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ABSTRAKT

Tato diplomova prace je zaméfena na vyvoj materialti na bazi oxidovaného derivatu kyseliny
hyaluronové (HA-Ox) zesiténého pomoci bifunkéniho alkoxyaminu POA. Hydrogely byly
studovany jako potencialni matrice pro fizené uvoliiovani biologickych 1é¢iv. Za timto ucelem
byly ptipraveny hydrogely s obsahem hovéziho sérového albuminu (BSA) jako model aktivni
latky. Vlastnosti hydrogelt byly ovliviiovany koncentraci derivatu (10 mg/ml, 20 mg/ml
a 30 mg/ml). V prvni Casti prace byly u pfipravenych hydrogeld hodnoceny viskoelastické
vlastnosti, bobtnavost a obsah suSiny. SuSina vychoziho derivatu hyaluronanu a hmotnost
polymerni sité v hydrogelech byla stanovena gravimetricky a pomoci TGA (ve vSech ptipadech
okolo 80 hm.%). Rozdil hmotnosti polymeru obsazeného v hydrogelech pfed a po botnani
prokazal, ze béhem botnani dochazi k vyplavovani nezesiténého solu z hydrogelu (okolo
10 az 20 hm.%). U hydrogela o koncentraci 10 mg/ml kvtili tomuto jevu dochazi k odbotnavani
hydrogeld, zatimco jejich koncentrovan€jsi analogy i po odplaveni solu botnaji. Velikosti
elastickych modula potfebné pro vypocet ok polymerni sité byly zjistény pomoci reologickych
meéteni (amplitudovy a frekvencni test). Samotna velikost ok polymerni sité byla pocitana
pomoci dvou bézné uzivanych teorii: Teorie rovnovazného botnani (TRB) a Teorie kaucukové
elasticity (TKE). Velikost ok u gelti bez BSA o koncentraci derivatu 10 az 30 mg/ml byla podle
TRB stanovena na 347 + 29 nm, 319 £+ 15 nm, 295 + 6 nm a podle TKE 345 4+ 30 nm, 308 + 14
nm, 268 + 5 nm. Pro hydrogely s BSA byly zjistény velikosti ok polymerni sité podle TRB
373+ 34 nm, 307 = 11 nm, 281 + 7 nm a podle TKE 372 + 32 nm, 297 + 11 nm, 258 + 6 nm.
Velikost ok polymerni sité klesa s vys§i koncentraci derivatu. V druhé casti prace bylo
sledovano uvolfiovani modelové aktivni latky BSA  spektrofotometricky pomoci
fluorescen¢niho znaceni. Pouzitim Korsmeyer-Peppasova modelu bylo zjisténo, ze u vSech tii
pouzitych koncentraci derivatu je primarnim mechanismem uvoliovani difuze.

KLiICOVA SLOVA
hydrogel, oxidovany derivat HA, fizené uvolfiovani 1éCiv, velikost ok polymerni sité,
Korsmeyer-Peppastv model



ABSTRACT

This diploma thesis is focused on the development of materials based on oxidized hyaluronic
acid derivative (HA-Ox) crosslinked using bifunctional alkoxyamine POA. Hydrogels have
been studied as potential matrices for the controlled release of biological drugs. For this
purpose, hydrogels containing bovine serum albumin (BSA) as model of the active substances
were prepared. The properties of the hydrogels were affected by the concentration of the
derivative (10 mg/ ml, 20 mg / ml and 30 mg / ml). In the first part of the work, the viscoelastic
properties, swelling and dry matter content of the prepared hydrogels were evaluated. The dry
matter of the starting hyaluronan derivative and the weight of the polymer network in the
hydrogels were determined gravimetrically and by TGA (in all cases about 80% w/w). The
difference in weight of the polymer contained in the hydrogels before and after swelling showed
that the non-crosslinked sol leaches out of the hydrogel during swelling (about 10-20% w/w).
Due to this phenomenon, hydrogels with a concentration of 10 mg / ml are depleted of
hydrogels, while their more concentrated analogues swell even after the sol has washed off. The
sizes of elastic moduli needed to calculate the mesh of the polymer network were determined
using rheological measurements (amplitude and frequency test). The mesh size of the polymer
network itself is calculated using two commonly used theories: Equilibrium Swelling Theory
(EST) and Rubber Elasticity Theory (RET). The mesh size of BSA-free gels with a derivative
concentration of 10 to 30 mg/ml was determined according to EST to 347 + 29 nm, 319 + 15
nm, 295 + 6 nm and according to RET345 + 30 nm, 308 + 14 nm, 268 £+ 5 nm. For hydrogels
with BSA, the mesh sizes of the polymer network were determined according to EST 373 + 34
nm, 307 + 11 nm, 281 + 7 nm and according to RET 372 = 32 nm, 297 + 11 nm, 258 = 6 nm.
The mesh size of the polymer network decreases with higher derivative concentration. In the
second part of the work, the release of the model active substance BSA was monitored
spectrophotometrically using fluorescent labeling. Using the Korsmeyer-Peppas model, it was
found that diffusion release is the primary mechanism.
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1 UvVOD

Makromolekularni gely jsou jiz fadu let vyuzivany jako biomaterialy v oblasti vyvoje
prostfedkll pro regenerativni medicinu a tkanové inzenyrstvi. V poslednich letech roste zajem
o jejich mozné pouziti jako implantovatelnych systéma pro fizené uvolniovani 1éCiv. Gely
jejichz zaklad je tvoren kovalentné zesiténymi derivaty hyaluronanu lze diky jejich vynikajici
biokompatibilité vyuzit jako matrice uvoliujici 1éCiva pfimo v tkani poskozené patologickym
stavem nebo v jeji bezprostredni blizkosti.

Diplomova prace bude vénovana vyvoji polymernich matric pro fizené uvoliiovani 1é¢iv
pfipravenych z kovalentné zesiténych derivatd hyaluronanu. Budou hodnoceny zakladni
parametry pfipravenych gelt (viskoelastické vlastnosti, botnavost, obsah susiny) a vliv zptisobu
ptipravy hydrogelu na velikost ok polymerni sité respektive na rychlost uvoliiovani 1éCiv.

Jako vychozi materidl bude vyuzit oxidovany derivat kyseliny hyaluronové (HA-Ox),
ze kterého lze pomoci reakce s vhodnymi vicefunkénimi €inidly pfipravit 3D polymerni sit.
Reakce probihaji za fyziologickych podminek a je mozné je provadét v pritomnosti
biologického materialu in vivo (buriky, tkanové Stepy apod.) i pfimo v zivé tkani (in sifu), aniz
by doslo k jejimu poSkozeni. Mirné podminky sitovacich reakci rovnéz umoziuji inkorporaci
1éciv biologického puvodu (protilatky, rastové faktory, cytokiny — tzv. biofarmaceutika)
do struktury hydrogelu pti zachovani biologické aktivity 1éciva [1; 2; 3].



2 TEORETICKA CAST

2.1 Hydrogely

Gely jsou zvlastnim typem koloidni disperze, kde je spojité nejen disperzni prostiedi, ale
i disperzni podil. Termin ,,gel“ 1ze pouzit pro materialy rizného ptivodu (polymerni gely, gely
lyofobnich sold, anorganické gely). V této praci se budeme zabyvat makromolekularnimi gely,
jejichz disperzni podil je tvofen makroskopickou polymerni siti. Takovy material oznacujeme
v solvatovaném stavu jako lyogel. Je-1i jako rozpoustédlo pouzita voda, mtze byt pouzit termin
hydrogel. Jeho vysuSenim lze ziskat xerogel. Makromolekularni gely (nebo téz polymerni gely)
byvaji oznacovany jako reversibilni, protoze je po jejich vysuseni lze znovu obnovit botnanim
xerogelu (viz kapitola 2.1.3) [4; 5].

2.1.1 Typy hydrogela

Hydrogely lze rozdélit podle riznych kritérii — charakteru uzlovych spojt, chemického slozeni
a pavodu vychozich polymert, naboje polymerniho fetézce, odbouratelnosti v biologickém
prostedi apod. Dal§i mozna déleni jsou naznacena na Obr. 1 [6; 7].

Neiontové Kationtové Aniontové Amfoterni
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Obr. 1 Klasifikace hydrogelil [8]

2.1.1.1 Fyzikdlni a chemické gely

Podle zpusobu sitovani lze gely rozliSit na fyzikalni gely, kdy jsou jednotlivé Castice
disperzniho prostiedi drzeny pohromadé nekovaletnimi interakcemi, jako jsou napiiklad
vodikové mustky nebo hydrofobni interakce. Miize také dochazet k fyzickému propleteni



fetézcl a vzniku tzv. zapleteniny. Na vzniku chemicky sitovanych hydrogelt se podili
podstatné silnéjsi kovalentni vazby (viz kapitola 2.1.2) [4; 5].

2.1.1.2  Hydrogely prirodniho a syntetického pitvodu

Polymery syntetického pivodu maji Sirokou skalu fyzikalné-chemickych vlastnosti a jsou
dobfe dostupné. Nevyhodou je moznad pfitomnost toxickych residui z vyroby. Synteticky
polymer, jako kazda latka t€lu cizi, mize vyvolat imunitni reakci. Mezi znamé a v souCasné
dobé hojné vyuzivané syntetické polymery patii polyethylenglykol (PEG) ¢i jeho kopolymery,
polyvinylalkohol, polyakrylova a polymethakrylova kyselina apod. [9; 10].

Polymery pfirodniho pavodu (biopolymery), které lze vyuzit pro pfipravu hydrogeli mohou
byt bilkovinného charakteru (napf. kolagen a jeho derivaty, fibrinogen), polysacharidy
(celuloza a jeji derivaty, alginat, agardza, chitosanu, hyaluronan), popfipadé i nukleové
kyseliny. Jejich vyhoda je biodegradabilita. U biopolymert zivoc¢i§ného puvodu je moznou
vyhodou schopnost interagovat s buiikami tkani, a ovliviiovat jejich metabolismus, proliferaci,
apod [7; 11].

Vyhody a nevyhody biomaterialti neni mozné zobecnovat. Volba materialu by méla vychazet
z potteb konkrétni aplikace. Pfislusné vlastnosti lze dale ovlivnit vytvorenim vhodného
derivatu daného polymeru [11; 12].

2.1.1.3 lontovy charakter gelii

Podle charakteru polymerniho fetézce l1ze gely délit na ionogenni a neionogenni. Ionogenni
hydrogely jsou tvoreny fetézci zesiténych polyelektrolyti. Nositelem naboje jsou vétSinou
disociované funk¢ni skupiny. V pfipad€ polyanionti se jedna napi. o soli karboxylovych
kyselin, soli sulfonovych kyselin nebo fosfaty. Polykationty ve své struktute obsahuji vétsinou
bazické skupiny zejména aminy. Amfoterni polymery pak nesou oba typy skupin v riizném
zastoupeni [8].

