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1 UVOD

Hydrogely, definované jako systémy skladajici se z trojrozmérmné sit€¢ polymernich
fetézcl a vody vypliujici prostor mezi témito makromolekulami, jsou v poslednich
desetiletich velmi aktudlnim tématem. Velka pozornost se jim dostava zejména
v medicinskych aplikacich, at’ uz v ramci vyvoje materialti pro kryty ran, nosict pro
fizené uvoliiovani 1é¢iv, nebo pii pfipravé scaffoldii pro tkanové inzenyrstvi.
Hydrogely jsou stale zkoumany a hledaji se rizné zptisoby, jak modifikovat jejich
vlastnosti a relevantni materialové parametry dle specifickych potieb konkrétni
aplikace. Jeden ze zakladnich nastroji k modifikaci materialovych vlastnosti
hydrogelii predstavuje manipulace s chemickou a morfologickou strukturou jejich
vnitini architektury.

Predlozena prace se vénuje hydrogelim na bazi semi-interpenetrovanych
polymernich siti (semi-IPN) coby jedné z nejjednodussSich alternativ, jiz je mozné
dosahnout manipulace s vnitini architekturou geld. Tato prace dopliiuje a navazuje na
diplomovou praci, kde byl otestovan koncept semi-IPN na hydrogelech na bazi
agardzy, se snahou o uplatnéni tohoto konceptu na jiz aplika¢né zajimavé)$i materialy .
Predlozena dizertani prace si ve své experimentalni ¢asti klade za cil pripravit
arelevantnimi metodami strukturni a fyzikalné-chemické analyzy charakterizovat
hydrogely tvofené semi-interpenetrovanymi polymernimi sitémi s aplikacnim
potencidlem v oblasti nosi¢ti aktivnich latek. V poslednich desetiletich bylo
provedeno mnoho studii zaméfenych na vyuziti hydrogeli v systémech dodavani
1éCiva, piiCemz jedny znejcastéji diskutovanych materiali pro tyto aplikace
piedstavuji polyvinylalkohol a poly(2-hydroxyethyl-methakrylat), které¢ byly
mspiraci 1 pro piedlozenou praci. Hydrogely ztéchto materiali se vyznacuji
biokompatibilitou a vysokou mechanickou pevnosti, coz je pro medicinské vyuziti
¢ini 1dealnimi kandidaty.

Tokové atransportni vlastnosti zaujimaji kliCovou roli ve vSech odvétvich
hydrogelovych aplikaci, zarovein tyto vlastnosti pfimo souvisi s jejich chemickym
sloZzenim a strukturou. Vzhledem k tomuto faktu ma dikladné prozkoumani vztahu
mezi témito jednotlivymi vlastnostmi dopad na jejich nasledné aplikace a technologie,
ve kterych jsou hydrogely vyuzivany. Tyto skute¢nosti jsou motivaci pro piedlozenou
praci, tedy hydrogely pfipraveny v ramci této prace budou podrobeny strukturni
charakterizaci a budou studovany 1 jejich tokové a transportni vlastnosti za ucelem
nalezeni pfi¢inné souvislosti mezi vnitini strukturou gelu (chemickou
1 morfologickou) a jeho klicovymi materidlovymi vlastnostmi.



2  CILE DIZERTACNI PRACE

Hlavnim cilem této dizertacni prace je navrh, piiprava a komplexni charakterizace
hydrogelii na bazi semi-interpenetrovanych polymernich siti (semi-IPN) s potencialni
aplikaci v modernich nosi¢ovych systémech. Na zaklad¢ zkuSenosti pracovisté je
navrzen koncept, kde gelotvornd slozka téchto hydrogeli zodpovidd za jejich
strukturu a mechanické vlastnosti, zatimco interpenetrujici slozka ovliviiuje
a upravuje transportni vlastnosti bez vyznamného zasahu do struktury. Tento koncept
byl jiz diive ovéien na modelovém systému semi-IPN hydrogeli, kdy jako gelotvorna
slozka byla pouzita agardza. Cilem této prace je tedy navrhnout aplikaéné zajimave
kompozice semi-interpenetrovanych hydrogelovych systémi a provést jejich
podrobnou charakterizaci morfologickou (tvar a velikost porti), tokovou (reologickou)
1 transportni (stanoveni difiznich parametrit).

Prvnim dil¢im cilem je optimalizace avybér vhodné a dostupné metody
morfologické charakterizace, ktera by byla dostate¢na pro komparativni ucely vzorki
bez a s piidavkem interpenetrujici slozky. V ramci tohoto cile je pouzita agardza
jakozto gelotvorna slozka v riznych koncentracich a s piidavkem rizného mnozstvi
polystyrensulfonatu sodného (PSS) jakozto interpenetrujici slozky. V ramci tohoto
cile jsou porovnavany ziskané vysledky z riznych metod morfologické charakterizace
lisicich se dostupnosti, ataké mirou rizika vzniku strukturnich defektti spojenych
s procesem piipravy vzorku pro analyzu.

Druhym a tietim dil¢im cilem je optimalizace ptipravy a komplexni charakterizace
hydrogelii, kde gelotvornou slozkou je polyvinylalkohol (PVAI) sitovany dvéma
odlisSnymi mechanismy (cyklickym mrazenim ¢ pomoci boraxu). Vzhledem
k analogickému postupu charakterizace jsou zde tyto dva cile shrnuty dohromady.
V rameci téchto cila je sledovan vliv rizného piidavku polyelektrolytu PSS jakozto
interpenetrujici slozky s cilem ovlivnit pfidavkem pouze transportni vlastnosti
a zachovat strukturu a viskoelastické parametry srovnatelné s hydrogelem bez
piidavku PSS. Pro urceni tohoto vlivu je provadéna komplexni charakterizace, ktera
se sklada z charakterizace viskoelastickych parametri vyuzitim oscila¢ni reometrie,
charakterizace transportnich vlastnosti na makroskopické 1 mikroskopické urovni
a morfologické charakterizace.

Ctvrtym diléim cilem je optimalizace piipravy akomplexni charakterizace
hydrogelii, kde gelotvornou slozkou je polyhydroxyethylmethakrylat (pHEMA). I zde
je studovan vliv rizného piidavku polyelektrolytu PSS jakoZzto interpenetrujici
slozky. Pro urceni vlivu piidavku PSS na vlastnosti piipravenych hydrogela je taktéz
provadéna komplexni charakterizace, ktera je obdobna jako v piipadé hydrogeli na
bazi PVAI s vyjimkou charakterizace transportnich vlastnosti, kdy jsou vyuzity pouze
ruzné difizni experimenty na makroskopické urovni.

Na zavér budou tyto hydrogely zhodnoceny z hlediska aplikaéniho potencialu
vyuziti sméfovaného do oblasti mediciny jakoZzto nosice 1é¢iv s fizenym uvoliiovanim
¢1 kryty ran.



3 TEORETICKA CAST A SOUCASNY STAV RESENE
PROBLEMATIKY

Gely obecné jsou koloidni systémy tvoiené trojrozmérnou siti vytvarejici souvislou
strukturu, ktera prostupuje celym disperznim prostiedim. Na rozdil od ostatnich
disperznich systému je tedy v pfipadé geld spojité nejen disperzni prostiedi, ale
1 disperzni podil. Pod pojmem gel se obvykle rozumi systém, ktery obsahuje kapalné
disperzni prostiedi (lyogely), ovSem jsou zde zahrnovany také xerogely, které vznikaji
vysuSenim lyogelii. Velkou a aplika¢né zajimavou podmnozinou geli jsou hydrogely,
kde je disperzni prostiedi tvofeno vodou. Hydrogely jsou tedy trojrozmérné
a hydrofilni polymerni sité¢ schopné absorbovat velké mnozstvi vody. Vzhledem
k vysokému obsahu vody, pérovitosti a mékké konzistenci piirozené simuluji zivé
tkané [1].

3.1 Interpenetrované a semi-interpenetrované polymerni sité

Hydrogely lze délit na zaklad€ rtiznych kritérii. Jednim z téchto kritérii miize byt
polymerni slozeni. Vramci predlozené prace je pracovano stzv. semi-
interpenetrovanymi  polymernimi  sitémi  (semi-IPN), které¢ se  spojuji
s interpenetrovanymi polymernimi sitémi (IPN). Definice IUPAC pro IPN zni:
"Polymer obsahujict dvé nebo vice siti, které jsou prinejmensim cdstecné propletené
v molekuldrnim mévitku, ale nejsou vzdjemné kovalentné vdzané a nemohou byt
oddéleny, pokud nebudou chemické vazby preruSeny. Smés dvou nebo vice predem
vytvorenych polymernich siti neni IPN" [2]. Posledni véta se piidava ke zdiraznéni
rozdilu mezi IPN a prostou smési polymerii. Pokud se v siti nachazi 1 linearni
polymery, oznacuji se tyto sit¢ potom jako semi-interpenetrované polymerni sité
(semi-IPN), piicemz definice IUPAC zni: "Polymer obsahujici jednu nebo vice siti
a jeden nebo vice linedrnich nebo rozvétvenych polymeru vyznacujici se pronikdnim
na molekuldarni vurovni alespon jedné ze siti alespon nékterymi z linedrnich nebo
rozvétvenych makromolekul" [2]. Také zde byla pfidana poznamka ke zdtraznéni
rozdilu mezi semi-IPN a IPN: "Semi-IPN se odlisuji od IPN, protoZe linedrni nebo
rozvétvené polymery tvorict sit mohou byt principidlné oddéleny od sité polymerii, bez
poruSeni chemické vazby" [2].

3.2 Mechanické vlastnosti hydrogelu

Mechanické vlastnosti gelu se mohou lisit a byt modulovany v zavislosti na ucelu
vyuziti materidlu. Zmény v mechanickych vlastnostech souviseji s celou tadou
proménnych (stupeni zesitovani, stupen botnani, aj.). I pies to, ze je jejich disperzni
prostiedi kapalné, vykazuji gely v disledku svého usporadani fadu mechanickych
vlastnosti charakteristickych pro tuhy stav. Mechanické vlastnosti jsou jedny
zklicovych faktord pi1 jejich aplikaci, je tedy dilezit¢ je umét analyticky

charakterizovat, k cemuz se vyuziva reologie [3].
Vétsina realnych materiala c¢astecné vykazuje deformacni vlastnosti jak elastického,
tak viskozniho charakteru. Takovéto latky se poté oznacuji jako viskoelastické a to,
7



jestli pievazi jejich viskézni ¢i elasticky charakter, zavisi na dobé a mife ptisobeni
deformace. Polymerni disperze, a tedy 1 hydrogely, maji prakticky vzdy
viskoelasticky charakter, a tedy jejich mechanické vlastnosti vzdy zavisi na mnoha
faktorech (teplota, doba ptisobeni deformace). V piipadé¢ mechanického namahani
viskoelastické latky se Cast plisobici energie pieméni na energii elastickou a ¢ast je
disipovana, tudiz po odstranéni napéti se ¢ast deformace odstrani okamzité a zbytek
deformace se bud’to odstrani pomalou relaxaci nebo nezmizi viibec [4].

