoty
viskoelastickych modult pohybovaly od 50 do 170 pascalt, zatimco 2% gely mély tyto hodnoty
od 100 do 760 pascalt. Opét tedy lze fict, ze mnozstvi Gellanu a s tim spojené mnozstvi vazeb
ovliviiuje stabilitu a odolnost pfipraveného gelu. Co se tyka inkorporovanych ¢astic, zde
se u ruznych koncentraci odolnost méni. U 1,5% gelll je stabilngjsi injekcné aplikovany
PO gel, zatimco u 2% gelt se jevi odolnéjsi IPA gel. Je mozné, ze u 1,5% gelt je méné
gellanovych vazeb, a tedy vét§i PO cCastice se do struktury zacleni a vytvoti lep§i vyztuhu,
nez men$i IPA cCastice. U 2% gellanovych hydrogelt je tomu jinak — vétsi poCet vazebnych
uzla vytvaii mensi oka a Iépe se inkorporuji Castice IPA nez Castice PO.
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Graf 13: Zavislost viskoelastickych moduliit na amplitudové oscilaci pro 1,5% hydrogely pri injekcni
aplikaci
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Graf 14: Zavislost viskoelastickych modulii na amplitudové oscilaci pro 2% hydrogely pri injekcni
aplikaci

Tabulka 4 ukazuje vSechny pramérné hodnoty flow pointd a LVO. Gely jsou rozdéleny podle
koncentrace Gellanu a obsahu castic, poté taky podle zptsobu aplikace. Jak jiz bylo zminéno
vySe, nebyly pfipravovany gely s ¢asticemi o 1% obsahu Gellanu, proto nejsou u této
koncentrace uvedeny zadné hodnoty. Tyto hodnoty jsou vice komentované v kazdé prislusné
kapitole.
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Tabulka 4: Priumérné hodnoty LVO s odchylkami pro vSechny typy gelii a riizné aplikace

Druh gelu Aplikace fﬁp‘ﬁfu%‘;”(% B LVO (%)
1% C&isty Gellan 117,5+50.5 13,3483
1% IPA gel nafezani - -
1% PO gel - -
1% cisty Gellan 67,9+25.6 9,7+2.3
1% IPA gel injekce - -
1% PO gel - -
1,5% &isty Gellan 159,3+£53.9 6,9+2.0
1,5% IPA gel nafezani 257,7+63,0 9,7£5,0
1,5% PO gel 274,6+58.1 8,7432
1,5% &isty Gellan 67,9£25.6 11,1£2,3
1,5% IPA gel injekce 210,4+28 4 15,1+5,9
1,5% PO gel 198,8+29.6 12,8+3,5
2% &isty Gellan 167,6£91,2 3,4422
2% IPA gel nafezani 259,4+45,1 3,614
2% PO gel 221,2462,7 4,7+1.7
2% &isty Gellan 142,3+13.8 9,842.3
2% IPA gel injekce 151,4+17.,5 9,6+4,2
2% PO gel 153,1£21,7 10,0£2,6
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6 Zavér

Cilem této bakalaiské praci bylo pfipravit resersi na téma kompozitnich hydrogelt a na zakladé
ptipravené reserSe vytvorit modelovy kompozitni hydrogel. Tento hydrogel musel byt nasledné
charakterizovan pfedevsim pomoci reologie. Jako zaklad hydrogelu byl vybran Gellan a jako
Castice k inkorporaci byly vybrany dva typy — koloidni Castice podobné fosfolipidim (IPA
vezikuly) a pevné anorganické Castice (PO castice slozené z hydroxyapatitu a siranu
vapenatého) z rozpadené pelety 1éciva PerOssal.

Prvnim ukolem praktické Casti této bakalaiské prace bylo charakterizovat Cisty gellanovy
hydrogel o riznych hmotnostnich koncentracich Gellanu (1, 1,5 a 2%). Charakterizace vychazi
z frekvencnich a amplitudovych testd. Z frekvencniho testu bylo zjisténo, ze 2% i 1,5%
gellanovy hydrogel odpovida vlastnostem gelu, tedy ze kiivky pamétového 1 ztratového
modulu jsou konstantni pii ruznych frekvencich. U 1% gellanového hydrogelu byly
vykazovany vlastnosti spiSe viskoelastické kapaliny nez gelu — kiivka pamét'ového modulu jiz
nebyla konstantni, ale pfi vyssich frekvencich zacaly hodnoty viskoelastickych modula klesat.
Dale byly méfeny amplitudové testy, které ukéazaly, ze s rostoucim mnozstvim Gellanu roste
i odolnost gelu a stim i hodnoty viskoelastickych modult. Pro dal§i vyhodnocovani
amplitudovych testi bylo zapotiebi potvrdit, ze pfiprava vzorkli neovliviiuje jejich dalsi
vlastnosti. To bylo provedeno piipravou tii sad vzorkd a jejich méfeni probihalo odbérem
vzorku z jeho raznych mist. Vysledky potvrdily homogenni pfipravu vzorkd,
a tedy pro nasledujici vyhodnocovani mohly byt zanedbané chybové usecky.