2.1.2 Vznik a stabilita gelu

Gely vznikaji procesem zvanym gelace, kdy dojde k tvofeni trojrozmérné sité prostupujici
celym disperznim prostiedi. Kovalentni gely mohou vznikat zesiténim linearniho polymeru,
ato bud’ reakcemi mezi aktivovanymi funkcénimi skupiny polymernich fetézcd, nebo se
k vytvoreni pficnych vazeb mezi polymernimi fetézci vyuzivaji vicefunkéni sitovaci €inidla.
Dalsi moznosti vzniku kovalentné zesiténych gell je sitovaci polymerace probihajici jako
kopolymerace dvoj a vice funk¢nich nizkomolekularnich monomerd (napf. pfiprava
polyakrylatovych hydrogelt). Fyzikalné sitované gely vznikaji z roztokl polymera tak,
ze pusobenim fyzikalnich sil dochazi k interakci mezi Gseky ptivodné volnych polymernich
fetézcu. Takto vzniklé atvary poté plni funkci uzlovych oblasti [4; 8].

Pevnost vazby v uzlovych bodech polymerni sité urcuje i jeji stabilitu napt. béhem botnéni.
V piipadé kovalentné zesiténych geld je trojrozméma sit v nadbytku rozpoustédla schopna
pohlcovat rozpoustédlo a zvétSovat sviij objem, a to az do doby, kdy je rozdil parcialnich tlakt
mezi polymerni fazi a rozpoustédlem kompenzovan napétim polymerni sité€ (viz 2.2.1). Takové
gely oznacujeme jako omezené botnajici. Naopak gely, jejichz polymerni sité obsahuji uzlové
body tvorené relativné slabsimi fyzikalnimi interakcemi mohou botnat neomezen€. V nadbytku
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rozpoustédla postupné dochazi k zaniku uzlovych bodi, uvoliovani fetézci polymeru
do roztoku a k rozruseni struktury gelu [4].

I v ptipadé€ kovalentné zesiténych gelti mize dojit k rozruseni struktury gelu. Tento proces vcas
probiha jen v piipadé, kdy dojde k degradaci polymernich fetézci tvoticich sitovitou strukturu
gelu, nebo chemickych vazeb tvoficich uzlové body polymerni sité [4].

2.1.3 Botnani

Botnani je proces, pfi kterém dochazi k transportu molekul rozpoustédla dovnitf polymerni sité.
Tim dochazi ke zvySovani objemu a hmotnosti hydrogelu. Zaroveni muze dochazet k prechodu
latek (napf. biofarmaceutik) piivodné poutanych uvniti gelu do roztoku, coz je jeden z principa
fizeného uvolfiovani a predpokladu teorie rovnovazného botnani (viz kapitola 2.2.1). Pokud Ize
u daného hydrogelu dosahnout rovnovazného stavu, kdy se jiz stupeni nabotnani neméni,
hovorime o omezeném botnani [4; 13].

Chemicka struktura polymeru a jeho interakce s okolnim rozpoustédlem muze botnani také
vyznamn€ ovlivnit. Hydrogely s hydrofobnimi skupinami budou botnat mnohem méné
ve srovnani s hydrogely obsahujicimi hydrofilni skupiny [14; 15].

Dalsim dulezitym parametrem, ktery ovliviiuje rychlost botnani, je teplota. S vyssi teplotou
dochazi ke zvySeni intenzity tepelného pohybu a tim 1 rychlejsSimu botnani [4; 15].

Mirou botnani hydrogelu je koeficient nabotnani Q, ktery 1ze stanovit jednoduse gravimetricky.
Vzorec pro vypocet je uveden v kapitole 2.2.1.

2.1.4 Mechanické vlastnosti hydrogelu

V souvislosti s hydrogely se hovoti o tzv. viskoelasticité. Viskoelastické chovani znamena,
ze se hydrogely chovaji castecné jako viskozni kapaliny diky kapalnému disperznimu prostiedi
a ¢astecné jako elasticka télesa, kdy je material schopen odolavat namahani a po ukonceni
pusobeni se navratit do pavodniho stavu. Tuto pruznou deformaci popisuje Hooklv zakon,
ktery tika, ze normalové napéti o je pfimo umérné relativni deformaci ¢ a Youngovu modulu
pruznosti v tahu E (1):

g=¢"-F (D)
Elasticita v tomto kontextu neodkazuje na to, zda je material , roztazitelny* ¢i nikoliv, ale zda
se vrati do svého ptivodniho tvaru, kdyz na néj prestane dana sila pasobit. U hydrogelt je vSak
tato schopnost omezena do bodu, ktery se oznacuje jako kritické napéti. Po jeho pfekroceni
dochazi k nevratné deformaci [4; 5; 16].

Rozdil mezi elastickym a viskdznim materidlem je v zasadé€ v tom, zda deformace dosahne
limitu nebo se neustale zvySuje v reakci na konstantni napéti. Idealni viskozni material méni
deformaci timéme dobe¢, po kterou pisobi napéti [16].

Viskoelastické vlastnosti hydrogelli 1ze urcit pomoci rotacniho reometru vyuzitim oscilacnich
testll. Rotacni reometr se sklada z dolni Casti (stator), kam je umistén vzorek a horni oscilujici
Casti (rotor). Nastavec muze bud’ oscilovat s proménlivou amplitudou deformace, kdy zistava
frekvence kmita stejna (amplitudovy test) nebo se naopak muze meénit frekvence se stejnou
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amplitudou deformace (frekvencni test). V obou pfipadech se na vzorek aplikuje oscilacni
napéti a méfi se vysledna deformace [17; 18].

Odezva materialu je vyjadiena dvéma viskoelastickymi moduly. Elasticky modul G' je mirou
vnitini energie ve vzorku, ktery je namahan. Po odstranéni vlozeného napéti je tato energie
vyuzita k navratu do ptivodniho stavu. Oproti tomu viskdzni modul G" popisuje miru energie,
kterd je béhem namahani pfeménéna a disipovana. Amplitudovym testem lze urcit oblast
linearni viskoelasticity (LVO), kdy jsou oba moduly konstantni (viz Obr. 2).

Typicky prubéh deformace gelli pii amplitudovém meéfeni je uveden na Obr. 2. V z6né 1 se
pred dosazenim maxima kiivky pro G" vyskytuji v materialu pouze mikrotrhliny. Zde stale plati
G' > G" (pevné skupenstvi). Po pfekroCeni maxima se v zoén¢ 2 dochazi ke zkiizeni obou
modult (G'= G") a nevratné deformaci; poté plati G" > G'[19].

Mez kluzu 7y je hodnota smykového napéti (nebo deformace) na hranici oblasti LVO. Tento
bod se také nazyva mez linearity. Mez toku 7r je hodnota smykového napéti v bodé kiizeni
viskoelastickych moduli. Obé hodnoty jsou zavislé na podminkach méfeni, napiiklad
na prednastavené uhlové frekvenci [19].

A

=
<

Ig G'

Ig G"

LVO 9 y

Obr. 2 Zavislost velikosti viskoelastickych modulilt na napéti [19]

Vztah mezi moduly popisuje ztratovy uhel 0 (2). Dokonale elastické materialy maji ztratovy
uhel roven nule a viskdzni 90°. Hydrogely maji nizké hodnoty viskézniho modulu oproti
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elastickému, a tedy i malé ztratového uhlu a svym chovanim se tak blizi spiSe elastickym
télesam [20].
12

tand = —
G' )

2.2 Strukturni analyza hydrogelu

Hydrogely v dnesni dobé ziskavaji ¢im dal vice pozornosti v oblasti vyvoje systému pro fizené
uvolniovani aktivnich latek a maji ¢etné potencialni aplikace. Jakozto trojrozmérné polymerni
sité, které jsou schopné nasavat velké mnozstvi vody (pfipadné 1 jiné kapaliny jako je
fyziologicky roztok nebo plazma) se do znacné miry podobaji biologickym tkanim. Do jejich
sit€ 1ze zabudovat aktivni latku, ktera se z gelu mize postupné uvoliiovat a tim lze docilit
presnéjsiho cileni 1é¢iv a vyhnout se tak poSkozeni zdravé tkan€. Uvolnovani je ovliviiovano
strukturu polymerni sité, a proto je vhodné matrici charakterizovat [8; 14].

Analyza struktury hydrogelové sité je zalozena na dvou zakladnich teorii. Prvni z nich je teorie
rovnovazného bobtnani nazyvana také jako Flory-Rehnerova teorie a druha je Teorie gumové
elasticity. Jednim z nejdulezitéjsich parametrti pouzitych pro charakterizaci struktury sit€ jsou
objemovy zlomek polymeru v rovnovazném nabobtnalém stavu v, g, molekulova hmotnost
mezi dvéma sousednimi pfi¢nymi vazbami (M.) a linearni vzdalenost mezi dvéma sousednimi
pri¢nymi vazbami tzv. velikost ok polymerni sité (mesh size) ($) [21].

2.2.1 Teorie rovnovazného botnani

Plivodni Flory-Rehnerova teorie je zalozena na predpokladu, Ze na neutralni polymerni gel
ponofeny do rozpoustédla pasobi dvé protichidné sily. Hnaci silou procesu botnani je hlavné
entalpicky charakter. Jak se objem sit€¢ zvétSuje, fet€zce se natahuji, coz naopak zpusobuje
pokles entropie, protoze natazena konformace fetézcli je méné pravdépodobna. Mira
kompatibility polymeru s rozpoustédlem je obvykle vyjadifena pomoci interakéniho
parametru y. V rovnovaze jsou tyto dvé sily stejné. Totéz plati pro chemicky potencial
rozpoustédla uvnitt a vné gelu [14; 21].

Peppas a Merrill [14] upravili pivodni Flory-Rehnerovu teorii pro hydrogely piipravené
v pritomnosti vody. Pro vypocet M. je mozné pouzit nasledujici rovnici (3) [14]:

1 2 v(n(1—vye) +Vos+ X Vas?)

M. M, 1

Vz,s 3 _ Vz,s
Vivar (Vz,r) (Z'Vz,r)
kde

M, je primérna molekulova hmotnost monomeru,

3)

v je specificky objem polymeru;
V, s je objemovy zlomek polymeru v rovnovazném nabotnalém stavu;
V, ¢ e objemovy zlomek polymeru ve zralém stavu (24 h po pripravé pied botnanim);

x je interak¢ni parametr pro polymer-rozpoustédlo;
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V; je molarni objem rozpoustédla.