Viskoelastické parametry jsou kvantitativné charakterizovany pomoci moduli,
elasticka ¢ast je popisovana jako G' tedy elasticky modul (téz pamétovy modul),
a viskozni ¢ast jako G’ tedy visk6zni modul (t€Z ztratovy modul). Elasticky modul je
mirou energie ulozené pi1 deformaci aviskdézni modul odpovida mnoZstvi
spotfebované energie pii zméné materialu. Je mozné definovat 1 komplexni modul G*
(komplexni cislo zahrnujici piispévek elastického i1 viskézniho modulu), ktery
popisuje mechanickou odolnost vzorku a lze jej zapsat jako:

G*'=G' +iG". (1)
Pro vyjadireni poméru mezi viskoznim a elastickym modulem se vyuziva taktéz
ztratovy uhel o, ktery se da vyjadiit jako:

144

G
tand = = (2)

Tato wveli¢ina vypovida o tom, jaka slozka deformacniho chovani prevlada
v materialu, pokud je roven 45° jsou elasticky a viskozni piispévek vyrovnany, pokud
je vétsi nez 45°, tak pievlada viskozni slozka a pokud je tedy mensi nez 45° pievlada
elasticka slozka [4, 5].

3.3 Transportni vlastnosti hydrogelu

K transportu latek v hydrogelech dochazi piisobenim diftize. Difuze obecné oznacuje
proces, pi1 kterém se castice urcité slozky systému (napiiklad molekuly, atomy,
koloidni castice) samovoln€ rozptyluji v prostoru se snahou o rovnomeérné
prostoupeni v celém objemu. Difuze je zptisobena neuspofadanym pohybem molekul,
v pfipad¢ Castic v disperznich systémech molekuly méni svou pozici na zakladé
Brownova pohybu. Tento pohyb molekul, jak uz vypovida jeho nazev, je nahodny
a molekula se tedy nepohybuje po zadné preferované trajektorii. I pres tento fakt je
difuze makroskopicky pozorovana jako pohyb molekul z mista o vyssi koncentraci do
mist s nizsi koncentraci. Rychlost Sifeni ¢astic je ovlivnéna velikosti ¢astic, teplotou
1 vlastnostmi prostiedi, matematicky tento proces popisuji tzv. Fickovy zdkony [6].
7, téchto zakoni poté vychazi modely popisujici difuzi pro rizné systémy.

V ramci piedlozené prace byla jako preferovana metoda pro urceni transportnich
vlastnosti vybrana metoda nekonec¢ného difuzniho paru. Tato difuzni metoda je
obecné vhodna pro stanoveni difuzniho koeficientu u latek pevnych, piipadné
polotuhych (napft. geli). Jeji princip spociva v experimentu, kde jsou dva vzorky,
které maji rtizné koncentrace difundujici latky (latka tak difunduje z mist o vyssi
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koncentraci do mist s nizSi koncentraci a dochazi tedy k samovolnému transportu
latky). Oba vzorky jsou na zacatku experimentu spojeny, dochazi tak k transportu
sledované latky ze zdrojové ¢asti do Casti piijimaci, po uplynuti zvolen¢ho ¢asu jsou
¢asti rozpojeny a v piijimaci ¢asti (ptipadné€ v obou ¢astech) je zmétena koncentrace
sledované latky v riznych polohach [7, 8]. Z dat mtizeme ziskat koncentra¢ni profily
meifenych experimenti a celkovy tok difundujici latky do média. Pouzitim rovnic (3)
a (4) nize mtzeme stanovit difuzni koeficient D.

c1—C1 x
p—— erf—TDt, (3)
4Dty ,_
n, = - (C1 — C100), 4)

kde ¢, je pivodni koncentrace v piijimaci ¢asti, ¢; je konecna koncentrace na

rozhrani (dand aritmetickym primérem c; a ¢;,), n; je celkové mnoZstvi
transportované skrz rozhrani za ¢as t.

3.4 Hydrogely na bazi semi-interpenetrovanych polymernich siti

V poslednich letech se semi-interpenetrované (semi-IPN) a interpenetrované (IPN)
polymerni sit¢ objevuji jako inovativni biomateridly pro dodéavani 1ékd a jako
scaffoldy pro bunécné kultury [9]. Vyhoda téchto siti je v tom, ze mize dochazet
k synergickému efektu jednotlivych komponent, ¢ehoz Ize wvyuzit kupravé
a prizptisobeni charakteristik vysledného materialu tak, aby odpovidaly specifickym
potiebam. Jedna z vlastnosti, které ¢ini hydrogely velmi uziteCnymi v systémech
dodavani 1éciv, je napiiklad jejich reakce na okolni podnéty, ktera miize byt snadno
vnesena do hydrogelové sité pi1 vyrobé. Reaguji na zmény okolniho prostiedi, jako je
pH nebo teplota, napiiklad pH senzitivni hydrogely jsou uzite¢né pii oralnim podani,
kdy dokazou ochranit peptidy/proteiny 1€k pired travicim traktem [10, 11]. Kyselina
akrylova a kyselina methakrylova [11] jsou jedny z nejcastéji pouzivanych monomert
pro vyrobu aniontovych hydrogela citlivych na pH, zatimco pro vyrobu kationtovych
hydrogeli se pouziva 2-dimethylaminoethylester kyseliny methakrylové [13]. Pro

vyrobu hydrogeli citlivych na teplotu je vhodny napt. N-isopropylakrylamid [10].
Zajimavou, avSak stale nedostate¢né prozkoumanou cestou k vytvoreni aplika¢né
zajimavych materiala jsou semi-IPN a IPN sité vyuzivajici pfevazné polyelektrolyty
k fizeni struktury a vlastnosti. Napiiklad Dragana a spol. [14] se ve své praci zaméiili
na pfipravu novych multi-stimulacné¢ reagujicich hydrogeli se semi-
interpenetrujicimi  polymernimi  sitémi  (semi-IPN)  polymeraci N, N-
dimethylaminoethyl methakrylatu (DMAEM) v pfitomnosti bramborového Skrobu
nebo aniontové modifikovaného bramborového Skrobu. Velikost pért se snizila se
zvySovanim obsahu polysacharidii a se zvySovanim koncentrace monomerii v matrici,
velikost pért byla vzdy wveétsi v ptripadé inkorporace modifikovaného Skrobu
(naptiklad 2245 um ve srovnani s 19-35 um) kvili interakcim mezi matrici
aanionty Skrobu. Dragana a spol. [15] se jiz dfive zabyvali pfipravou
9



makroporéznich iontovych kompozitnich kryogelii sestavajicich se ze dvou nezavisle
zesitovanych a opacné nabitych siti. Byly piipraveny semi-IPN sit¢ postupnym
zesitovanim akrylamidu s N, N'-methylenebisakrylamidem v pfitomnosti chitosanu,
ktery byl poté taktéz sitovan vyuzitim epichlorhydrinu v alkalickém prostfedi za
vzniku IPN. Analyza mikrofotografii zrastrovaciho elektronového mikroskopu
prokazala vzajemné propojeni makropérii, a to jak v semi-IPN, tak v pln¢ IPN
kryogelech. Vytvofena aniontova matrice béhem tvorby druhé sité vedla k vysoké
sorp¢ni kapacité modelového kationtového barviva (methylenové modii).

Elektrostatické interakce v gelu semi-IPN sité taktéz mohou fidit postsyntetické
zavadéni, dlouhodobou retenci a nasledné uvoliiovani kationtovych antibiotik s malou
molekulou. Wu a spol. [16] ve své praci zavedli elektrostaticky naboj do jinak
neutralniho gelu polyethylenglykolu (PEG), elektrostaticky naboj byl zaveden do
PEG hydrogelu polymerizaci PEG-diakrylatu v pritomnosti polyakrylové kyseliny
(PAA) s vysokou molekulovou hmotnosti, aby se vytvoiila semi-interpenetrujici
polymerni sit PAA zachycena v gelove siti. PEG/PAA semi-IPN gely absorbuji vice
nez 40krat vice antibiotik nez PEG gely bez PAA, vétSina tohoto antibiotika navic po
ponoieni do tlumivého roztoku bez antibiotik zistala v hydrogelu.

3.5 Hydrogely na bazi polyvinylalkoholu

Hydrogely PVAl je mozno vytvoiit riznym sitovanim, napriiklad sitovanim
s boraxem. Vliv koncentrace PVAl/boraxu a stupné hydrolyzy PVAI na fyzikalni
areologické vlastnosti hydrogelu zkoumali Murphy a spol. ve studii [17]. Vyssi
koncentrace PVAI vedla k naristu tuhosti hydrogelu pii konstantni koncentraci
boraxu, tento narist byl vyvolan pravdépodobné vétsim poctem interakci polymer-
polymer, a tudiz vétsi hustotou zesitovani. Stejny efekt byl pozorovan 1 po zvySeni
koncentrace boraxu, kde dochazelo ke zvySeni interakci mezi PVAI a boraxem.
V piipad¢ zvySovani koncentrace PVAIl se zvySuje pravdépodobnost interakci
polymer-polymer a pravdépodobnost ustanoveni rovnovahy di-diolovych vazeb mezi
PVAI aboraxem. V piipadé zvySovani koncentrace boraxu se zvySuje pocet di-
diolovych vazeb a dalsi zvySeni koncentrace zplisobuje zvySeni hustoty sitovani
zdidvodu oslabeni elektrostatického odpuzovani mono-diolovych vazeb
prostiednictvim sodnych kationti. V této studii byla zkoumdna i1 bioadhezivita
a difuzivita. S vyss$i koncentraci boraxu byl sledovan pokles v biodhazivité (kvli
zvysené hustoté sitovani a snizené flexibilité sit¢). Autofi studie upozornili, ze je
potieba najit vhodny pomér, aby bylo dosazeno rovnovahy mezi sledovanymi
vlastnostmi.