Druhym tkolem bylo vytvorfit kompozitni hydrogely z riznych ¢astic. Nejprve byly zkoumany
hydrogely s PO c¢asticemi. PO Castice jsou smési ¢astic hydroxyapatitu a siranu vapenatého.
Poslednim zkoumanym typem byl hydrogel s ptidavkem IPA vezikul, kdy pomoci metody DL S
byla zkoumana velikost inkorporovanych IPA vezikul. Velikost IPA ¢astic se pohybuje v fadu
nanometrt a PO castice v fadu mikrometria. Oba typy gelt byly pfipravovany o hmotnostni
koncentraci Gellanu pouze 1,5% a 2%. Z vysledka amplitudovych testi pro 1,5% gely lze fict,
ze pridavek castic nevykazoval zadné zmény v charakteristice gelti oproti gelim bez Castic.
U 2% geli bylo pozorovano zvySeni hodnot viskoelastickych moduli. Toto zvySeni
je spise zapfi¢inéno mnozstvim Gellanu nez ptfidavkem castic.

Mezi dalsi fesené problematiky se také radi zptisob aplikace vzorku na méfici desticku. Do této
casti bakalarské prace byly vzorky aplikovany nakrajenim, dale se provadélo méfeni pomoci
injek¢ni strikacky a tyto dvé metody aplikace byly néasledné porovnavany. Vysledky by bylo
mozné v tomto piipade zobecnit a fict, ze pfi aplikaci injekeni stfikackou dochazi k vyvinuti
napéti na strukturu gelu, a tedy hodnoty viskoelastickych modull jsou mensi nez u aplikace
nakrajenim. U IPA gela se na zakladé vysledka da fict, ze IPA Castice napomahaji odolnosti
gelt pfi injekéni aplikaci, protoze hodnoty viskoelastickych modulti neklesly tolik jako
u Cistych gellanovych hydrogela. Je mozné, Ze se tyto Castice chovaji jako plnidlo. To stejné
by se dalo fict u PO geli. U 1,5% gelt se projevuje stabilnéji PO gel, zatimco u 2% gela
je to IPA gel. Je mozné predpokladat, ze u 1,5% Gellant je ve struktufe méneé uzli a tedy vetsi
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prostor mezi oky, coz by mohlo vyhovovat vétsim Casticim z PerOssalu. U 2% hydrogela
je naopak mozné, Ze s rostoucim mnozstvim Gellanu roste i poCet vazebnych uzlti a misto mezi
témito uzly je mensi, coz vyhovuje IPA vezikulam, které maji velikost okolo 100 nm.

Vysledky lze shrnout tak, ze pfidavek Castic ma minimalni vliv na vlastnosti pfipravenych
hydrogelli. Pfinosnym zjisténim mize byt to, ze injekcni aplikace sice snizuje hodnoty
viskoelastickych moduld, ale pfidané castice pravdépodobné napomahaji stabilizaci takto
aplikovanych gelt. Mezi dalsi dialezita zjisténi se muze fadit také zavislost mezi mnozstvim
Gellanu v gelu a hodnotami viskoelastickych modult, které s pifidavkem Gellanu rostou.
Navazujici prace by se mohla zabyvat dalSimi reologickymi testy, pfipadné upravit podminky
jiz provadénych testi. Dalsi obménou miiZe byt také jiny druh inkorporovanych cCastic.
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8 Seznam pouzitych zkratek a symboli

8.1 Seznam pouzitych zkratek

PHEMA
PVA
PEG
pNIPAAm
IPA
CTAB
SDS
DODAC
HA

PO

DLS
LVO

8.2 Seznam pouzitych symboli

poly(2-hydroxyethylmethakrylatu)
polyvinylalkohol
polyethylenglykol
poly(N-isopropylakrylamidu

ion pair amphiphile
cetyltrimethylamonium bromid
dodecylsulfat sodny
dimethyldi-n-octadecylammonium chlorid
hydroxyapatitové Castice

Castice ziskané z peleti PerOssalu
dynamicky rozptyl svétla

linearni viskoelasticka oblast

diftizni koeficient

Boltzmannova konstanta

termodynamicka teplota

koeficient tieni

viskozita média

hydrodynamicky polomér kulové struktury
tecné napéeti

rychlost toku

gradient rychlosti

dynamicka viskozita
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