Objemovy zlomek polymeru v rovnovazném nabotnalém stavu a po 24hodinovém zrani 1ze
vypocitat na zakladé Marsana [22]:

Ps

-1
)
Vor = (1 +22 (Qur - 1))

-1
Vs = (1 + Pe. (Qus — 1)) “4)

Ps

kde

Pp € hustota suchého polymeru;

Ps je hustota rozpoustédla;

Qw s je koeficient nabotnani v rovnovaze,

Qw r je koeficient nabotnani po zrani hydrogelu;

Qm s a Qv je mozné vypocitat z rovnice (6) a (7):

= —S 6)
QM,s d (

= —r 7)
QM,r d (

kde

mg hmotnost hydrogelu v rovnovazném nabotnalém stavu;
m, hmotnost hydrogelu po 24hodinovém zrant;

mgy hmotnost xerogelu.

2.2.2 Teorie gumové elasticity

Hydrogely se ve svou schopnosti pruzné reagovat na aplikované napéti podobaji pfirodnim
kauc¢ukiim. Hydrogel vystaveny deformaci mensi nez 20 % se rychle vraci do ptivodniho tvaru.
Tohoto elastického chovani 1ze vyuzit k objasnéni jejich struktury vyuzitim teorie kaucukové
elasticity puvodné vyvinuté Treloarem a Florym pro vulkanizované kaucuky a modifikované
pro polymery samotnym Florym. Pavodni teorie v§ak neni platna pro hydrogely pifipravené
v piitomnosti rozpoustédla. Upravu pro takovéto hydrogely vytvofil Silliman a pozd&ji Peppas
s Merrillem [14; 21].

Molekulovou hmotnost mezi dvéma soudnimi pficnymi vazbami tak lze vypocitat pomoci
parametra ziskanych méfenim viskoelasticky vlastnosti (8) [14]:

1
RT 2M 1\ [vy6\3
T = Pp (1— C)(a——) 2 ®)
Mc Mn az VZ,r
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kde
T je smykové napéti pusobici na vzorek;

R je univerzalni plynova konstanta;
T je absolutni teplota pfi které experiment probihal;
a je pomér prodlouzenti.

Vztahy mezi smykovym napétim () a smykovym modulem (G) jsou shrnuty v nésledujici
rovnici (9) pfevzaté od Ansetha a spol. [23]
T=0G (a — i) ©)
- 2
a
Nahrazenim 7 pomoci G v rovnici (10), dostaneme vztah pro vypocet M.:
1
ppRT (E)g

Vor
M. =

(10)
G+

1
2p,RT (V2'5)§
Mn Vz,r

2.3 Vypocet mesh size

Velikost biofarmaceutik se stejné jako velikost ok pohybuje v nanometrech, takze co
nejpresnéjsi zjisténi této velikosti je jedna ze zasadnich informaci pro uréeni, zda dana latka
bude v matrici zadrzena, ¢i se z ni uvolni [23].

Pouhé 1 % praci tykajicich se hydrogelti se zaméfuje také na matematické modelovani. Pfitom
spravné navrzeny model dokaze usetiit material i Cas straveny v laboratofi [13].

Hodnota velikosti ok hydrogelové sit€¢ se vétSinou pohybuje v rozmezi 5-500 nm a nelze ji
detekovat pomoci zobrazovacich technik, ale mize byt vypoctena pomoci nasledujici rovnice
[14]:

1
2C,M.\Z
) (11)

1
= 3
f lVZ,s ( Mr

kde

[ je délka vazby podél kostry polymeru,

V, s je objemovy zlomek polymer v rovnovazném nabotnalém stavu;

Cy, je Floryho charakteristicky pomér pro HA;

M, je molekulova hmotnost disacharidové jednotky;

M. je molekulova hmotnost mezi dvéma sousednimi pficnymi vazbami.

Na Obr. 3 jsou nékteré parametry hydrogelu znazornény.
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Obr. 3 Parametry potiebné pro charakterizaci struktury a viastnosti hydrogelii [13]

Nejcasteji se k vypoctu vzdalenosti ok polymerni sité¢ v hydrogelech pouziva vyse uvedena
Teorie rovnovazného botnani a kaucukové elasticity, ze kterych lze ziskat hodnotu M.. Existuje
vSak jen malo praci, které tyto teorie porovnavaji mezi sebou. Rehmann et al. nejenze tyto teorie
porovnava, ale zaroven ovéetuje 1 ovliviiovani uvoltiovani modelovych biofarmaceutik. Ve své
praci vyuziva hydrogely na bazi PEG a k hodnoceni uvolfiovani byl pouzit koktejl levnych
proteina [23].

Jednou z komplikaci pii predikci uvolfiovani je fakt, ze vypocitana velikost ok je primérna
vlastnost, ktera obvykle nezohlediiuje ucinky vétsich port a defektd v polymerni siti na rychlost
ovliviiovani. Tyto vétsi pory pfitom mohou predstavovat klicovou cestu pro uvolnéni vétsich
biofarmaceutik, které by jinak ztstaly zadrzeny uvniti hydrogelu. Je proto vhodné matematicky
model doplnit experimentem, ktery by mél byt snadno proveditelny a cenové nenarocny [23].

K vypoctu velikosti ok lze pouzit naptiklad 1 Mackintoshovu teorii, nuklearni magnetickou
rezonanci, maly thel rentgenového rozptylu, maly uhel neutronového rozptylu apod. [23].

2.4 Mechanismy uvoliovani 1é¢iv z polymerni matrice

Jedna z nejdulezit€jSich a nejnarocnéjsich oblasti pfi vyzkumu fizeného uvoliiovani 1éciv je
predpovédét uvolfiovani aktivni latky jako funkci c¢asu, s vyuzitim jednoduchych
i sofistikovanych matematickych modeli. Aby bylo mozné navrhnout konkrétni uvoliovaci
mechanismus, jsou experimentalni data srovnavana s feSenim teoretického modelu [14].

Pti uvoliovani aktivni latky z hydrogelu se uplatiiuje cela fada fyzikalni i chemickych procesu.
Mezi ty dominujici patii vnéjsi a vnitini diftize, desorpce a chemické reakce. Navic je potfeba
vzit v ivahu i §tépeni fetézct a degradaci polymeru (obvykle se jedna o hydrolyzu) a botnani.
[24].
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24.1 Difaze
Primarnim mechanismem uvolfiovani 1éCiv z hydrogelu je difize. Vné&jsi difuize probiha
v pfipad€, ze aktivni latka difunduje pfimo zpovrchu polymerni matrice, a proto fidi
mechanismus uvoliiovani jen zfidka. Rychlost uvolilovani zalezi ptfedev§im na vnitini difuzi,
ktera je uskuteénéna skrz oka polymerni sit€¢. Obecné plati, ze difuzivita rozpusténé latky klesa
se zvySujici se hustotou zesiténi, se zvétsujici se velikosti latky a s tim, jak klesa objemovy
podil vody v hydrogelu [14; 24; 25].
Difuze je samovolné pronikani Castic jedné latky mezi Castice jiné latky v dusledku
neuspotradaného Brownova pohybu. Proces prenosu hmoty, resp. doby potiebné k preneseni
urcitého mnozstvi hmoty pfi difuzi, 1ze popsat pomoci Fickovych zakont. Prvni Ficktv zakon
(12) tika, ze zména latkového mnozstvi dn za Cas dr pii pruchodu plochou A je dana vztahem:
1dn dc
yrr —Da» [T, p] 12)
kde

D je difuzni koeficient latky v prostiedi;

dc . . -~
-, J¢ zména koncentrace slozky s polohou.

Cely clen na levé strané rovnice 1ze souhrnné oznacit jako hustotu difuzniho toku [24].
Pokud uvazujeme difuzi kulovitych Castic, jejichz velikost je signifikantné vétsi, nez je velikost
Castic rozpoustédla, 1ze vypocitat difuzni koeficient podle Stokes-Einsteinovy rovnice (13):
kyT
D=2
6mnr (13)

kde

kv je Boltzmannova konstanta;
T je teplota;

n viskozita prostredi;

R je polomér difundujici Castice.

24.2 Kinetické modely pro uvoliiovani latek

Existuje cela fada matematickych modelt pouzivanych ke stanoveni kinetiky uvoliiovani 1é¢iva
z nosicu. Pokud je mozné z naméfenych dat sestavit profil uvoliovani latky a popsat ho pomoci
matematické funkce, 1ze vyuzit modelové zavislé metody, mezi které patii napiiklad Higuchi,
Hixson, Crowell, Baker-Lonsdale, Weibull a Korsmeyer-Peppastv model [26].

V diplomové praci byl zvolen Korsmeyer-Peppasiv model (14), ktery je velice jednoduchy
a popisuje uvolfiovani latky z polymerni matrice valcovitého tvaru, ktery odpovida i nami
pouzitym hydrogelam [26; 27].
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M _ o

Moo (14)
kde
1%, je pomér uvolnéného léciva v Case t;
k je rychlostni konstanta;

n je exponent uvolilovani.

V tomto modelu hodnota n charakterizuje mechanismus uvolfiovani 1é¢iva. Pokud je n < 0,5
probiha uvoliiovani prostou difuzi [26; 27].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Hydrogely jako nosice aktivnich latek

Moderni terapeutické postupy slouzici k obnové funkce ¢i nadhradé nefunkcnich tkani Casto
vyzaduji pouziti bunék, Casti tkani ¢i 1éCiv biologického puvodu (bifarmaceutika) jako jsou
protilatky, rastové faktory, vektory gent, vakciny apod. [28]. K uspésné podani téchto 1éciv
a docileni terapeutického je Casto vhodné tyto latky, popt. zivé buikky kombinovat s vhodnymi
biomaterialy, které mohou slouzit jako nosice pro cilenou distribuci ucinnych latek v ptipadé
systémového podani do organismu, nebo jako scaffoldy ¢i matrice urcené pro lokalni aplikaci.
Lokalné implantované hydrogely poskytuji oporu podanym buiikam pro jejich rist, mohou
zpomalit diftzi u¢inné latky do okolni tkané€, pfipadné mohou ochranit tyto latky pred jejich
pred¢asnym odbouranim [29]. Z praktickych davodu je vyhodné, aby tyto matrice mohly byt
implantovany pomoci minimalné invazivnich chirurgickych zakrokd, nebo pifimo injekéné.
Z tohoto divodu jsou pro tento ucel Casto vyuzivany hydrogely, u nichz proces gelace muze
probihat za fyziologickych podminek, pfimo v misté aplikace, tzv. in situ [30]. V takovém
ptipadé je injekéné aplikovan roztok polymeru, sol, nebo velmi slaby gel, ktery v pozadovaném
misté aplikace, na zakladé pusobeni fyzikalnich sil, nebo chemickou reakci, vytvorfi finalni
hydrogel. Gelace mize byt spusténa zménou teploty, pH, nebo pfitomnosti specifickych ionta,
sifovacich Cinidel, ¢i katalyzatort (napf. enzymu) [31]. Podminkou je, aby vznik hydrogelu
probihal za fyziologickych podminek a pouzita sitovaci ¢inidla ¢i jiné pomocné latky negativné
neovliviiovaly viabilitu implantovanych bunék, biologickou aktivitu podanych tc¢innych latek
a nezpusobovaly poskozeni okolnich tkani [32].