Holloway a spol. [18] se na rozdil od pifedchozi studie zabyvali fyzikalné
zesitovanymi PV Al hydrogely. Metoda pfipravy téchto hydrogelii spociva v cyklech
mechanismy zodpovédné za mechanické vlastnostt PVAI hydrogelu [18, 19]. Jako
primarni mechanismus je povazovana krystalizace, ke které dochazi béhem mrazeni.
Poté také fazova separace vyvolana fazovou pfeménou vody na led. Autofi této studie
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se zabyvali u¢inkem fazové separace na vlastnosti hydrogelu tvofeného pomoci deseti
cykli pravidelného zmrazovani a rozmrazovani. Takto piipravené hydrogely
porovnavali s PVAI hydrogely vytvorenymi starnutim, tedy postupnou krystalizaci,
roztoku PV AI (pi1 starnuti nedochazi k fazové separaci). Vlastnosti byly sledovany
z pohledu reologie a mikrostruktury. U PVAI hydrogelt tvofenych metodou freeze-
thaw byl pozorovan linearni nartst pevnosti v ramci prvnich Sesti cykli, poté se uz
hodnota nezvySovala. Sledovanim mikrostruktury byla se zvySovanim koncentrace
polymeru a se zvySovanim poctu cykli potvrzena vétsi porozita a piitomnost oblasti
se stale vyssi koncentraci PVAL. Autofi studie to vysvétlili tim, ze béhem zmrazovani
jsou nasledkem fazové pfemény vody na led vytlaCcovany PVAI fetézce, v disledku
¢ehoz se vytvari oblast svys$i koncentraci PVAI. Tento proces se pravidelné
s kazdym cyklem opakuje, tim padem je postupné snizovana vzdalenost mezi
jednotlivymi fetézci PVAI, coz napomaha krystalizaci a tvorbé vodikovych vazeb.
Postupnym starnutim vodného roztoku PVAI doslo ke tvorbé hydrogelu pouze
v piipad¢ vodnych roztokii PVAI o vyssi koncentraci (30 a 35 hm. %). Autoi1 této
studie potvrdili pfitomnost dvou odlisnych mechanismii, které maji vliv na vysledné
vlastnosti hydrogelti vytvorenych metodou freeze-thaw. Zajimavym poznatkem je
tvorba krystalt jiz v pritbéhu prvniho cyklu, zatimco fazova separace PV Al pievlada
az v pozdé&jsich cyklech.

Tvorba krystali hraje tedy klicovou roli pi1 vzniku PVAI hydrogeli sitovanych
fyzikalné¢ metodou freeze-thaw, piidani dalSiho polymeru zejména pi1 vysokych
koncentracich miize narusit usporadani PVAI fetézcl, coz omezi gelaci a snizi
pevnost hydrogelu [20]. Tento jev jiz byl popsan v nékolika piipadech, kdy byly
piipravovany semi-IPN hydrogely s fyzikaln¢ sitovanym PVAI a linedarnim
polymerem, jako napiiklad alginat sodny [21] ¢i kyselina hyaluronova [22]. Obecné
se doporucuje, pokud je pfiprava semi-IPN hydrogeli potieba vzhledem k piinosu
polymeru pro aplikovatelnost hydrogelu, pouzivat nizsi koncentrace k zabranéni vlivu
na pevnost gelu ¢1 jeho mechanické vlastnosti. V literatuie 1ze taktéz nalézt ptipady,
kdy naopak polymer piispél k vhodnym mechanickym vlastnostem hydrogeli.
Naptiklad Liang a spol. [23] piipravili fyzikalng sitované PVAI hydrogely (—20 °C
po 12 hodin) do kterych inkorporovali pifirodni polymery odvozené z aminokyselin
poly(N-acryloyl-2-glycin) a piipravili tak hydrogely s laditelnymi mechanickymi
vlastnostmi, kdy pifidavek polymeru zvySoval mechanickou tuhost.

3.6 Hydrogely na bazi polyhydroxyethylmethakrylatu

Hydrogely, které jsou tvoreny polyhydroxyethylmethakrylatem (pHEMA), se
obvykle syntetizuji polymeraci methakrylati s volnymi radikaly. Druh pouzitého
sitovaciho ¢inidla pii této syntéze bude mit vyrazny vliv na vysledny hydrogel. Proto
se ve své studii Lou aspol. [24] zamé&fili na porovnani hydrogeld vytvorenych
sriznymi sitovadly. Poly(2-hydroxyethyl-methakrylatové) hydrogely byly
piipraveny v piitomnosti 30 hm. % vody za pouziti dvou sérii sitovacich c¢inidel,
vcetné cCinidel obsahujici divynilové (ethylenglykoldimethakrylat, 1,4-butandiol-
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dimethakrylat, 2.3-dihydroxybutandiol 1,4-dimethakrylat) a diallylové (1,5-
hexadien-3.,4-diol a 1,5-hexadien) skupiny, v koncentra¢nim rozmezi mezi 0,1 az 5
molarnich %. Mnohem niz$i t¢innost sitovani byla pozorovana u 1,5-hexadien-3,4-
diolu nez u ethylenglykoldimethakrylatu. Kromé sitovaciho ¢inidla bude mit na
vlastnosti vysledného hydrogelu vliv 1pouzity iniciator. Tento fakt byl nejspis
motivaci pro praci Senola a Akyola, kteti se ve své studui [25] zabyvali vlivem
niciatoru na vlastnosti uvoliiovani 1éciva. Za ucelem zkoumani vlivu fotoiniciatort
na chovani uvoliiovanych lé¢iv u vyslednych hydrogeli byly pouzity ti1 rizné
fotoiniciatory, konkrétné 2,2-dimethoxy-2-fenyl-acetofenon (Irgacure 651), 1-
hydroxycyklohexylfenylketon (Irgacure 184) a 2-hydroxy-4-(2-hydroxyethoxy)-2-
methylpropiofenon (Irgacure 2959). Vysledky ukazaly, ze hydrogely syntetizované
za pouziti Irgacure 2959 uvolnily maximalni mnozstvi hydrochloridu donepezilu.
Porézni struktura zesitovaného pHEMA miize byt klasifikovana jako homogenni
nebo heterogenni. Homogenni hydrogely maji objem pért, ktery je zanedbatelny ve
vztahu k objemu obsazenému polymernimi fetézci, jedna se o materialy neporézni az
mikroporézni (10-100 nm) a mohou byt prihledné az opalescentni. Heterogenni
hydrogely budou mit ve srovnani s polymernimi fetézci vysoky objem port.
Heterogenni hydrogely se obecné ziskavaji polymeraci v roztoku a maji vzhled od
opalescentniho k neprihlednému s péry v rozmezi od 100 nm do 1 mm [26].

4 EXPERIMENTALNI CAST

V ramci experimentalni ¢asti predlozené prace byly navrzeny materidly pro piipravu
modelovych hydrogelovych systémti na bazi semi-interpenetrovanych polymernich
siti, které by potencialni vyuziti mohly najit v oblasti mediciny jakozto nosice 1é¢iv
s fizenym uvoliiovanim. Konkrétné se jednalo o hydrogelové materidly, kde
gelotvornou slozku tvofil bud’ polyvinylalkohol ¢1 polyhydroxyethylmethakrylat
a interpenetrujici slozkou byl polystyrensulfonat sodny. U vyslednych hydrogelti byla
provedena charakterizace jejich viskoelastickych, transportnich a morfologickych
vlastnosti.

4.1 Pouzité materidly a pristroje

Chemikalie

Agaroza, low EEO Sigma-Aldrich #SLCB8393
Polystyrensulfonat sodny; 76,3 kDa Sigma-Aldrich #BCBL4875V
Polyvinylalkohol, 156,4 kDa Sigma-Aldrich #MKCJ9195
Rhodamin 6G, 95% Sigma-Aldrich #BCBX7237
Methylenovéa modi hydrat, p.a. PENTA, s.r.o0. #1801300113
Dekahydrét tetraboritanu sodného (borax), p.a. LACHEMA #214981177
2-hydroxyethylmetakrylat (HEMA), 97% Sigma-Aldrich #STBK6268
Ethylenglykoldimethakrylat (EGDMA), 98%  Sigma-Aldrich #MKCR5592
Irgacure 2959, 98% Sigma-Aldrich #MKCJ2151
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Pristroje

Ultrazvukova lazen Sonorex Digitec DT 31 H

Bandelin Electronic GmbH

Magneticka michacka s ohievem Hei-Tec

Heidolph Instruments GmbH

Lyofilizator VirTis BenchTop 4K ZL

SP Industries Inc.

Vakuova naprasovacka POLARON SC7640

Quorum Technologies

Rastrovaci elektronovy mikroskop EVO LS 10

Carl Zeiss AG

Vysokotlaky mrazék Leica EM ICE

Leica Microsystems GmbH

Kryo-rastrovaci elektronovy
mikroskop MAGELLAN 400

FEI company (ThermoFisher)

Mikroskop atomarnich sil
NanoWizard 4 XP BioScience

Bruker Corporation

UV-VIS spektrometr U-3900H

Hitachi High-Tech Corp.

Reometr MCR 72

Anton Paar Czech Republic

UV-VIS spektrometr Varian Cary 50

Varian, Inc. (Agilent Tech.)

Konfokalni fluorescencni mikroskop
MicroTime 200

PicoQuant

Senzor zareni X9-7

Gigahertz-Optik

Zarovka, HQL 125W OSRAM GmbH

4.2 Hydrogely na bazi agarézy

Je znamo, ze poéry agardézovych hydrogelii se zmensuji se zvétSujici se koncentraci
polymeru [27-30], proto byly pro optimalizaci morfologické charakterizace vybrany
a pripraveny hydrogely o riznych koncentracich agar6zy (konkrétng 0,5; 1; 2 a 4
hmotnostnich %). Gely byly pfipraveny dle nasledujiciho postupu: vypocitané
mnozstvi agarozy bylo navazeno s piesnosti na 4 desetinnd mista a smichano s 10 ml
deionizovan¢é vody. Za stalého michani poté doslo k ohiivani smési na 85 °C do
uplného rozpusténi polymeru (indikovano transparentnim roztokem). Poté byl teply
roztok vlozen do predehiaté ultrazvukové 1dzn€ k odplynéni roztoku (po dobu
I minuty). Gelace probihala zchladnutim roztoku na laboratorni teplotu.

V piipad¢ piipravy semi-interpenetrovanych hydrogeli byl do roztoku pied
zahfivanim pifidan polyelektrolyt (PSS) vtakovém mnozstvi, aby vysledna
hmotnostni koncentrace v hydrogelu byla: 0,002; 0,005; 0,01 a 0,1 hm. %.

4.2.1 Optimalizace morfologické charakterizace

Experimenty realizované v ramci diplomové prace autorky piedlozené dizertacni
prace [31] vedly k poznatku, Ze rychlost mrazeni piedchazejici vysuSeni vzorku
ovlivituje miru destrukce vnitini struktury. Proto se prvnim cilem prfedlozené prace
stala optimalizace morfologické charakterizace, kde bylo snahou vysusit hydrogel
zptisobem, diky kterému by si zachoval svou piivodni vnitini strukturu 1 ve formé
suchého gelu.
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4.2.1.1 Rastrovaci elektronova mikroskopie

Na zakladé predchozich zkuSenosti [31] byly gely pied pozorovanim ve vysuSeném
stavu mrazeny Sokové ponoienim do kapalného dusiku (cca —196 °C) a nasledné
lyofilizovany. Tento postup mél zajistit minimalizaci vzniku artefaktd, a tedy
piiblizeni pozorované struktury k realné podobé v nabotnalé formé [32-34]. Byla
provéfovana opakovatelnost tohoto postupu. Z vysuSenych vzorki byly vybrany vzdy
piiblizné 3 mensi kousky z riznych casti k zajisténi reprezentativnich vysledk. Na
n¢ byla pomoci vakuové naprasovacky (POLARON) nanesena tenka vrstva zlata (cca
10 nm), poté byly vzorky pieneseny a pozorovany v rastrovacim elektronovém
mikroskopu ZEISS EVO LS 10 vmoédu sekundarnich elektronii s urychlovacim
napétim 5 kV (zvoleno nizsi napéti, aby nedochazelo k nabijeni vzorki). Ziskané
mikrofotografie byly podrobeny obrazové analyze s vyuzitim voln€ dostupného
softwaru Image.J [35].