3.2 Insitu sitované hydrogely na bazi hyaluronanu

Kyselina hyauloronova je jakozto pfirodni polysacharid hojn€ vyuzivana v oblasti tkaniového
inzenyrstvi. Diky své biokompatibilité a moznosti kovalentné sitovat je vhodna jako nosic¢
pro fizené uvoliiovani riznych typu latek, mezi nimiz jsou biofarmaceutika [33].

Samotna kyselina hyaluronové je velmi dobife odbouratelna, coz v§ak nemusi byt pfi nekterych
aplikacich zadouci. Navic sama o sobé nedisponuje pfili§ dobrymi mechanickymi vlastnostmi,
ale existuje Siroka Skala jejich derivati, které mohou tento problém vyfesSit. Chemické
modifikace jsou zaméfeny predevSim na reaktivni karboxylovou skupinu kyseliny
glukoronové, ale lze vyuzit i N-acetylovou a hydroxylovou skupinu. Kyselina hyaluronova
poskytuje celou fadu derivatd s riznymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi, at' uz se jedna
o molekulovou hmotnosti M,,, stupei substituce apod. ¢imz je ovlivnéna vysledna tuhost gelu
a velikost polymernich ok. Gelaci je mozno uskutecnit pifimo in situ a do matrice hydrogelu lze
snadno zabudovat aktivni latku. Tim lze dosahnout ¢asové i prostorové kontrolovaného
uvolnovani [7; 34].

V minulosti byla vyvinuta fada systému urCenych pro ptipravu hydrogelt na bazi kyseliny
hyaluronové vyuzivajicich gelaci in situ. Konjugace HA se syntetickymi polymery typu
poly(N-isopropylacrylamidu) (PNIPAM [35]) ¢i poloxamery [36] vedla k vyvoji
termoresponsivnich, fyzikalné zesiténych hydrogeld, které vykazovaly pirechod sol gel
pii zvySeni teploty vychozi disperze k hodnotam blizkym télesné teploté. Jiny zptsob zesiténi
polymerni fetézct nekovalentnimi interakcemi vyuziva tvorbu supramolekularnich atvarti mezi
specifickymi ligandy vazanymi na fetézec hyaluronanu. Muze se jednat napf. o vyuZiti
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interakce typu host-hostitel (guest-host). Ke vniku hydrogelu je vyuzivano kombinace dvou
typu derivatu hyaluronanu, z nichz jeden je modifikovan napt. vazbou B-cyklodextrinu a druhy
derivatem adamantanu. Po smiseni roztokli obou derivatd dochazi ke vzniku inkluzniho
komplexu mezi cyklodextrinem a adamantanem a tim i k zesiténi polymernich retézct [37].

Kovalentné zesiténé hydrogely HA, 1ze v misté aplikaci pfipravit reakcemi vyuzivajicimi rizné
reakéni mechanismy. Pfikladem vyuziti radikalové polymerace je zesiténi je fetézcu
hyaluronanu, které jsou acylovany derivaty methakrylové kyseliny. Pridavkem vhodného
iniciatoru (napf. peroxodisiran amonny) lze iniciovat radikalovou polymerace vinylovych
skupin, coz vede k zesiténi hydrogelu [38]. V pfitomnosti vhodného fotoiniciatoru (napf.
Irgacure 2959) 1ze obdobné derivaty hyaluronanu zesitit i fotochemicky ptisobenim UVA zafeni
[39]. Fotochemickou iniciaci reakce 1ze vyuzit i pro pfipravu hydrogelt na bazi tyraminovanych
derivati HA. Pokud je vhodné pro iniciaci reakce vyuzit UVA svétlo, je mozné jako
fotoiniciator vyuzit riboflavin [40]. V fadé ptipadi muze byt vyhodnéjsi vyuziti viditelného
svétla, které umoziuje pouziti eozinu Y jako fotosensitizéru [41]. Pro pfipravu hydrogelt in situ
jsou vyuzivany i enzymaticky katalyzované reakce. Ty mohou za fyziologickych podminek
probihat velice efektivné a diky substratové specifité mohou omezit vyskyt nezadoucich
vedlejsich reakci. Jako priklad enzymd, jejichz reakce byli vyuzity pro sitovaci reakce derivata
hyaluronanu, 1ze uvést kienovou peroxiddzu a tyrozinazu. Oba enzymy lze pouzit pro zesiténi
tyraminovanych derivati hyaluronanu [3; 42].

V posledni dobé€ zaziva rozvoj oblast vyvoje in situ vznikajicich hydrogeld, které ke svému
zesiténi vyuzivaji bioorthogonalni chemické reakce. Takové reakce probihaji ve fyziologickém
roztoku a v pfitomnosti biologického materidlu, ale diky své vysoké selektivité neovliviiuji
dalsi molekuly v misté jejiho prabéhu. Biortogonalni reakce se tedy vyznacuji tim, ze reaktanty
ani produkty reakce nesmé&ji ovliviiovat okolni biologické prostiedi. Vznikla vazba by méla byt
ve fyziologickém prostiedi dostatené stabilni a priubéh reakce musi byt dostate¢né rychly [43].
Tyto podminky Casto spliiuji reakce vyuzivajici postupy ,,click” chemie. Takto jsou oznaCovany
reakce predem vhodné vybranych stavebnich blokti molekul, které mezi sebou reaguji
spontanng, rychle, témeér kvantitativné a vysoce selektivng, a to za velice mirnych podminek
[44]. V oblasti pripravy hydrogell nalezly uplatnéni click reakce typu Diels-Alderovych adic,
cykloadic azid-alkyn, anebo thiol-en reakci, které v zavislosti na podminkach mohou probihat
mechanismem Michaelovské adice, nebo jako radikalovy fotocoupling [45; 46]. Do této
skupiny reakci patii i reakce aldehydu s hydrazidy a alkoxyaminy [47].

Schramm et al. [48] popisuji pifipravu hydrogelt vyuzivajici zesiténi polyadehydického
derivatu hyaluronanu pomoci dvojfukéniho hydrazidu, konkrétné dihydrazidu adipové
kyseliny. Produktem reakce jsou derivaty hydrazonu. Hydrolyticky stabilnéj§i formou vazby,
vznikajici mezi karbonylovymi a dusikatymi slou¢eninami, nez je hydrazon, je oxim [49]. Ten
vznika z karbonylu reakci s hydroxylaminem anebo O-alkoxyaminy. Rovnéz bifunkéni O-
alkoxyaminy byly popsany jako mozna sitovaci Cinidla vhodna pro pfipravu hydrogelt
odvozenych od polyaldehydickych derivatd hyaluronanu [50].

Béznym zpisobem piipravy polyaldehydu polysacharidu je jejich oxidace jodistanem sodnym
[51]. V pfipadé hyaluronanu oxidaci jodistanem podstupuji vicinalni hydroxyly
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v pozici 2 a 3 kyseliny glukuronové. Reakce vede k otevieni sacharidového cyklu za vzniku
dialdehydu. Buffa et. al [52] popisuji derivat hyaluronanu selektivné oxidovany v poloze 6
glukosaminové ¢asti polysacharidu na aldehyd (dale jen polyaldehydicky derivat, HA-CHO).
Sedova et al. [53] popisuji piipravu hydrogelt na bazi tohoto derivatu, kdy jako sitovaci ¢inidlo
vyuzivaji vice funk¢ni alkoxyaminy. Jako efektivni a komercné dostupny bifunkéni alkoxyamin
je popsan O,0'-1,3-propanediylbishydroxylamin dihydrochlorid.

3.3 Biofarmaceutika

Biofarmaceutika (nebo téz biologicka 1éCiva) tvoii vyznamnou ¢ast 1éCiv a zdjem o jejich vyvoj
1 pfes vysoké naklady neustale roste. Pojem biofarmaceutika zahrnuje Sirokou Skalu latek
ziskavanych prevazné rekombinantni technikou [23; 28].

Jednou ze skupin jsou terapeutické monoklonalni protilatky, které se jiz bézné vyuzivaji
napiiklad pii 1écbé nadorovych onemocnéni, ale vykazuji prekvapivé dobré vysledky i jinych
oblastech jako jsou kardiovaskularni nebo revmatoidni onemocnéni [28].

Vyznamnou skupinu biofarmaceutik tvoii proteiny, vCetné peptidickych hormont, v Cele
s inzulinem a jeho derivaty, ktery hraje nenahraditelnou roli pfi 1écbé diabetes. Do této skupiny
vSak patii 1 enzymy, ristové faktory apod. [28]

Mezi biologicka 1éCiva se fadi i nové vakciny. Na rozdil od ptivodnich dobfe znamych vakcin,
které funguji na principu podani oslabenych patogent, nové vakciny vznikaji rozmanit€jSimi
a slozitéjsimi zpusoby jako jsou DNA a RNA vakciny, nebunééné a podjednotkové vakciny,
rekombinantni a terapeutické vakciny a dalsi [28].

Kombinaci biofarmaceutik s jinymi latkami (napf. polymerniho charakteru) lze dosahnout
vyhodnéjsi dostupnosti a prodlouzeného ucinku [28].

3.3.1 Sérovy albumin

Albumin je jednoduchy negativné nabity protein pfitomny v butikach a télesnych tekutinach.
Jeho struktura pfipomina srdce a obsahuje tfi helikalni domény, z nichz kazda obsahuje dvé
subdomény (Obr. 4). Je syntetizovan v jatrech. Sérovy albumin (SA) je nejhojnéjsi plazmaticky
protein u savcu a je velmi dalezity pro udrzeni osmotického tlaku plazmy. SA je multifunkcni
protein s mimoradnou schopnosti vazat ligandy, coz z né d¢la transportni molekulu
pro rozmanitou Skalu metabolitt, 1€kd, Zivin, kovi (vyznamné se podili napfiklad na hladiné
Ca?* a Mg?* v krvi) a dalsich molekul. Vzhledem ke svym ligandovym vazebnym vlastnostem
maji albuminy Siroké klinické, farmaceutické a biochemické aplikace [54].
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Obr. 4 Struktura SA ze t7i strukturalné podobnych helikalnich domén (I, I a IIl) usporadanych do
molekuly ve tvaru srdce. Kazdou doménu Ize rozdelit na dvé subdomény (A a B) [54]

Pro vyzkumné ucely je izolovan zvifeci SA ztéla savcl (napfiklad hovézi sérovy albumin
(BSA), kralici sérovy albumin (RSA) nebo konisky (ESA)) tzv. Cohnovych procesem, ktery
vyuziva rozdilné rozpustnosti v prostiedich o rizném pH, koncentraci ethanolu, iontové sile
a teploté [54; 55].

BSA je obecné povazovan za inertni protein, je snadno rozpustny ve vodé a stabilni, a proto se
bézné pouziva v riznych inkubacnich a kultivacnich médiich. Jeho molekulova hmotnost je
pfiblizné 66 kDa a velikost 40 x 40 x 140 A (protahly elipsoid, kde a =b < ¢) [54; 56; 57].

Pro pouziti BSA jako modelové uvoliovaci latky je vhodné znat i hydrodynamicky neboli
Stokestiv polomér Castice vyjadiujici polomér tvrdé koule, ktera difunduje stejnou rychlosti
jako tato Castice. V pripadé BSA se rovna 3,48 nm [58].

Existuje cela fada metod, kterou lze stanovovat koncentraci BSA. Spektrofotometricky lze
stanovit proteiny s navazanym fluorescein-5-isothiokyanatem. Toto fluorescenc¢ni barvivo ma
absorpcni maximum pii 495 nm a bézné se pouziva pro detekci proteind, jelikoz ho 1ze navazat

reakci isokyanatu primarnich aminoskupin aminokyselin, za vzniku thiomocovinové vazby
(Obr. 5) [59].
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Obr. 5 Vazba fluoresceinu isokyandtu na protein [60]

Dalsi spektrofotometrickou metodou je metoda dle Bradfordové, zalozena na interakci proteinu
s barvivem. Coomassie Briliant Blue (CBB-G250) tvoii silny komplex s karboxylovou
skupinou proteinu pomoci Van der Waalsovych sil a aminoskupinou prostfednictvim
elektrostatickych interakci. V kyselém prostiedi v pfitomnosti proteinu tak barvivo zméni svoji
barvu z Cerveno-hnédé na modrou a tim dochazi k posunu absorpéniho maxima k vy$§im
vlnovym délkam. Mnozstvi navazaného barviva na protein je pifimo umémé mnozstvi
pozitivnich naboja v molekule proteinu, takze pro vyhodnoceni lze stejn€ jako v pfedchozim
pfipadé pouzit Lambert-Beertiv zakon (15) [61].

A= ¢c-l (15)
kde

A je absorbance;
¢ je molarni absorp¢ni koeficient;

c je koncentrace;

lje délka.
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4 CILPRACE

Cilem této prace je piiprava hydrogela na bazi polyaldehydického derivatu hyaluronanu pomoci
sifovaci reakce s bifunkénim alkoxyaminem. Hydrogely mohou slouzit jako matrice
pro uvolfiovani biologickych 1éCiv. V ramci experimenti bude sledovan vliv podminek
ptipravy hydrogelu na nanostrukturu hydrogelu, zejména velikost ok polymerni sité€. Dale bude
sledovan vliv tohoto parametru na rychlost uvolnéni bovinniho albuminu ze struktury
hydrogelu.
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Chemikalie

Tab. 1 Pouzité chemikalie

Niézev pouzité chemikdlie | Zkratka/vzorec | Cislo Sarze Koncentrace/ | Vyrobce
pouzité aktivita
chemikalie chemikalie/Mw

chlorid sodny NaCl S. 2408290819 / Penta

oxidovany derivat HAOX5 100417 My, 342 kDa, Contipro
kyseliny hyaluronové DS=9 % a.s.

0,0'-1,3- POA §. BCCB7801 98 obj.% Sigma

Propandiylbishydroxyla Aldrich
min dichlorid
octan sodny trihydrat OP (octanovy | §.PP/2019/053 My 136,08 Lach-
pufr) 33 Ner

hydroxid sodny NaOH S. 2409230919 My 40 g/mol Penta
hyaluronidaza (hovézi) BTH S.SLCC2160 400 U/mg Sigma
Aldrich

sérovy albumin BSA S. SLBW 1397 >96 obj.% Sigma
Aldrich

fluorescein isokyanat FITC 5. SLCD685 / Sigma
Aldrich

coomassie Brilliant Blue CBB G250 S. M,y 854,02 Sigma
G250 BVBR6160V g/mol Aldrich

Ethanol EtOH §. 2307300720 96 obj. % Penta

kyselina fosfore¢na H3POq4 S. 2509150920 85 obj. % Penta

5.1.1 Oxidovany derivat kyseliny hyaluronové

Formyl hyaluronan sodny (oxidovana forma HA, HA-Ox) je derivat hyaluronanu sodného —
poly(sodium-B-D-glucuronate-[ 1-3]-(6-0x0)-B-N-acetyl-D-glucosamine-[1-4]). Jeho syntéza je
zalozena na oxidaci primarnich hydroxyskupin v poloze 6 N-acetylglukosaminu. Stupen
modifikace hyaluronanu je popsan procentualnim zastoupenim aldehydem modifikovanych
jednotek N-acetlglykosaminu tzv. stupném substituce. Ten je stanoven pomoci NMR.
Hmotnostn¢ stfedni molekulova hmotnost byla stanovena pomoci SEC-MALLS [52].

0
COONa ff
To 2 o2 0
0 —
HO OH T

CH,CO

Obr. 6 Oxidovany derivat HA
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5.2 Pristroje
Tab. 2 PouZité pristroje

Nazev Typ Vyrobce
Reometr AR G2 TA instrument
Analyticka vaha XS205 METTLER TOLEDO
Magneticka michacka MR Hei-Standard Heidolph
pH metr inoLab pH 7110 WTW
Konduktometr inoLab Cond 7110 WTW
TGA Q500 TA instrument
Lyofilizator Alpha 2-4 LCS plus CHRIST
Spektrometr V-750 JASCO
Inkubator Thermo Stable 1G-32 Wisd
Hluboko mrazici box F740hi Ependorf
Spektrometr UV-2101 P SHIMADZU
Membranova vyvéva KNF LABOPORT
Laminarni box HERA SAFE KS Thermo scientific
5.3 Metody

5.3.1 Priprava zasobniho roztoku POA

Zasobni roztok POA byl pfipraven o koncentraci 10 mg/ml v 0,05 M octanovém pufru o pH=7
(OP). Bylo rozpusténo 100 mg POA v 5 ml1 0,05 M OP. Roztok byl titrovan NaOH (1 M; 0,5 M;
0,1 M podle potieby) na pH=7 a nasledné doplnén na 10 ml octanovym pufrem.

5.3.2 Priprava hydrogelu

Nejprve byly nachystany roztoky prekurzortu. Byly pfipraveny 3 rizné roztoky o koncentraci
derivatu 60 mg/ml, 40 mg/ml a 20 mg/ml fyziologického roztoku. Rozpousténi probihalo
za stalého michani 3 h pfi teploté 60 °C a nasledné dalSich 24 hodin pfi laboratorni teplote.
Pro pfipravu hydrogelti byla koncentrace HA-Ox a sitovaci ¢inidla POA zvolena tak, aby
molarni pomér aminoxy skupin sitovaciho ¢inidla a aldehydickych skupin derivatu HA byl 1:1.
Pro kazdy typ hydrogelu tak bylo nutné pfipravit roztok POA o pfislusné koncentraci podle
vzorce:

o = cua-ox " Via-ox " Mein " DSua-ox
o Vein * P+ Pp - Mya-—ox - 100 (16)
kde cein je koncentrace Cinidla [mg/ml], cna-ox koncentrace HA-Ox [mg/ml], DSua-ox stupefi

substituce HA-Ox [%], P pomér aldehydickych skupin v derivatu ku aminoskupinam cinidla,
Pp pocet aminoskupin v POA, Mgn molekulovda hmotnost POA [g/mol], Vha.ox objem

davkovaného vzorku aldehydu [ml], Viin objem davkovaného cinidla [ml], Mua-ox primérna
molekulova hmotnost disacharidické jednotky HA-Ox [g/mol].

Hodnoty jednotlivych veli€in jsou uvedeny v Tab. 3.
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Tab. 3 Hodnoty velicin pouzitych pro vypocet koncentrace POA

cHAOX [mg/ml] 20 40 60
DS [%] 9 9 9
P 1 1 1
Pr 2 2 2
Mproa [g/mol] 179 179 179
VHaox [ml] 5 5 5
Vroa [ml] 0,75 0,75 0,75
Mnuaox [g/mol] 400 400 400

Vysledna koncentrace POA pro jednotlivé gely je uvedena v Tab. 4.
Tab. 4 Vysledna koncentrace POA pro jednotlivé gely

cHAOX [mg/ml] 10 20 30
croa [mg/ml] 2,69 5,37 8,06

Do jedné stfikacky o objemu 10 ml bylo pfidano 5 ml roztoku HA-Ox a do dalsi stfikacky
o objemu 10 ml pfidano 5 ml FR (pfipadné stejné mnozstvi roztoku BSA pfi pripraveé gela
s BSA). Obsah stiikacek byl pomoci adaptéru kombifix dukladné promichan a nasledné
probihala 15 minut homogenizace. Vznikla smeés byla prefiltrovana do dalsi prazdné stiikacky
o objemu 10 ml.

Jehlou o malém praméru (25-27 G) bylo do stiikacky se sterilnim roztokem vstiiknuto 750 ul
roztoku POA o piislusné koncentraci (viz Tab. 4). Hned po pfidani POA byl obsah stfikacky
promichat pomoci adaptéru kombifix mezi dalsi prazdnou strikackou 20krat a reak¢ni smes
byla nadavkovana do teflonovych forem (hmotnost jednoho hydrogelu cca 1,5 g). Timto
zpusobem lze pripravit az 7 geli najednou. Formicky byly pfemistény do sterilnich Petriho
misek a prekryty parafilmem. Hydrogely je nutné nechat zrat ptes noc, jelikoz ithned po pfipraveé
stale probiha sitovaci reakce, roste pocet sty¢nych bodu a dochazi k samovolné reorganizaci,
ktera snizuje Gibbsovu energii.
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Obr. 7 Reakce HA-Ox s POA

27



5.3.3 Charakterizace hydrogeli
Veskeré analyzy byly provedeny v triplikatu.

5.3.3.1 Hodnoceni botnavosti gelii

Pripravené gely byly pfemistény do sterilnich zkumavek. Nejprve byly zvazeny gely a poté
bylo pfidano do kazdé zkumavky 10 ml fyziologického roztoku. Botnavost gelu byla hodnocena
jako zména hmotnosti v ¢ase. Koeficient nabotnani byl vypocitan podle rovnice (17):

Mypo nabotnani

Q= - 100 [%]

Mpied nabotnanim 17)
Pti kazdém vézeni byl hydrogel vyndan z média a pfemistén do sterilni zkumavky. VSechny
zkumavky musely byt predem zvazeny kvuli odc¢itani hmotnosti. Terminy vazeni gelu:
1 hodina, 2 hodiny, 3 hodiny, 1 den, 2 dny, 3 dny, 7 dni, 10 dni, 14 dni.