4.3 Hydrogely na bazi polyvinylalkoholu

Jako prvni zkandidatnich materiald pro piipravu hydrogeli s medicinskym
aplikacnim potencidlem byl na zdklad¢ reSerSe vybran polyvinylalkohol (PVALI).
Moznosti aplikace téchto materiald shrnuje napt. Wang a spol. [36]. V piedlozené
praci byly tedy optimalizované a charakterizované hydrogely na bazi PVAI
piipravené dvéma odliSnymi typy sitovani asriznymi piidavky interpenetrujici
slozky (polyelektrolyt polystyrensulfonat sodny).

4.3.1 Charakterizace viskoelastickych parametru

Viskoelastické parametry hydrogeld byly studovany standardnimi reologickymi testy,
konkrétn¢ oscilacni smykovou reometrii. Pro méfeni viskoelastickych parametrt byl
pouzivan reometr Anton Paar MCR 72 a ocelova geometrie v uspoiadani deska-deska
s kolmymi vryty (originalni nazev cross-hedged) o praméru senzoru 25 mm. V ramci
méieni byly provedeny jak testy amplitudové slouzici k ziskani hranice linearni
viskoelastické oblasti (LVO), tak také testy frekvencni, z téchto testi poté byly urceny
a dopocitany hodnoty komplexniho modulu v LVO oblasti, amplitudy deformace na
konci LVO, hustota sité a velikosti sité [37] (,,mesh-size*). Parametry jednotlivych
testll jsou zobrazeny nize (tabulka 1).

Tabulka 1: Nastavené podminky pro jednotlivé testy pri méreni na reometru.

Amplitudovy test Frekvencni test
Teplota 25°C 25°C
Frekvence oscilace 1 Hz 0,01-100 Hz
?ggﬁ‘;gg 0,01-1000 % 1 %
Body na dekadu 6 6
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Hodnoty komplexniho modulu byly dopocitany dle rovnice (1) zhodnot
viskoelastickych modula ziskanych z amplitudovych testi v oblasti LVO, kde konec
LVO (tedy hodnota amplitudy deformace) byl urcen v misté, kde se elasticky modul
1181l od pramérnych hodnot ze zacatku LVO o vice nez 5 % [38]. Z frekvenc¢nich testi
byly dopo¢itany hodnoty hustoty sité a velikosti sité. Hustota sit€ (p, mol-m™), ktera
popisuje pocet elasticky aktivnich spoji v siti na jednotku objemu, muize byt
vypoc¢tena na zaklad¢ teorie elasticity pryze dle rovnice [38, 39]:

px =<2, (5)
kde G, je hodnota elastického modulu v oblasti platd ziskana z frekvenc¢nich testi,
R plynova konstanta (8,314 J- K !-mol™) a 7 je teplota (298,15 K). Na zakladé této
hodnoty lze urcit velikost ok sité, ktera je definovana jako vzdalenost mezi

jednotlivymi uzly sité a miize byt tedy dopoctena na zaklad¢ teorie elasticity pryze dle
rovnice [40, 41]:

6
TPxNA

§=" (6)

kde N4 je Avogadrova konstanta (6,022-10%° mol™) a je piedpokladan kulovity tvar
ok sit¢.

4.3.2 Charakterizace transportnich vlastnosti

Pro zkoumani difuznich procesii v hydrogelech na bazi PVAI piipravenych v ramci
piedlozené prace byla na zakladé teoretickych poznatkli vybrana metoda nekone¢ného
difuzniho paru. Byl piipraven zdrojovy gel s nenulovou koncentraci (0,008 g-171)
difundujici slozky a piijimaci gel s nulovou koncentraci difundujici slozky obsahujici
rizné koncentrace polystyrensulfonatu sodného (PSS) jakozto semi-IPN komponenty
(0; 0,002; 0,005; 0,01 a 0,1 hm. %). Difundujici slozkou byla modelova kationtova
1é¢iva, kdy rhodamin 6G (R6G; mol. hmotnost: 479,02 g-mol ™) je studovan pro jeho
potencialni protinadorovou aktivitu [42] a methylenovd modi (MM, mol. hmotnost
319,85 g'mol™), b&zn& pouzivana napiiklad proti malarii, je v posledni dobg
studovana pro své antioxida¢ni ucinky [43].

Meéieni absorbance probihalo v rtiznych ¢asovych intervalech (24, 48 a 72 hodin)
v piijimacim gelu v riznych vzdalenostech od rozhrani mezi zdrojovym a piijimacim
gelem. Pro potlaceni vlivu rozptylu svétla na polymernich fetézcich tvoticich gelovou
sit’ byly od absorpéniho maxima (hodnota 530 nm pro R6G a 665 nm pro MM)
odectené primémé hodnoty nameéfené vrozmezi, kde se piedpoklada nulova
absorbance difundujici latky (400-440 nm a 630-800 nm pro R6G; 400-500 nm
a 730—-800 nm pro MM). Z absorp¢nich spekter byly ziskany experimentalni hodnoty
koncentraci pro rizna mista v kyveté v jednotlivych ¢asech (koncentracni profily),
které byly pomoci doplitku Resitel (v programu MS Excel) prolozeny matematickym
modelem (difuzni rovnici) dle rovnice (7) uvedené nize (odvozené od rovnice (3)) [7,
44]. K prolozeni experimentalnich dat teoretickym modelem byla pouzita metoda
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nejmensich ¢tverct, na zaklad¢ které byla stanovena koncentrace na rozhrani a diftizni
koeficient.

c(x) = ¢, - erfc \/%efft’ (7)
kde c(x) je koncentrace ve vzdalenosti x od rozhrani (v g'm™), ¢, je koncentrace
(v g'm™) na rozhrani, x je vzdalenost od rozhrani, ¢ je ¢as (v sekundach) a Deg je
efektivni difuzni koeficient [7].

4.3.3 Morfologicka charakterizace

Hydrogely byly pro potieby charakterizace morfologie podrobeny pozorovani pod
rastrovacim elektronovym mikroskopem. Vlastni analyza SEM probihala dle kapitoly
42.1.1.

4.4 Hydrogely na bazi polyhydroxyethylmethakrylatu

Dalsim aplikacné zajimavym materidlem, ktery byl vybran pro piedlozenou praci,
byly hydrogely na bazi chemicky sitovaného poly(2-hydroxyethylmethakrylatu).
Tyto hydrogely jsou znamy jiz od roku 1960, kdy se objevily jako prvni v literatuie
popsan¢ materialy vykazujici typicke vlastnosti pro hydrogely [45]. Od té doby se t&si
velkému zajmu hlavné v oblasti mediciny [46, 47].

4.4.1 Charakterizace viskoelastickych parametru

Charakterizace viskoelastickych parametrti probihala dle kapitoly 4.3.1 na vyslednych
hydrogelech piipravenych pomoci fotoiniciace, a to s piidavkem, resp. bez piidavku
PSS jakozto interpenetrujici slozky.

4.4.2 Charakterizace transportnich vlastnosti

Pro charakterizaci transportnich vlastnosti gelu a vlivu pridavku polyelektrolytu bylo
vyuzito riznych difuznich experimenti, kde barviva thodamin 6G a methylenova
modi slouzily jako difuzni sondy. Konkrétné se jednalo o sledovani mnozstvi barviva
absorbovaného do hydrogelu z roztoku a o uvoliiovani barviva z hydrogelu do vody.
V ramci optimalizace charakterizace transportnich vlastnosti byly testovany rizné
koncentrace barviva pro oba tyto typy diftiznich experimenti, a to pouze na hydrogelu
bez a s piidavkem 0,01 hm. % polyelektrolytu PSS [48].

V piedlozené praci budou uvedeny vysledky zuvoliovacich experimenti, kdy
jednotlivé vzorky bez a s riznymi piidavky PSS byly vlozeny na 24 hodin do 25 ml
roztoku barviva o koncentraci 0,1 g-1"! a poté do 25 ml deionizované vody. Zbyly
roztok po absorpci barviva byl nafedén a spektrofotometricky analyzovan k urceni
ubytku barviva. Pi1 nasledné realizovaném zpétném uvoliiovani barviva z gelu byla
sledovana v riznych c¢asech absorbance roztoku, do kterého se difuzni sonda
uvoliiovala. Pokud to bylo mozné, byl urcen 1 efektivni difuzni koeficient a to tak, ze
bylo vyjadieno celkové mnozstvi barviva v ur¢itém case jako podil uvolnéného
mnozstvi dané latky v ¢ase (7)) ku mnozstvi latky v rovnovaze (ny), které bylo
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vyneseno v zavislosti na odmocniné z ¢asu (rovnice (8)). Efektivni diftzni koeficient
byl poté urcen ze smérnice této zavislosti dle rovnice (9) (rozméry uvoliiovaciho
meédia (hydrogelu) byly uvazovany jako koule s primérem o) [7, 49]:

=i () ®)
Degr = (k ' é)2 ‘T )

4.4.3 Morfologicka charakterizace

Pro potieby morfologické charakterizace vzniklych hydrogeli byla opét jako hlavni
metoda pouzita rastrovaci elektronovd mikroskopie, kde bylo postupovano dle
kapitoly 4.2.1.1.