5.3.3.2  Stanoveni obsahu susiny

SusSina je obsah suchého podilu ve vzorku zbaveného tékavych slozek za predepsanych
podminek a je vyjadiena v hmotnostni procentech. Hydrogely po botnani byly pfemistény
do destilované vody, ktera byla pravidelné vymeénovana. Obsah soli byl kontrolovan méfenim
vodivosti média. Odsolené hydrogely byly pfemistény do sterilnich Petriho misek a zmrazeny
na —80 °C a nasledné probé¢hla lyofilizace. Takto zlyofilizované hydrogely byly zvazeny.
Obsah suSiny ziskanych xerogelti a vstupniho derivatu byl stanoven termogravimetrickou
analyzou (TGA).

5.3.3.3 Termogravimetrie

Termogravimetrickd analyza byla provedena na termogravimetrickém analyzatoru Q500
(TA instrument). Vzorek byl zahfivan a ubytek jeho hmotnosti byl sledovan na citlivych
mikrovahach. Na platinovou panvi¢ku bylo nadavkovano 10 mg vzorku a vzorek byl zahtat
na teplotu 105 °C rychlosti 10 °C/min. Pfi této teplot€¢ byl suSen v oxidacni atmosfére
(synteticky vzduch, pratok 60 ml/min) po dobu 15 minut. Vysledkem analyzy je gravimetricka
kiivka.

5.3.3.4 Stanoventi viskoelastickych viastnosti

Viskoelastické vlastnosti byly stanoveny pomoci reometru AR-G2 (TA Instruments) za pouziti
geometrie se zdrsnélym povrchem (crosshatch), aby bylo zamezeno vyklouznuti hydrogelu
v prubéhu testovani (pramér 20 mm). Byl pouzit test s proménlivou frekvenci (0,01-10 Hz;
deformace 5 %) a amplitudou deformace (posun 0,001-2,5 rad; frekvence 1 Hz). Viskoelastické
vlastnosti byl stanoveny pro gely pfed i po botnani.

5.4 Rychlost uvoliiovani BSA z hydrogelu
Na méfeni uvoliiovani byly pfipraveny gely podle postupu 5.3.2. Uvoliiovani bylo sledovano
soucasné pro gely s Cistym BSA a s FITC-BSA (5.4.2).

54.1 Uvolnovani BSA a FITC-BSA

5.4.1.1 Uvolnovani BSA z hydrogelu

Hydrogely byly pfemistény do sterilnich zkumavek. Do zkumavek s hydrogely bylo pfidani
1000 pl elu¢niho média (sterilni 0,9 hm.% NaCl). Hydrogely byly inkubovany pii 37 °C.
Pti odbéru byly hydrogely pfeneseny do prazdné sterilni zkumavky a do mikrozkumavky
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Eppendorf bylo odebrano veskeré médium. Hydrogely byly zvazeny a vraceny zpatky
do ptvodni zkumavky. Poté bylo do kazdé zkumavky ptidano 1000 ul nového eluéniho cCinidla.
Vzorky v mikrozkumavkéach byly zamrazeny na —80 °C. Casy odbéru: 1 hodina, 6 hodin, 1 den,
2 dny, 7 dni, 14 dni, 21 dni.

5.4.1.2 Degradace hydrogehi

Na degradaci hydrogeld byl pfipraven roztok hovézi hyaluronidazy (BTH) o koncentraci
1 mg/ml 0,9 hm.% roztoku NaCl. Do zkumavek s hydrogely bylo pfidani 1000 pl degrada¢niho
média a hydrogely byly degradovany ptes noc pfti teploté 37 °C a nasledné odebrano 300 ul
do sterilni mikrozkumavky.

5.4.2 Stanoveni BSA metodou dle Bradfordové

Pro pfipravu Bradfordova c¢inidla bylo pouzito barvivo Coomassie brilliant blue-G250.
Ve 100 ml odmérné banice bylo rozpusténo 10 mg CBB-G250 v 5 ml 100% etanolu. Po kapkach
bylo pfidano 10 ml koncentrované kyseliny fosforecné (H3PO4) a doplnéno do 100 ml
destilovanou vodou. Vznikla smeés byla ptefiltrovana za snizeného tlaku pres papirovy filtr.
Bradfordovo ¢inidlo je citlivé na svétlo a je potieba jej skladovat ve sklenénych lahvich
obalenych alobalem v lednici.

Pfi méfeni byl vzorek natfedén na objem 1200 pl a do vzorku bylo pfidano 400 ul Bradfordova
¢inidla. Spektrum bylo méfeno v rozsahu 500-700 nm a absorbance odectena pii 635 nm.

5.4.3 Stanoveni BSA pomoci UV/VIS spektrofotometrie
Byla piipravena kalibra¢ni fada a naméfena absorbance

Tab. 5 Kalibracni fada pro stanoveni BSA pomoci UV/VIS spektrofotometrie

koncentrace FITC-BSA absorbance pri 460 nm [-]

[mg/ml]

0,0125 0,0173
0,0250 0,0410
0,0500 0,0719
0,1000 0,1969
0,2000 0,2873
0,4000 0,5690
0,6000 0,8102
0,8000 1,0294

Spektrum bylo méfeno v rozsahu 400-600 nm s krokem 0,5 nm v kfemenné kyveté, absorbance
odecteny v maximu 465 nm a koncentrace byla vypocitana z linearni regrese kalibra¢ni pifimky
(Obr. 8) podle rovnice (18).
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Obr. 8 Zavislost absorbance na koncentraci FITC-BSA

A =1,3338¢,, (18)

A je absorbance;

cov je koncentrace v odebraném vzorku.

Pti dopocitani skute€ného mnozstvi BSA cBsa uvolnéného ze vzorku je nutné vzit v uvahu
i botnani hydrogelu v médiu a fedéni BSA samotnym médiem:

kde

Cpsa = Cop* (Mg —m) + Vpy (19)

myo je hmotnost gelu pred botnanim (respektive hmotnost gelu pfi poslednim odbéru);

m je hmotnost gelu v ¢ase odbéru;

Vm je objem piidavaného média.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Piiprava hydrogelu

Pro pfipravu hydrogelii byl pouzit oxidovany derivat hyaluronové kyseliny — formyl hyaluronan
sodny. Jako sitovaci €inidlo byl vyuzit O,0'-1,3-propandiylbishydroxylamin dichlorid (POA).
Reakce této bifunk¢ni aminoxy skupin POA s aldehydickymi skupina formyl hyaluronanu vede
ke vzniku hydrolyticky stabilnich oximi. Reakce probiha za fyziologickych podminek a
s vysokou chemoselektivitou [30]. Diky tomu lze tuto sitovaci reakci vyuzit i pro piipravu
hydrogela obsahujicich napt. biofarmaceutika ¢i biologicky material [52].

V ramci této prace jsme pripravili sérii hydrogelti o koncentraci derivatu 10 mg/ml, 20 mg/ml
a 30 mg/ml. Tyto hydrogely byly charakterizovany pomoci viskoelastickych vlastnosti, obsahu
susiny polymeru pfi pripravé gelu, koeficientem nabotnani a obsahem polymeru po dosazeni
rovnovazného stavu po rozbotnani. Zaroven byly pfipraveny analogické hydrogely s obsahem
bovinniho sérového albuminu, ktery slouzil jako modelova latka pro stanoveni rychlosti
uvolnovani biofarmaceutik bilkovinného charakteru z ptipravenych hydrogeli.

6.2 Hmotnost polymerni sité obsazené v hydrogelech

Susina vychoziho HA-Ox byla stanovena pomoci TGA (5.3.3.2). V pouzitém derivatu HA-Ox
byl zjistén obsah suSiny 79,6 hm.% (cca 20,4 hm.% je tedy voda). Teoretickou hmotnost
xerogelu pfed botnanim myo (xerogel) dostaneme vypoctem podle rovnice:

my(xerogel) =my-cw (20)
kde

myo je hmotnost pfipraveného hydrogelu;
c je koncentrace derivatu v hydrogelu;
w je obsah susiny v hydrogelu vyjadieny jako hmotnostni zlomek.

Hmotnost xerogelu po botnani dostaneme vynasobenim hmotnosti lyofilyzatu po botnani
pfislusnym obsahem susiny. Pfesny obsah polymeru v gelu je dulezity pro vypocet velikosti ok
polymerni sit€ (mesh size). Obsah susiny z TGA je uveden v Tab. 6 a Tab. 7.

6.3 Botnani

Koeficient nabotnani byl stanoven jako podil hmotnosti lyogelu pted a po nabotnanim podle
rovnice (17). V grafech je znazornéna hodnota 100 %, ktera odpovida pocateCnimu stavu pred
botnanim. V Obr. 9 je ukazka vlivu koncentrace derivatu na koeficient nabotnani
bez pfitomnosti BSA. Pro popis vlivu byly zvoleny 3 koncentrace HA-Ox (10 mg/ml, 20
mg/ml, 30 mg/ml) a jako botnaci médium byl zvolen fyziologicky roztok (0,9 hm.% NaCl).
Botnani probihalo po dobu 14 dni, aby bylo mozné ur¢it, kdy dosdhnou hydrogely botnaci
rovnovahy. Na Obr. 9 je vidét, ze v ramci odchylky lze povazovat za dostatecné nechat
hydrogel botnat5 dni. Proto v Obr. 10, kde jsou uvedeny hydrogely s pridavkem BSA
o koncentraci 1 mg/ml probihalo botnani pouze 7 dni.

Pti porovnani obou grafti Ize konstatovat, ze pifidavek BSA o tak nizké koncentraci (1mg/ml)
neovliviiuje vyznamné v ramci smérodatné odchylky botnaci rovnovéahu.
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Obr. 9 Koeficient nabotnani hydrogelil s riiznou koncentraci derivatu bez pridavku BSA
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Obr. 10 Koeficient nabotndani hydrogelii s riiznou koncentract derivdtu s pridavkem BSA

HA-Ox je polyanion, coz znamend, ze ¢im vétsi je jeho koncentrace, tim vice hygrofilnich
skupin je k dispozici. Vice hydrofilnich skupin znamena vice pfilezitosti pro navazani vody.
Proto hydrogely o koncentraci derivatu 30 mg/ml botnaji nejvice presto, ze tvori hustsi sité.
Gely o koncentraci 10 mg/ml sice zpocatku vykazuji také narust koeficientu nabotnani jako
jejich vice koncentrované analogy, ale tento narust je velmi nizky (okolo 10 %) a je zptisoben
experimentalni chybou (napf. nedokonalé osuseni gelu pfed vazenim). Jiz po prvnim dni lze
pozorovat pokles koeficientu nabotnani pod pocateCnich 100 %. Z porovnani hmotnosti
xerogelu pred a po botnani vyplyva, ze se béhem botnani odplavi zhruba 10-20 % polymeru
(solu). U geld o koncentraci derivatu 10 mg/ml tento jev zpusobuje pokles hmotnosti
nabotnalého gelu. U vice koncentrovanych anologi v gelu potrad zbyva dostatek polymeru,
ktery je schopen vazat vodu, proto dochézi i presto k narustu hmotnosti.
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Hmotnosti jednotlivych hydrogelt pouzité pro vypocet jednotlivych koeficienti nabotnani
podle rovnic (6) a (7) a obsah susiny z TGA jsou uvedeny v Tab. 6 a Tab. 7.

Tab. 6 Hmotnosti hydrogeli a obsah susiny v jednotlivych gelech bez pridavku BSA

e i m(nabotnaly e, Obsah
Vzorek nlllo(dp ;‘:)pl;zll)‘rfrl]y mo(x[er]ogel) hydrogel) m(ly([)fl]hz at) susiny m(xt[er;)gel)
ydrogel) | g 8 [g] 8 [hm. %) 8
1,6323 0,0131 0,9497 0,0146 0,0118
10 1,2731 0,0102 0,9495 0,0111 81,2 0,009
mg/ml
1,2726 0,0102 1,2409 0,0112 0,0091
1,5571 0,0249 1,6678 0,0272 0,0221
20 1,5274 0,0244 1,5647 0,0253 81,1 0,0205
mg/ml
1,5368 0,0246 1,8012 0,0229 0,0186
1,3721 0,0329 1,8253 0,0329 0,0266
30 1,5664 0,0376 1,8952 0,0382 80,9 0,0309
mg/ml
1,3192 0,0317 1,7728 0,0328 0,0265
Tab. 7 Hmotnosti hydrogelii a obsah susiny v jednotlivych gelech s pridavkem BSA
e , m(nabotnaly o . Obsah
Vzorek nlllo(dp ::)pzz;)v;en]y my (x[eliogel) hydrogel) m(ly([)fl]hz at) sufiny m(xt[er;)gel)
ydrogel) | g 8 [g] 8 [hm. %) 8
0,9903 0,0079 0,9423 0,0067 0,0056
10 1,0333 0,0083 0,836 0,009 84 0,0076
mg/ml
1,1475 0,0092 0,9182 0,0101 0,0085
1,2581 0,0201 1,2645 0,0241 0,02
20 1,106 0,0177 1,2524 0,0199 82,9 0,0165
mg/ml
1,3936 0,0223 1,5231 0,0237 0,0196
1,4581 0,0350 1,8229 0,0387 0,0315
30 1,2246 0,0294 1,4805 0,0306 814 0,0249
mg/ml
1,1646 0,0280 1,4151 0,0334 0,0272

6.3.1 Viskoelastické vlastnosti

U pripravenych hydrogeli je v LVO velikost elastického modulu o dva fady vyssi nez velikost
viskézniho modul (jednotky Pascali) a proto vyslednou tuhost gelu piilis neovliviiuje. Proto je
v Obr. 11 uvedena pouze praméma velikost elastického modulu v LVO. Cim vétsi je
koncentrace derivatu, tim hustsi bude polymerni sit, coz ma za nasledek i narast velikosti
elastického modulu. Vyssi elasticky modul maji hydrogely v nabotnalém stavu. Pfi botnani
dochazi k roztazeni a napnuti polymerni sité, tim se zvétSuje elasticita gelu.

U gelt s ptidavkem BSA 1ze pozorovat snizeni velikosti elastického modulu oproti analogim
bez pridavku bez BSA. Pritomnost BSA muze ovliviiovat efektivitu zesiténi, nelze vSak presné
prokazat, pro¢ k tomuto jevu dochézi.
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Obr. 11 Zavislost velikosti elastického modulu G' na koncentraci derivatu

Na Obr. 12 jsou zobrazeny pro ukazku vysledky z méfeni viskoelastickych moduld pro
hydrogely o koncentraci derivatu 20 mg/ml s pifidavkem BSA. Podobné kiivky dostavame
pro vSechny koncentrace hydrogelt. V grafu je vyznacena LVO, mez kluzu 7,, mez toku 7.
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Obr. 12 Ukazka zavislosti viskoelastickych modulii na oscilacni deformaci; mez kluzu ty, mez toku t
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Na Obr. 13 je zobrazena zavislost relativni oscilacni deformace na koncentraci derivatu v bodé
meze tekutosti (hranice LVO). Je patrné, ze hydrogely po botnani maji sice vy§si hodnoty
elastického modul G', ale jsou také kiehci, a to tim vice, ¢im vétsi je koncentrace derivatu.
P11 vysSich koncentracich, kdy je koeficient nabotnani vétsi a polymerni sit’ natazenéjsi. To je
pro systém entropicky nevyhodné a dochazi proto k deformaci sit€¢ snadnéji.
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Obr. 13 Zavislost oscilacni deformace na koncentraci derivatu v mezi kluzu

Na Obr. 14 ktery zobrazuje zavislost oscilaéniho napéti na koncentraci v bodé meze tekutosti
(vyrovnani elastického a viskdézniho modulu) se také potvrzuje, ze jsou hydrogely v nabotnalém
stavu kiehci, jelikoz k nevratné deformaci dochazi pii niz§ich hodnotach oscilaéniho napéti.
Nejvétsi elasticitu vykazuji opét gely s nejvétsi koncentraci derivatu.

800
200 | XGely bez BSA, 1(0) l

F600 1 X Gely bez BSA, t(eq)
= Gely s BSA, t(0)
Gely s BSA, t(eq)

5500 A
5
<400
X=
8300 A
& 200 ;

e e —

TR

100 +
0+ . .
10 30

koncentracezgerivétu [mg/ml]

Obr. 14 Zavislost oscilacniho napéti na koncentraci derivdtu v bodé meze tekutosti
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6.4 Vypocet velikosti ok polymerni sité

Pro vypocet velikosti ok polymerni sité byly pouzity rovnice (3—12). Prehled hodnot pouzitych

pro vypocet je uveden v Tab. 8.

Tab. 8 Hodnoty pouzité pri vypoctech

pp [g/m3] 1 229 000
ps [g/m?] 1 009 000
R [m?*Pa-K L.mol ] 8,314

T [K] 298,15
Mn (Mw HA-Ox) [g/mol] 300 000
M [g/mol] 400
Cn 27 [62]
[ [nm] 0,52 [62]
v [g/mol] 0,764 [62]
v 0,439 [62]
V1 18 000 000

Z botnani bylo zjisténo, ze vice botnaji koncentrovanéjsi gely. To méa za nasledek, ze koeficent
nabotnani po zrani hydrogelu vypocitany z rovnice (6) je u koncentrovanéjSich geld nizsi.
To vede k vys§im objemovym zlomkim v rovnovazném nabotnalém stavu (viz rovnice (4)),
ktery ovliviiyje jak M. tak &

Kazdy zmodeli zohlednuje jiné parametry. Jak bylo zobrazeno v kapitole 6.3, v ramci
smérodatné odchylky neni rozdil mezi botnanim hydrogelu bez a s ptidavkem BSA. Proto jsou
koeficienty nabotnani a objemové zlomky z nich pocitané (rovnice 4—7) velmi podobné, a tudiz
se ani prilis neli§i hodnota M. vypoctena podle TRB (rovnice 2). U TKE je v rovnici pro vypocet
M. (rovnice 11) navic zahruta ve jmenovateli i velikost elastického modulu. Cim vys§i je
koncentrace derivatu, tim vysSi elastickych modul dosahujeme a tim mens$i je hodnota
vypocitaneé M..

V rovnici (12) pro vypocet ¢& byl pouzit pouze objemovy zlomek polymeru v rovnovazném
nabotnalém stavu, ktery je tim vétsi, ¢im vySsi je koncentrace derivatu v hydrogelu. Proto klesa
hodnota & 1 v pfipadé TRB, i pres stejné hodnoty M.. Velikost ok polymerni sité klesa strméji
s koncentraci derivatu pravé u TKE teorie prave kvuli klesajicim hodnotam M..

Rehmann et al. [23] porovnavali také teorii kauCukové elasticity a rovnovazného botnani
pro PEG-norbene a zavislost velikosti ok polymerni sit€ na hmotnostni koncentraci. ZvySeni
koncentrace PEG-4Nb ze 4 hm.% na 20 hm. % vedlo k 43% snizeni velikosti ok u teorie
rovnovazného bobtnani (od 11,24 0,6 nm do 6,3 + 0,2 nm) a 38% poklesu velikosti ok u teorie
kaucukové elasticity (od 12,3 + 1,2 nm do 7,6 £ 0,5 nm). V jejich pfipadech poskytovala TKE
vyS$$i hodnoty velikosti ok polymerni sité nez u TRB. Byla zkoumana i zavislost mezi velikosti
ok polymerni sité a uvoliiovanim modelovym latek (viz kapitola 6.6).
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Velikost ok polymerni sité v fadu stovek nm byla zjisténa i ve studii od Dodero et al. [63]. Byly
zkoumany gely na bazi HA v rozmezi My 90—4 000 kDa. Velikost ok polymerni sité byla
stanovena spojenim nové mikroreologické techniky zalozené na dynamickém rozptylu svétla s
konvencni reometrii. Vypoctené velikosti ok se pohybovala rozmezi 200-700 nm (s rostouci
My, klesala velikost ok polymerni sité).

Teorie rovnovazného botnani predpovida vétsi velikosti ok polymerni sit€, ackoliv v ramci
smérodatné odchylky je tento rozdil vyznamny pouze v piipadé geli s BSA o koncentraci
derivatu 30 mg/ml.

Pro vypocet velikost ok polymerni sité podle teorie kaucukové elasticity je M. zavisla (kromé
jiného) 1 na velikosti elastického modulu, a to nepfimo umérné. U TKE tedy plati, ze ¢im vyssi
je koncentrace derivatu, tim vyssi jsou 1 elastické moduly a dostavame tak nizsi hodnoty M..

Tab. 9 Vypocitané hodnoty molekulové hmotnosti mezi dvéma sousednimi pricnymi vazbami

Teorie rovnovazného botnani (TRB) | Teorie kaucukové elasticity (TKE)
Gely bez BSA Gely s BSA Gely bez BSA Gely s BSA

Koncentrace | M. Smér. M. Smér. M. Smér. M. Smér.

derivatu | [g/mol] odch. [g/mol] odch. [g/mol] odch. [g/mol] odch.
[g/mol] [g/mol] [g/mol] [g/mol]
10 mg/ml | 148 890 2330( 148 500 1850 146 980 260|147 800 70
20 mg/ml | 148 300 1401 148 280 140|138 470 240|138 630 210
30 mg/ml | 148 620 90148 540 30(122 690 430|125 330 120

Tab. 10 Vypocitané hodnoty velikosti ok polymerni sité

Teorie rovnovazného botnani (TRB) | Teorie kaucukové elasticity (TKE)
Gely bez BSA Gely s BSA Gely bez BSA Gely s BSA
Koncentr Smeér. Smeér. Smeér. Smeér.
?1 cenrace ¢ [nm] odch. | {[nm] | odch. | {[nm] | odch. | {[nm] | odch.
ervatu
[nm] [nm] [nm] [nm]
10 mg/ml 347 29 373 34 345 30 372 32
20 mg/ml 319 15 307 11 308 14 297 11
30 mg/ml 295 6 281 7 268 5 258 6
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Obr. 15 Velikost ok polymerni sité pro gely o rizné koncentraci derivdtu

Leach J et al. [64] pocitali velikost ok polymerni sité Flory-Rehnerovou teorii pro derivat
kyseliny hyaluronové o molekulové hmotnosti 2000 kDa. Prfipravili fadu konjugata
glycidylmethakrylat-HA (GMHA), které byly nasledné fotopolymerizovany za vzniku
zesitovaného hydrogelu GMHA. ZvySené mnozstvi konjugované methakrylatové skupiny (5,
7 a 11 %) odpovidalo zvySenym hustotam sitovani a mensim velikostem ok polymerni sité.
Stejné€ jako v nasi praci se hodnoty velikosti ok pohybovaly ve stovkach nanometra (644 nm,
619 nm, 539 nm).