5 DISKUZE NEJVYZNAMNEJSICH VYSLEDKU
5.1 Hydrogely na bazi agarozy
5.1.1 Optimalizace morfologické charakterizace

V ramci diplomové prace autorky piedlozené prace [31] bylo zjisténo, ze vhodnou
piipravou vzorkt hydrogeli je mozné minimalizovat strukturni artefakty vznikajici
jejich vysousenim. Konkrétné se jednalo o suSeni vymrazenim (lyofilizaci), pied
timto krokem ovSem byly vzorky zmrazeny Sokové kapalnym dusikem. Kapalny
dusik se v bézné praxi pouziva ke kryofixaci, kdy Sokovym zmrazenim nedochazi
k formovani krystalického ledu, ale dochazi ke vzniku amorfniho ledu [50], ktery
nezanechava ve strukture artefakty zpiisobené objemovou zménou. Pouziti dusiku
ovSem neni nejvhodnéjsi zpisob Sokového mrazeni vzhledem k faktu, Ze jeho
vypafovani vytvaii kolem vzorku vrstvu plynu, ktera zabranuje piesunu tepla do
vzorku (Leidenfrostitv efekt). I pies skutecnost, Ze z hlediska zamezeni Leidenfrostova
efektu je vhodnéjsi pouziti ethanu [51], ve prospéch kapalného dusiku mluvi lepsi
dostupnost, proto byl i tento postup zvolen v pfedlozené praci. Pii zvoleni vhodnych
rozmérti  vzorkii doSlo k ziskani reprodukovatelnych vysledkd. Pro pofizené
mikrofotografie jednotlivych vzorkii byla provedena obrazova analyza pomoci
softwaru /mage.J. Takto byla ziskana plocha jednotlivych ok sité a za predpokladu, ze
se jedna o kulovity tvar, byly dopoéteny poloméry pori. Vysledky z obrazové analyzy
(obrazek 1) podporuji tvrzeni, ze se zvySujici se koncentraci agardzy se pory zmensuji,
ovSem s pridavkem PSS nedochazi k pozorovatelné zméné ve velikosti ok.
Vzhledem k tomu, Ze klasickou rastrovaci elektronovou mikroskopii je mozné
analyzovat vzorky pouze ve vysuSeném stavu, da se o¢ekavat, ze proces suseni vnasi
do struktury artefakty a vysledné vyobrazeni struktury tak bude zaneseno chybou.
Z tohoto diivodu byla testovana taktéz kryo-rastrovaci elektronova mikroskopie ve
spolupraci s UPT AV CR, kdy dochazi ke kryogenni fixaci vzorkt pomoci kapalného
dusiku (plunge freezing) a k sublimaci vody poté¢ dochazi piimo v mikroskopu. Tato
metoda ovSem také mulze nést artefakty ve struktuie, které mohou byt vzhledem
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k jejich velikosti snadnéji piehlédnutelné oproti klasické rastrovaci elektronové
mikroskopii [52]. Re$eni tohoto problému by mohla nabidnout mikroskopie
atomarnich sil, ukteré lze provadét pozorovani za normalnich laboratornich
podminek a neni tedy potieba vzorky upravovat [53, 54]. Je ovSem dulezité zamezit
zménam v hydrogelu v pribéhu meéfeni, tomuto problému se vénovali kolegové na
pracovisti [55] a alesponi pro modelové hydrogely s agardézou jakozto gelotvornou
slozkou se jim povedlo =ziskat zobrazeni struktury hydrogelu v nativnim
(hydratovaném) stavu.
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Obrazek 1: Krabicovy graf (boxplot) polomérii pori ziskanych obrazovou analyzou mikrofotografii
ziskanych ze SEM s vyuZitim sofiwaru ImageJ pro agarozové hydrogely.

Porovnani morfologii ziskanych jednotlivymi metodami lze vidét nize (obrazek 2),
vSechny metody zobrazuji strukturu jako propojenou sit’ s rizné velkymi oky, je zde
patrny 1 rozdil mezi rdznymi koncentracemi gelotvorné slozky v hydrogelu.
S nartstajici koncentraci se sit” jevi hustsi a pory mensi. Na zakladé téchto vysledku
1ze 1 klasickou rastrovaci elektronovou mikroskopii, ktera je dostupnou technikou, pii
spravném postupu piipravy vzorku povazovat za dostate¢nou pro zobrazeni struktury
blizké realné podobg.
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Obrazek 2: Vnitni morfologie agarozovych hydrogelii pozorovana riiznymi metodami, zleva: SEM, kryo-
SEM a AFM (AFM snimky prevzaty z [55]).

5.2 Hydrogely na bazi polyvinylalkoholu

Koncept semi-IPN hydrogeli, kdy gelotvorna slozka slouzi jako zaklad pro
viskoelastické parametry vychazejici zmorfologie hydrogelu a interpenetrujici
polymer ovliviiuje transportni vlastnosti svymi chemickymi vlastnostmi, se osvédcila
u modelového hydrogelového systému zalozeném na agardze jakozto gelotvorné
slozce. DalSim cilem piedlozené prace bylo tuto myslenku aplikovat 1 na slozitéjsi,
aplikacné zajimavéjsi systémy. Jako prvni byl vybran systém s PVAI jakozto
gelotvornou slozkou, vzhledem k jeho béznému uzivani a dostupnosti [32-34].

5.2.1 Charakterizace viskoelastickych parametru
5.2.1.1 Hydrogely sitované cyklickym mrazenim

Pro piehlednost vysledkii byla pro vSechny vzorky vLVO urCena velikost
komplexniho modulu (dle rovnice (1)) piedstavujici celkovou rigiditu vzorku (tabulka
2) afazovy uhel (dle rovnice (2), tabulka 2) udavajici pomér mezi viskdéznim
a elastickym modulem (do 45° se jedna o viskoelasticky material s pievahou
elasticity). Z téchto vysledkl je ziejmé, Zze nejméné rigidnim vzorkem je hydrogel
s nejvyssim piidavkem PSS, ktery se oproti ostatnim piidavkim vyznamné lisi. Pro
hydrogely byla z amplitudovych testii urc¢ena 1 hranice LVO. Pro vétSinu zvolenych
hydrogeli kon¢i LVO kolem 60 % (tabulka 2). Piidavek PSS do 0,01 hm. % vyrazné
neovliviiuje viskoelastické parametry, jak je patrné, velikost komplexniho modulu se
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vyrazné nelisi, tedy schopnost odolavat dané deformaci je obdobna mezi jednotlivymi
vzorky. Pouze vzorek snejvyssim piidavkem PSS (tedy 0,1 hm. %) se liSi oproti
ostatnim, LVO je kratsi a velikost komplexniho modulu je nizs§i. Coz naznacuje, Ze
pi1 vyssim piidavku polystyrensulfonat sodny svymi elektrostatickymi interakcemi jiz
ovliviiuje zasadnim zpiisobem strukturu vzniklého hydrogelu. Pro vznik semi-IPN
hydrogelt, kdy interpenetrujici slozka nezasahuje do struktury, je tedy dilezité volit
nizsi koncentrace (do 0,01 hm. %).

Tabulka 2: Vypocitané hodnoty amplitudy deformace na konci LVO, velikosti komplexnich modulii a hodnoty
fazovych uhlii v LVO pro hydrogely PVAI sitované metodou freeze-thaw s riiznym pridavkem PSS.

Hodnota

Pridavek PSS amplitudy Velikost . HoElnot'a
o komplexniho fazového uhlu
(hm. %) deformace na modulu (Pa) ©)
konci LVO (%)

0 64 +£6 458 +3 16,8 +0,3

0,002 59 £17 466 + 5 154+24
0,005 61 £13 431 +5 172+0,3
0,010 61 £13 421 +£3 17,0 +£0,7
0,100 36 £9 162 +1 235+2,0

Pro piipravené hydrogely byly taktéz provedeny frekvencni testy. Z téchto testi je
mozn¢ stanovit parametry vypovidajici o struktufe sité¢, napf. primérné hodnoty
hustoty sitovani a velikosti ok sité. Hustota sitovani popisuje pocet elasticky
aktivnich spojti v siti na jednotku objemu a velikost ok sité odpovida vzdalenosti mezi
jednotlivymi uzly sité, tyto hodnoty se vypoctou dle rovnic uvedenych v kapitole
4.3.1. Tyto hodnoty byly vypoéteny 1 v ramci predlozené prace. Vysledné hodnoty
neovlivni strukturu hydrogelu. OvSem vyssi piidavek PSS (konkrétn¢ 0,1 hm. %) ma
zasadni vliv na strukturu hydrogelu, sit’ neni tak husta a vzdalenost mezi jednotlivymi
interakcemi PSS, kdy se negativni naboje jednotlivych fetézci odpuzuji, atim
zpusobuji 1 vétsi oddaleni jednotlivych fetézci PVAI [56, 57].
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Tabulka 3: Vypoctené hodnoty hustoty sitovani a velikosti sité (dle kapitoly 4.3.1) z frekvencnich testii pro
PVAI hydrogely sitované metodou freeze-thaw bez a s riiznymi pridavky PSS.

Pridavek PSS Hustota sitovani Velikost ok sité

(hm. %) (mol-m™) (nm)

0 0.18 + 0,02 261+ 1.1
0,002 0.17 + 0,02 264+ 12
0,005 0.15 % 0,02 277+ 12
0,010 0.15 % 0,02 272+ 12
0.100 0,051 0,006 398+ 1.6

Vysledky méfeni viskoelastickych parametri hydrogel na bazi PVALI sitovanych
cyklickym mrazenim tedy podporuji skutecnost, Ze niz§im piidavkem polyelektrolytu
(v ptipad¢ predlozené prace PSS do 0,01 hm. %) se neovlivni struktura vznikajicich
hydrogelii a vznikne semi-IPN hydrogel. Je znamo, Ze pro hydrogely na bazi PVAI
sitovanych fyzikaln€¢ metodou freeze-thaw mize druhy polymer zeyména pii
vysokych koncentracich narusit usporadani PVAI fetézci, coz omezi gelaci, a tim
ovlivni mechanické vlastnosti [20]. Toto bylo popsano v nékolika piipadech, kdy jako
interpenetrujici komponenta byly pouzity naptiklad alginat sodny [58, 21, 59],
kyselina hyaluronova [22] nebo Zelatina [60]. Pro zabranéni vlivu na pevnost gelu €1
jeho mechanické vlastnosti by tedy mély byt pouzité nizsi koncentrace pridavki.

5.2.1.2  Hydrogely sitované boraxem

Pro hydrogely sitované boraxem byly taktéz z amplitudového testu v LVO urceny
hodnoty komplexnich moduli (tabulka 4), které vypovidaji o celkové rigidité gelu
v této oblasti a fazové uhly (dle rovnice (2), tabulka 4) udavajici pomér mezi
viskoznim a elastickym modulem. Z vysledki je patrné, ze zde na rozdil od hydrogeli
PVALI sitovanych metodou freeze-thaw ma nejvyssi hodnotu komplexniho modulu
(a tedy 1 celkovou rigiditu) vzorek s nejvyssim piidavkem PSS, ostatni piidavky se
mezi sebou statisticky vyznamné nelisi. Z amplitudovych testti byla urcena taktéz
limitni amplituda deformace, tedy hodnota deformace konce LVO. Konec LVO
vypovida o odolnosti vazeb, které tvoii uzly sité, vii¢i nevratnému poskozeni (vyssi
hodnota odpovidd vysSi odolnosti). Jak lze vidét (tabulka 4) hydrogely snizsim
piidavkem PSS se nelisi oproti hydrogelu bez pridavku, jejich hodnota konce LVO je
kolem amplitudy deformace odpovidajici 90 %, jediny gel liSici se v hodnoté
amplitudy deformace na konci LVO je gel snejvyssSim piidavkem PSS, tedy
0,1 hm. %. Tento gel m¢l oproti ostatnim konec LVO jiz pi1 56% deformaci, a tedy
jeho vazby byly mén¢ odolné k nevratnému poskozeni, coz napovida tomu, Ze pii této
koncentraci interpenetrujici latka jiz ovliviiuje strukturu vznikajiciho hydrogelu.
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Tabulka 4: Vypocitané hodnoty amplitudy deformace na konci LVO, velikosti komplexnich modulit a hodnoty
fazovych uhlii v LVO pro hydrogely PVAI sitované boraxem s riiznym pridavkem PSS.

Hodnota .
Pridavek PSS amplitudy Velikost . HoElnot'a
o komplexniho fazového uhlu
(hm. %) deformace na modulu (Pa) ©)
konci LVO (%)

0 91,5+0,9 1457 £ 16 179+0,1
0,002 912+0,5 1522 +£27 16,7 +0,3
0,005 919+0,8 1707 +£22 19.8+0,2
0,010 91,6 +0,3 1616 £ 16 172 +0,1
0,100 56,4+03 2600 + 66 183 +0,2

I pro tento typ hydrogelti byly dopocteny hodnoty hustoty sitovani a velikosti ok
sit¢ z frekvencnich testd (tabulka 5). Jak lze vidét zvysledkd, 1pro tento typ
hydrogelii je pozorovatelny rozdil u vyssich pridavka PSS, ovSem oproti vysledkiim
pro hydrogely sitované cyklickym mrazenim se nejedna o tak zietelny rozdil,
a naopak zde dochazi ke zpevnéni sité. Na zaklad¢ téchto vysledki 1ze piedpokladat,
ze unejvyssiho piidavku PSS (tedy 0,1 hm. %) dochazi k tvorbé vice iontovych
vazeb, a tedy se vzorek jevi rigidnéjsi s vice spoji a krat$imi vzdalenostmi mezi uzly.
Nicméné nizSi obsah fyzikalnich spojeni utohoto hydrogelu zptlisobi snizeni
amplitudy deformace konce LVO.

Tabulka 5: Vypoctené hodnoty hustoty sitovani a velikosti ok sité (dle kapitoly 4.3.1) z frekvencnich testii pro
PVAI hydrogely sitované pomoci boraxu bez a s riiznymi pridavky PSS.

Pridavek PSS Hustota sitovani  Velikost ok sité
(hm. %) (mol-m7) (nm)
0 0,68 +0,05 16,8 £0.4
0,002 0,79 £ 0,07 159 +0,5
0,005 0,88+ 0,05 154 +03
0,010 0,69 + 0,04 16,6 £0.3
0,100 1,21+0,14 13.8£0,6

5.2.2 Charakterizace transportnich vlastnosti

Pro potencialni aplikace v biomediciné (konkrétn€¢ jako systémy s fizenym
uvolilovanim aktivni latky) pro néz byly tyto semi-IPN hydrogely cilené, jsou vnitini
struktura azni plynouci viskoelastické parametry dilezité, ovSem klicové jsou
piedevsim transportni vlastnosti. Ty byly v ramci prace uréeny jak na makroskopické,
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tak mikroskopické urovni. Jako difizni sondy byla pouzita dvé kladna barviva
(methylenova modf, rhodamin 6G) k ovéreni, Ze elektrostatické interakce jsou
dostacujici k ovlivnéni transportu v hydrogelu [61].

5.2.2.1 Hydrogely sitované cyklickym mrazenim

Jako prvni diftizni sonda byl pouzit rhodamin 6G, kde se jiz z diivé;Sich vysledkt [62]
potvrdilo, ze pi1 pouziti PSS jako interpenetrujici slozky dojde k ovlivnéni
transportnich vlastnosti, konkrétné¢ ke zpomaleni difuze. Jak je z vysledkt patrné
(tabulka 6), se zvySujici se koncentraci polyelektrolytu se rychlost difize snizuje,
hodnota difuzniho koeficientu klesa. Se zvysSujici se koncentraci PSS taktéz rostla
koncentrace rhodaminu na rozhrani diftzniho paru. To je zpisobeno pravé
elektrostatickymi interakcemi mezi difiizni sondou a PSS [61], pfi¢emz polyelektrolyt
zadrzuje opacné nabité barvivo, tim zpomaluje diftizi a zptisobuje zakoncentrovani
barviva na rozhrani. Pro ovéfeni obecné platnosti tohoto trendu byla vybrana druha
diftzni sonda taktéz s kladnym nabojem, konkrétné methylenova modi. Jak lze vidét
z vysledkt (tabulka 6), 1zde s naristajici koncentraci polyelektrolytu dochazi ke
snizovani difizniho koeficientu, a tedy ke zpomalovani difuze. Je tedy mozné timto
zpusobem navrhnout a pfipravit hydrogely s vhodnymi a upravitelnymi transportnimi
vlastnostmi.

Diftuzni koeficient byl pro kationtové barvivo v piipravenych gelech urcen ina
mikroskopické urovni. V ramci tohoto meéfeni byl vzhledem k nutnosti pouziti
fluorescen¢ni sondy pouzit pouze rhodamin 6G. I tyto vysledky (tabulka 6) potvrzuji
trend, Ze zvySujici se koncentrace PSS snizuje difuzni koeficient, a tedy zpomaluje
transport v gelu. Jak lze vidét, zjisténé diftizni koeficienty na mikroskopické urovni
neodpovidaji t&m na makroskopické trovni. Diftize z makroskopického hlediska se
jevi jako pomalejsi, tyto vysledky vzhledem k odliSnym metodam mezi sebou nelze
pifimo porovnavat, ovSem z makroskopického hlediska difizi zpomaluji 1 fetézce
tvorici sit” hydrogelu [63], které vyrazné neovlivni ur¢ovani difizniho koeficientu na
mikroskopické urovni. Pi1 makroskopickém studovani diftze byla taktéz pouzita
vysSi koncentrace difuznich sond (barviv), mohlo tedy dochézet k agregaci barviva
atyto agregaty by se pohybovaly pomaleji. Zpomaleni difuze u hydrogeli na
makroskopické urovni oproti mikroskopické uz bylo popsano v literatuie za pouziti
NMR spektroskopie [64, 65]. Tyto vysledky tedy odpovidaji predpokladim. Ovsem
1 z mikroskopického hlediska dochazi zvySovanim koncentrace PSS ke zpomalovani
difuze.
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Tabulka 6: Ziskané hodnoty difiznich koeficientii z makroskopického (rhodamin 6G, methylenovda modr)
a mikroskopického (rhodamin 6G) stanoveni transportnich viastnosti pro PVAI hydrogely sitované cyklickym
mrazenim.

- Dst D st Dy
Pridavek PSS . .
(hm. %) methylenova rhodamin 6G rhodamin 6G -
modi (um?-s7) (um?-s7%) FCS (um?-s71)
0 210 £28 99 + 8 253+ 14
0,002 126 £ 17 55+10 129 £ 10
0,005 8111 27+9 62+5
0,010 55+11 18 +7 37+6
0,100 20+ 10 16 £6 17,8+09

5.2.2.2  Hydrogely sitované boraxem

I v piipadé¢ hydrogelii na bazi PVAI sitovanych boraxem byly ovérovany jejich
transportni vlastnosti jak na makroskopicke, tak mikroskopické urovni. I zde byla pro
kvantitativni popis difuze urCovana hodnota difuzniho koeficientu charakterizujici
rychlost difuze.

Jako prvni difuzni sonda byl na zakladé predchozich zkuSenosti zvolen rhodamin
6G. Jak je z vysledki ziejmé (tabulka 7), se zvySujici se koncentraci klesa hodnota
difuzniho koeficientu, tedy difuze se zpomaluje. Byl tedy pozorovan stejny trend jako
v piipadé hydrogelt sitovanych cyklickym mrazenim. I v piipad¢ téchto hydrogeli
byla pro ovéieni tohoto trendu pouzita methylenova modr jako druha kladné nabita
difizni sonda. Byl pozorovan stejny trend jako v pfipadé rhodaminu 6G. Tedy se
zvysSujici se koncentraci polyelektrolytu v hydrogelu se snizuje hodnota diftiizniho
koeficientu, a tedy rychlost transportu se zpomaluje, taktéz dochazi k zakoncentrovani
barviva na rozhrani difuzniho paru.

I pro PVAI hydrogely sitované boraxem byl urcen difuzni koeficient rhodaminu 6G
také na mikroskopické urovni. Ve vSech piipadech se diftize zpomaluje pfidanim PSS,
je sledovano snizovani hodnoty difizniho koeficientu, ktery se snizuje s nartstajici
koncentraci PSS. Hodnoty diftizniho koeficientu na mikroskopické urovni jsou o néco
nizs$i nez hodnoty na makroskopické urovni. Vzhledem ke skute¢nosti, ze se jedna
orozdilné metody, nelze tyto vysledky mezi sebou porovnavat. Ovsem
pravdépodobné je to zplisobeno interakcemi PVAI sbarvivem, vzhledem ke
skutecnosti, ze jiz u hydrogelu bez piidavku PSS byly sledovany dva difuzni
koeficienty. Tyto vysledky naznacovaly, ze se difuze rhodaminu 6G zpomaluje
interakcemi s PVALI jiz v hydrogelech bez piidavku PSS. Cilem piedlozené prace
ovSsem bylo ovéfit vliv pridavku PSS, ktery se u téchto hydrogelti potvrdil 1na
mikroskopické urovni. Interakci mezi rhodaminem 6G a PVAI dale nebyla vénovana
pozornost.
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Tabulka 7: Ziskané hodnoty difiznich koeficientii z makroskopického (rhodamin 6G, methylenovda modr)
a mikroskopického (rhodamin 6G) stanoveni transportnich viastnosti pro PVAI hydrogely sitované pomoci
boraxu.

Dest Dest Dy
Pridavek PSS . .
(hm. %) methylenova rhodamin 6G rhodamin 6G -
mod¥ (um?-s™1) (um?2-s71) FCS (um?-s71)
0 155+9 93 +6 60 £ 12
0,002 132+9 57+5 14 +1
0,005 110+ 8 36 £7 10,3+0,5
0,010 86+ 5 31+5 0,4 +0,6
0,100 33+5 21 +£10 1,9+0.,9

5.2.3 Morfologicka charakterizace

Vnitini architektura hydrogeld ovliviiuje jak viskoelasticke, tak transportni vlastnosti
téchto systémti. Pro spravné pochopeni vztahu a vzajemného ptlisobeni struktury na
klicové vlastnosti pro potencidlni aplikace (viskoelastické a transportni) je velmi
dilezité spravné interpretovat morfologii hydrogeld.