6.5 Stanoveni vylou¢eného BSA pomoci metody dle Bradfordové

Byla pouzita metoda stanoveni dle Bradfordové. Vysledky ztéto metody nejsou bohuzel
vypovidajici. Touto metodou neni mozné rozeznat hyaluronidazu pouzitou k degradaci
hydrogelt na konci experimentii od BSA. Neni tedy mozné stanovit obsah neuvolnéného BSA
v hydrogelech. Proto byla zvolena metoda fluorescen¢niho znaceni.

6.6 Stanoveni uvolnéného BSA pomoci fluorescen¢niho znaceni

Vtéto praci  bylo mnozstvi  uvolnéného  FITC-BSA  stanoveno  pomoci
UV/VIS spektrofotometrie, jelikoz v ramci méfeni kalibracni fady bylo prokazano, ze nami
pouzité koncentrace Ize takto stanovit s dostatecnou citlivosti 1 bez fedéni vzorku, které by bylo
nutné pro méfeni fluorescence a vnaselo by do vysledka vétsi odchylky. Navic pokud by byla
meéfena absorpéni spektra ¢i fluorescence samotného BSA a BTH, bylo by obtizné rozeznat
BSA od proteinu BTH, kterym byly gely na konci experimentu degradovany, kvili stanoveni
neuvolnéného BSA. Tato informace je velmi dilezita, jelikoz zbyvajici BSA v hydrogelu
na konci experimentu spoleéné s BSA uvolnénym béhem experimentu dohromady poskytu;ji
udaj o obsahu BSA v hydrogelu na pocatku experimentu (100 %).
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Z Obr. 16 je vidét, ze nejvice BSA se uvolnilo v prvnich dvou dnech experimentu (u méné
koncentrovanych gelt vice nez 70 %). Poté je uz zavislost linearni. Z geli o vyssi koncentraci
derivatu a tim padem mensi velikosti ok polymerni sit¢ se BSA uvoliiuje pomaleji. Toto tvrzeni
bylo potvrzeno i po prolozeni experimentalnich dat Korsmeyer-Peppasovym modelem
(Obr. 17), kdy dostavame pfi nizsich koncentracich derivatu vyssi hodnoty rychlostni konstanty
(Tab. 11). Obsah BSA v gelech zdegradovanych po 21 dnech uvoliiovani se pohybuje okolo 10
% (13,9 % u koncentrace 30 mg/ml). Vzhledem k rostoucimu charakteru ktivky Ize
predpokladat, ze pii delSim trvani experimentu by doslo k uvolnéni 1 tohoto mnozstvi.
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60 - X

50 ->I<
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Obr. 16 Zavislost mnozstvi uvolnéného BSA na case odbéru

Rehmann at al. [23] zkoumali souvislost mezi uvoliiovanim a velikosti ok polymerni sité pro
koktejl proteinti. Ve své praci predpokladali, Ze se jim uvolni ty, které maji mensi praimér nez
vypocitana hodnota velikosti ok polymerni sit€ a vétsi ztiistanou v siti zadrzeny. Tato hypotéza
se nepotvrdila, nejspis proto, Ze vypoctena velikost je pouze primérna hodnota, v siti jsou i oka
vétsi, kterd mohou predstavovat hlavni cestu uniku. Nami stanovend velikost ok polymerni sité
je vSak mnohonasobné€ vétsi, nez je velikost BSA (hydrodynamicky polomér BSA je 3,48 nm),
tudiz jsme predpokladali, ze uvoliovani bude probihat prostou difuzi. Tato hypotéza byla
potvrzena po prolozeni experimentalnich dat Korsmeyer-Peppasovym modelem (Obr. 17).
Ve vsech pfipadech je exponent uvolilovani n mensi nez 0,5 (Tab. 11).
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Obr. 17 ProloZeni experimentalnich dat Korsmeyer-Peppasovym modelem

Tab. 11 Porovnani rychlostnich konstant a exponentii uvolfiovani se zjisténou velikosti ok polymerni sité

koncentrace velikost ok ¢ velikost ok ¢ rychlostni exponent
derivatu [mg/ml] | TRB [nm] TKE [nm] konstanta k uvolnovani n [-]
[den™]
10 373 372 0,5679 0,1767
20 307 297 0,5349 0,1995
30 281 258 0,4586 0,2411
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7 ZAVER

Pro pfipravu hydrogelt byl pouzit formyl hyaluronan sodny o My 342 kDa a stupni
substituce 9 % a jako sitovaci €inidlo byl vyuzit POA O,0'-1,3-propandiylbishydroxylamin
dichlorid.

Podartilo se pfipravit hydrolyticky stabilni hydrogely, jejichz vlastnosti byly korigovany
koncentraci derivatu (10 mg/ml, 20 mg/ml a 30 mg/ml).

Pomoci TGA byl stanoveno, ze nami pouzity derivat obsahuje 79,6 hm.% polymeru. Pomoci
této hodnoty byla dopocitana teoretickd hmotnost xerogelu na zacatku experimentu pied
botnanim. Po rozbotnani hydrogelt byly hydrogely lyofilizovany a stanovena susina u vSech tfi
pouzitych koncentraci derivatu po botnani (okolo 80 hm.%). Vynasobenim hmotnosti
lyozilizatu a obsahu susiny byla zji§téna hmotnost xerogelu po botnani. Rozdil hmotnosti pred
a po botnani prokazal, ze béhem botnani dochazi k vyplavovani nezesiténého solu z hydrogelu
(okolo 10-20 hm. %). U hydrogeli o koncentraci 10 mg/ml kvili tomuto jevu dochazi
k odbotnavani hydrogeld, jelikoz neobsahuji dostatecné mnozstvi polymeru, ktery by byl
schopen vazat vodu. Koncentrovanéjsi analogy 1 po odplaveni solu botnaji.

Z botnani hydrogelt byly ziskany dalsi hodnoty potiebné pro vypocet ¢ (hmotnosti hydrogelt
po pripravé a v rovnovazném nabotnalém stavu). Dale bylo prokazano, ze gely dosahnout
botnaci rovnovahy v prabéhu 5 dni a ze piidavek BSA vyznamné neovliviluje botnaci
rovnovahu.

Pomoci amplitudového a frekvencniho testu byly zkoumany viskoelastické vlastnosti
hydrogeltl pfed i po botnani. Bylo prokazano, ze hydrogely po nabotnani vykazuji vyssi
hodnoty elastickych moduli nez jejich nenabotnalé analogy, ale jsou zaroven kieh¢i. Primérné
hodnoty velikosti elastického modulu v LVO byly pouzity pii vypoctu velikosti ok polymerni
sit€¢ podle teorie kaucukové elasticity.

V této praci byla velikost ok polymerni sité pocitana pomoci dvou bézné uzivanych teorii:
Teorie rovnovazného botnani (Flory-Rehnerova teorie) a teorie kaucukové elasticity. Velikost
ok u gelt bez BSA o koncentraci derivatu 10, 20 a 30 mg/ml byla podle TRB stanovena na 347
+ 29 nm, 319 + 15 nm, 295 + 6 nm a podle TKE 345 + 30 nm, 308 + 14 nm, 268 £ 5 nm.
Pro hydrogely s BSA byly zjistény velikosti ok polymerni sité podle TRB 373 + 34 nm,
307+ 11 nm, 281 £ 7 nm a podle TKE 372 + 32 nm, 297 + 11 nm, 258 + 6 nm. Velikost ok
polymerni sité klesa s vyssi koncentraci derivatu.

V druhé casti prace bylo sledovano uvoliiovani modelové aktivni latky BSA. Tato latka ma
velmi maly hydrodynamicky polomér (3,48 nm) oproti nami vypoctené velikosti ok polymerni
sité, a proto jsme piedpokladali, ze bude k uvoliiovani z polymerni matrice dochazet prostou
difuzi. K ovéfeni této hypotézy byl pouzit Korsmeyer-Peppasiv model, ktery tuto hypotézu
potvrdil. U vSech tii pouzitych koncentracich derivatu byl exponent uvolfiovani mensi nez 0,5.
Podle velikosti rychlostnich konstant dochazi k mirnému ovlivnéni rychlosti uvolfiovani
velikosti ok.

Pozorovatelna zavislost mezi velikosti ok a rychlosti uvoliiovani by mohla usnadnit navrh
systéml fizeného uvoliiovani pro protilatky. Hydrogely na bazi HA-Ox/POA maji vSak
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poméme vysoké hodnoty velikosti ok polymerni sit¢ a nedochazi tak k signifikantnimu
ovlivnéni rychlosti uvoliiovani BSA. Hydrogely nejsou tedy vhodné pfi pouziti k fizenému
uvolfiovani latek, mohly by vSak byt vyuzity v jinych oblastech, napiiklad jako scaffoldy
pro bunécné kultury, u kterych je zaddouci, aby dochazelo k volné difuzi latek obsazenych
v kultivaénim médiu k buiikadm inkorporovanym v zesiténé matrici.
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9 SEZNAM ZKRATEK

HA
HA-Ox
POA

OP

NMR

BSA

SA
FITC-BSA
FR
CBB-G250
PEG

TGA

BTH

TRB

TKE
GMHA
LVO

kyselina hyaluronova

oxidovany derivat kyseliny hyaluronové
0,0'-1,3-propandiylbishydroxylamin dihydrochlorid
octanovy pufr

nuklearni magneticka rezonance

hovézi sérovy albumin (z angl. Bovine Serum Albumine)
sérovy albumin

fluorescencné znaceny hovézi albumin

fyziologicky roztok

Coomassie brilliant blue-G250

polyethylenglykol

termogravimetricka analyza

hyaluronidéaza (hovézi)

Teorie rovnovazného botnani

Teorie kaucukové elasticity
glycidylmethakrylat-HA

linearni viskoelasticka oblast
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10 PRILOHY

10.1 Piiloha ¢. 1 Teflonové formy pro vyrobu hydrogeli

10.2 Ptiloha ¢. 2 Hydrogely pred a po lyofilizaci (po odsoleni)
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