5.2.3.1 Hydrogely sitované cyklickym mrazenim

Jako primarni metoda pro charakterizaci morfologie hydrogelii byla vybrana
rastrovaci elektronova mikroskopie. Nize (obrazek 3) jsou vyobrazené reprezentativni
morfologie jednotlivych hydrogelii. Jak lze wvidét, struktura hydrogeli bez
a s pridavkem nizsich (do 0,01 hm. %) mnozstvi PSS je hladka bez viditelnych ok
sit¢. To miize naznaCovat, ze jednotliva oka si ponechala svou pivodni velikost
a nejsou tedy pozorovatelna pomoci tohoto mikroskopu ¢i ze jednotliva oka se vlivem
postupu piipravy suchych vzorki zbortila a vysledna morfologie je tedy opravdu
hladka. Vzorek s nejvyssim piidavkem PSS (0,1 hm. %) se oproti ostatnim odlisuje,
jsou zde pozorovatelné pory, které se velikostné pohybuji od desitek nanometri po
jednotky mikrometri. Je tedy velmi pravdépodobné, ze se jedna o artefakty ve
struktufe hydrogelu, a tedy takto vysoky piidavek PSS zpiisobuje vys$si nachylnost
gelu k deformaci vnitini struktury pii mrazeni vlivem tvorby a rdstu krystalt ledu.
Tato zvySena citlivost hydrogeli na deformaci by dle vysledkd z charakterizace
viskoelastickych parametrii mohla byt spojena smensSi hustotou zesiténi, jak
naznacuje nizsi hodnota viskoelastickych moduli (viz kapitola 5.2.1.1).

Tyto vysledky tedy naznacuji, Ze morfologie hydrogeld neni ovlivnéna dostatecné
malymi (do 0,01 hm. %) ptidavky polyelektrolytu aaz vyssi piidavek zpisobi
dostate¢né zmény v morfologii hydrogelu.
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Obrazek 3: Mikrofotografie porizené rastrovacim elektronovym mikroskopem ZEISS EVO LS 10 pro
Sokové zmrazené a lyofilizované hydrogely na bdzi PVAI sitované metodou freeze-thaw s riiznymi pridavky
polyelektrolytu (PVAIl — bez pridavku, PVAI 002PSS — 0,002 hm. % PSS, PVAl 005PSS — 0,005 hm. %
PSS, PVAL 01PSS— 0,01 hm. % PSS a PVAL 1PSS— 0,1 hm. % PSS).

5.2.3.2  Hydrogely sitované boraxem

U hydrogeli na bazi PVAI sitovaného boraxem byla jako vhodna a dostacujici pro
porovnani vnitini architektury pfipravenych materidlti zvolena metoda rastrovaci
elektronové mikroskopie. Kazdy vzorek byl pozorovan z riznych mist a taktéz byly
piipravovany v nékolika opakovanich. Byla provedena obrazova analyza ziskanych
mikrofotografii, ktera je zobrazena nize (obrazek 4). Jak je z vysledkl patrné, nizsi
ptidavky PSS (do 0,01 hm. %) vyrazné neovlivituji velikost jednotlivych ok sité,
ovsem nejvyssi piidavek PSS (0,1 hm. %) jiz velikost ok sit€ ovliviiuje znatelnéji.

Vzhledem k tomu, ze tyto hydrogely vypadaly pod mikroskopem dle oc¢ekavani,
tedy sitovita morfologie spory, byly tyto vysuSené hydrogely podrobeny pro
otestovani spolehlivosti metody 1 vyhodnoceni velikosti péri na zakladé méieni
sorpce dusiku. Jak je z vysledkt patrné (tabulka 8), tato metoda neni dostatecné citliva
pro uréeni rozdilu pifidavku PSS, oproti ostatnim metodam, kde je vliv piidavku PSS
alespon pii nejvyssi koncentraci zcela ziejmy, zde jsou vSechny hodnoty obdobné.
Pro tuto metodu jsou hodnoty niz§i nez pro ostatni metody, coz snejvétsi
pravdépodobnosti zpiisobuje nedostatecné odplynéni vzorku pied samotnym méfenim
¢1 zbytkova vlhkost.
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Obrazek 4: Krabicovy graf (boxplot) ploch porii ziskanych obrazovou analyzou mikrofotografii
ziskanych ze SEM s vyuZitim softwaru ImageJ pro hydrogely PVAI sitované pomoci boraxu.

Tabulka 8: Ziskané/vypoctené velikosti ok sité hydrogelit PVAI sitovanych pomoci boraxu s riiznymi pridavky
polyelektrolytu z rozdilnych metod.

Vel;::::ﬂl?"“ Velikost sité Velikost poru
Pridavek PSS vypoctena ziskana
o obrazovou . 1 S
(hm. %) . z viskoelastickych z méreni sorpce
analyzou dat ze modulii (nm) N: (nm)
SEM (nm) wi 2
0 78 £41 16,8 0.4 26+1,7
0,002 71 £ 39 159+0.,5 30+1,7
0,005 68 + 37 154+03 23+16
0,010 76 £40 16,6 £0.3 26+1,7
0,100 92 £ 55 13,8 0.6 24+17

5.3 Hydrogely na bazi polyhydroxyethylmethakrylitu

Dalsim typem hydrogelového systému, kterym se predlozena prace zabyvala, byly
hydrogely na bazi polyhydroxyethylmethakrylatu (pHEMA). Tyto hydrogely byly
prvnimi, které byly pouzity v medicing€ (kontaktni cocky, [45]) a od té doby se t&si
velkému uspéchu a zajmu, v dnesni dobé dokonce fada komer¢nich vyrobka obsahuje
prave tento typ hydrogelu.
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5.3.1 Charakterizace viskoelastickych parametru

Pro hydrogely na bazi pHEMA byly méfeny amplitudové 1 frekvenéni testy. Z hodnot
viskoelastickych modulti v LVO oblasti byly uréeny primeérné hodnoty komplexnich
modulti a fazové uhly (dle rovnice (1) a (2), tabulka 9). Jak je zifejmé, jednotlivé
vzorky se mezi sebou statisticky vyznamné nelisi a hodnoty komplexnich moduli se
pohybuji okolo 50 az 60 kPa. Takto vysoka hodnota komplexnich moduli odpovida
vysoké celkové rigidité hydrogelu, coz je typické pro hydrogely sitované chemicky
[24]. Na zakladé amplitudovych test byly urc¢eny 1 hodnoty amplitudy deformace na
konci LVO (Tabulka 99), které se mezi sebou taktéz vyznamné nelisi a konkrétni
hodnoty se pohybuji okolo 25 az 30 % relativni smykové deformace. Na zakladé¢
téchto vysledkti (tabulka 9) lze wvidét, ze hydrogel snejvétsim piidavkem
polyelektrolytu (tedy 0,1 hm. %) se nepatrné 1i8i oproti ostatnim (ma nizsi komplexni
modul a kratsi LVO), coz by se dalo povazovat za naznak, ze 1 v piipadé chemicky
sifovaného hydrogelu na bazi 2-hydroxyethylmethakrylatu existuje urcita
koncentrace interpenetrujici slozky, ktera bude mit vliv na vnitini morfologii. OvSem
vzhledem k chemickym vazbam je potieba vyssi koncentrace polyelektrolytu nez
v pfipad¢ hydrogeld na bazi PVAI, ktera by ovlivnila jiz samotnou gelaci téchto
materiali. V piedlozené praci pouzité koncentrace PSS nezplisobuji statisticky
vyznamné rozdily mezi jednotlivymi vzorky.

Tabulka 9: Vypocitané hodnoty amplitudy deformace na konci LVO, velikosti komplexnich modulii a hodnoty
fazovych uhlii v LVO pro hydrogely pHEMA s riznym pridavkem PSS.

Hodnota

Pridavek PSS amplitudy Velikost . HoElnot'a

o komplexniho fazového uhlu
(hm. %) deformace na modulu (Pa) ©)
konci LVO (%)

0 31 +8 58 620 =1 750 9,5+04

0,002 26 +4 54 490 +2 780 94+0,5

0,005 28 +£7 61170 £2 950 8.8+ 0,4

0,010 28 +£7 56010 +2 480 8,8+0,6

0,100 24 +4 51580 +2420 79+0,3

7, 1LLVO byla vybrana hodnota amplitudy deformace 1 %, ktera byla pouzita pro
provedeni frekvencnich testi. Z hodnot elastického modulu v ¢asti platé byly taktéz
na zéakladé rovnic (5) a (6) (kapitola 4.3.1) vypocteny hodnoty hustoty sité a velikosti
sité. I tyto vysledky (tabulka 10) potvrzuji, Ze ptidavky PSS ve zvoleném rozmezi
koncentrace nemaji vliv na strukturu chemicky sitovaného hydrogelu na bazi 2-
hydroxyethyl-methakrylatu. Pro naruseni morfologie chemicky sitovanych hydrogeli
by bylo potieba zvysit piidavek interpenetrujici slozky.
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Tabulka 10: Vypoctené hodnoty hustoty sitovani a velikosti sité (dle kapitoly 4.3.1) z frekvencnich testii pro
PHEMA hydrogely bez a s riiznymi pFidavky PSS.

Pridavek PSS Hustota sité Velikost sité
(hm. %) (mol-m™) (nm)

0 292 +1.8 4,78 + 0,09

0,002 249 +1.8 5,03+£0,12

0,005 247 £1,7 5,04+0,11

0,010 27,6 £3.5 4,88 +0,12

0,100 24,1 £2.6 509+0,18

5.3.2 Charakterizace transportnich vlastnosti

Vzhledem ke skute¢nosti, Ze pro tento typ hydrogeli na bazi 2-hydroxyethyl-
methakrylatu se optimalizoval postup piipravy pouze v Petritho miskach, nebylo
mozn¢ zde transportni vlastnosti charakterizovat metodou diftiznich part jako
u hydrogeld na bazi PVAI. Nicméné pro potieby predlozené prace, ktera si za cil
kladla pouze ovéreni vlivu piidavku polyelektrolytu PSS jakozto interpenetrujici
slozky na transportni vlastnosti, byly uvoliiovaci a absorp¢ni experimenty dostacujici.

Jedno z pozorovani, které je soucasti predlozené prace, se zaméiilo na uvoliiovani
barviva ze struktury hydrogelu. V tomto piipadé bylo potieba piipravit hydrogely
s barvivem. Vzhledem k postupu piipravy, kdy jsou cerstvé piipravené vzorky
ponoieny na 72 hodin do vody k vymyti nezreagovanych sloucenin (zejména
monomeru), které by ptipadné mohly ovlivnit transportni vlastnosti hydrogeld, neni
mozné¢ piidat barvivo do hydrogelu pied gelaci (i pres tento fakt byl tento zptisob
taktéz testovan [48]). Pripravené gely byly tedy po vymyti nezreagovanych slozek
vloZzeny na 24 h do roztoku barviva (jak rhodaminu 6G, tak methylenové modi1)
o koncentraci 0,1 g-17!; kdy poté bylo dopoéteno mnozstvi barviva v hydrogelu.

V ramci téchto méfeni byly z prvni ¢asti méfeni, kdy dochazelo k uvoliovani
barviva, dopocteny 1 efektivni difuzni koeficienty na zakladé rovnice (9) (kapitola
4.4 .2). Prourceni téchto difuznich koeficientti byla zanedbana zpétna resorpce barviva
a koncentrace po 12 hodinach (pied resorpci) byla povazovana za rovnovaznou.
Efektivni diftizni koeficienty v ramci této prace pro tento typ hydrogelu slouzily
pouze k Ciselnému vyjadieni rychlosti uvoliovani jednotlivych sond, aby bylo
porovnani mezi jednotlivymi vzorky piehlednéjsi. Jak lze vidét z vysledka (tabulka
11), hydrogely s ptidavkem polyelektrolytu vykazovaly niz§i hodnoty efektivniho
diftzniho koeficientu, a tedy zde difuze probihala pomaleji. Tyto vzorky si v sobé
barvivo tedy drzely pevnéji auvoliiovaly ho pomaleji. Vysledky z charakterizace
transportnich vlastnosti hydrogelti na bazi pHEMA potvrzuji, Zze pfidavkem PSS
jakozto interpenetrujiciho polyelektrolytu lze dosdhnout ovlivnéni transportnich
vlastnosti. Hydrogely s moznosti upravy transportnich vlastnosti jsou z aplika¢niho
hlediska velmi zajimavé, konkrétné v tomto piipadé, kdy piidavek PSS zpomali
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diftzi, a tedy uvoliuje aktivni latku pomaleji, 1ze dosahnout efektivnéjsiho podavani
této latky. Taktéz zpétna resorpce se jevi jako kladny efekt na transportni vlastnosti,
kdy v piipadé vysoké koncentrace aktivni latky v okoli dojde k jejimu zpétnému
absorbovani do hydrogelu a pozd¢jsSimu uvolnéni.

Tabulka 11: Ziskané hodnoty efektivnich difiiznich koeficientii pFi uvolnovani barviva z pHEMA hydrogelu
do deionizované vody (dle rovnice 22).

Deff Deff
Pridavek PSS .
(hm. %) methylenova rhodamin 6G
mod¥ (um?-s™!) (um?-s)
0 95+6 213 £20
0,002 86 £ 15 117 +£17
0,005 80 £15 134 +21
0,010 82 +18 136 +22
0,100! X x

5.3.3 Morfologicka charakterizace

Jak jiz v této praci bylo n€kolikrat zdiraznéno, mechanické a transportni vlastnosti
zavisi na chemickém slozeni a morfologii hydrogelti. Cilem této prace bylo navrhnout
a pripravit hydrogely na bazi semi-IPN systémi, kdy gelotvorna slozka bude
zodpovédna za morfologii a viskoelastick¢ parametry a interpenetrujici slozka za
transportni vlastnosti vlivem interakci s pfipadnymi difiznimi sondami. I v piipadé
pHEMA hydrogeli byla tedy studovana jejich morfologie.

Pod mikroskopem byly pozorovany hydrogely bez a sriznymi pridavky
polyelektrolytu PSS jakozto interpenetrujici slozky semi-IPN systémi. Nize (obrazek
5) jsou zobrazeny pozorované morfologie jednotlivych hydrogeli, jak lze vidét,
vzorky bez a snizSimi piidavky PSS (do 0,01 hm. %) maji hladkou strukturu bez
ziegm¢ viditelnych pord. Jedna se pravdépodobné o homogenni hydrogel [26]
s neporézni strukturou ¢1 velikosti port okolo 10-100 nm, ¢emuz odpovidaji 1 dalsi
vlastnosti hydrogelu, hlavné jeho transparentnost. U vysSich pfidavki se jiz struktura
nejevi jako hladka, coz mtize byt zplisobeno 1 nevhodnym zachazenim se vzorkem.
Ovsem viditelny zasah hloubé&ji do struktury je pozorovan az pii nejvyssim piidavku
PSS (0,1 hm. %), kdy se pravideln¢ objevuji oddélena jednotliva oka sité, coz
naznacuje, ze tyto hydrogely by mohly byt heterogenni, tedy dle literatury s péry
o velikosti 100 nm az 1 mm [26], to potvrzuje 1 fakt, ze tyto hydrogely nejsou zcela
transparentni.

vvvvv

hydrogely dochdzelo k rychlému uvolnéni velmi malého mnozstvi barviva a nebylo tedy ziskdno dostate¢né mnozstvi
dat potiebnych k vyhodnoceni.
30



HEMA_ 002PSS

¥ v

HEMA._005PSS

S

Obrazek 5: Mikrofotografie porizené rastrovacim elektronovym mikroskopem ZEISS EVO LS 10 pro
Sokové zmrazené a lyofilizované hydrogely na bazi pHEMA s riiznymi pridavky polyelektrolytu (PVAIl — bez
pridavku, PVAI 002PSS — 0,002 hm. % PSS, PVAI 005PSS — 0,005 hm. % PSS, PVAI 01PSS— 0,01 hm. %

PSS a PVAL 1PSS— 0,1 hm. % PSS).

6 ZAVER
Predlozena dizertacni prace se zabyva navrhem, optimalizaci pfipravy a komplexni
charakterizaci hydrogelt (analyzou jejich viskoelastickych parametri, transportnich
vlastnosti a morfologie) na bazi semi-interpenetrovanych polymerich siti (semi-
IPN). Na zéklad¢ teoretické Casti této prace byly jako vhodné hydrogelové systémy
vzhledem ke svému aplikaénimu potencidlu vybrany hydrogely, kde gelotvornou
slozkou byl polyvinylalkohol (PVAI) jako zastupce fyzikaln¢ sitovanych geld a
polyhydroxyethyl methakrylat (pHEMA) reprezentujici chemické sité. Pro potieby
optimalizace morfologické charakterizace byla jako gelotvorna slozka vybrana
agardza jako gelovy material s dobfe popsanou vnitini strukturou, ktery je zaroven
Siroce vyuzivan vramci vyzkumu a vyvoje hydrogeli na pracovisti autorky.
Interpenetrujici slozkou, ktera by v idealnim piipadé téchto navrhnutych systémi
méla mit vliv pouze na transportni vlastnosti, byl zvolen polystyrensulfonat sodny
(PSS), ktery byl inkorporovan do hydrogela v koncentra¢nim rozmezi 0; 0,002; 0,005;
0,01 a 0,1 hmotnostnich %.

Pfed samotnou piipravou a charakterizaci téchto nové navrzenych gelovych
systémi bylo potieba nejprve navrhnout, otestovat a optimalizovat postup
morfologické analyzy, jelikoz tato charakterizace je vzhledem k vysokému obsahu
vody v hydrogelech velmi problematicka. Na zakladé predchozich zkusSenosti byla
testovana reprodukovatelnost vysledkti navrzenych technik morfologické analyzy pro
modelové hydrogely na bazi agarozy, pouzitymi metodami byly techniky piimé
vizualizace 1 nepiimé charakterizace vnitini struktury gelové sit€. Pro vizualizaci
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ultrastruktury hydrogeli byla pouzita klasickd a dostupna technika rastrovaci
elektronové mikroskopie Sokové zmrazenych a lyofilizovanych vzorki (SEM),
v pfipad¢ nativnich (nabotnalych) hydrogelt byla vyuzita pokroc¢ila technika kryo-
rastrovaci elektronova mikroskopie (kryo-SEM). Pro neptfimou strukturni analyzu
byla vyuzita turbidimetrie a analyza sorpce dusiku, pfi¢emz v tomto piipad¢ metoda
sorpce dusiku nebyla dostacujici pro zobrazeni rozdili mezi rozdilnymi
koncentracemi agardzy v hydrogelu, tudiz ani pro rozdily u hydrogelii sa bez
ptidavku polyelektrolytu. Turbidimetrie se jevila jako dostacujici, ovSem vzhledem
ke skute¢nosti, ze pievedeni téchto vysledkii na parametry popisujici hydrogelovou
sit’ neni obecné znamo, byla pro dalsi potieby vyiazena z vhodnych metod. Oproti
tomu, ob¢ techniky rastrovaci elektronové mikroskopie byly schopny rozdily mezi
jednotlivymi koncentracemi gelotvorné slozky zachytit. Uz pii vizualnim hodnoceni
vysledki dosazenych témito metodami lze posoudit, ze vyobrazené morfologie se
rizni, na vSech jsou viditelné propojené sité s pory, ovsem velikost jednotlivych ok
se u vzorkil vyrazné lisi. Tato odliSnost byla potvrzena a kvantitativné vyhodnocena
za pouziti obrazové analyzy ziskanych SEM zaznamii. Mezi vzorky bez a s pifidavkem
PSS ovSem nebyl zaznamenan wviditelny rozdil, coz je v souladu s navrzenym
konceptem semi-IPN hydrogelt, kde interpenetrujici slozka nema mit vliv na
strukturu, pouze na vazebné a transportni vlastnosti gelové sité. V ramci morfologickée
charakterizace byla na pracovisti testovana také mikroskopie atomarnich sil (AFM),
ktera pro hydrogely na bazi agardzy potvrdila vysledky ziskané ze SEM. Pozorovani
hydrogelti pomoci AFM umoziuje analyzu hydrogelu v nabotnalém stavu, ukazuje
tedy nativni strukturu, coz ji ¢ini nejvhodné&jsi technikou k charakterizaci vnitini
architektury hydrogelovych systémi. Nicméné samotné meéreni je slozity proces,
ktery se musi pro kazdy vzorek optimalizovat (napf. se vzorek musi zafixovat, aby
nedochazelo kjeho vysychani ¢1 zménam), navic se jednd o méné dostupnou
techniku, tudiz tato metoda nebyla zvolena jako vychozi pro morfologickou
charakterizaci. Z této optimalizace na zaklad¢ reprodukovatelnosti a vérohodnosti
vysledkii pro komparativni ucely a dostupnosti techniky byla vybrana klasicka
rastrovaci elektronova mikroskopie jako nejvhodnéjsi pro potieby charakterizace
hydrogelovych systému v ramci predlozené prace.

Dalsim cilem této prace bylo koncept semi-IPN hydrogeli aplikovat 1 na slozité;si,
aplikacné zajimavéjsi systémy. Jako prvni byl vybran systém s PVAI jakozto
gelotvornou slozkou, vzhledem kjeho dostupnosti a Sirokému aplikaénimu
potencialu. Pro tyto hydrogely musela byt nejprve optimalizovana piiprava, ktera byla
sméiovana dvéma smeéry, byly testovany hydrogely PVAI sitované cyklickym
mrazenim a rozmrazovanim, a také hydrogely sitované boraxem. U mrazenim
sifovanych hydrogeli je velkou vyhodou nepfitomnost sitovadla pro potencialni
aplikace v medicin€é. V ramci této prace probihala optimalizace pfipravy téchto
systému s cilem piipravy transparentnich hydrogelti, toho bylo docileno pomalym
mrazenim (v ledové lazni s teplotou mrazeni okolo 0 °C, pfipadné fizenym mrazenim
v klimatické komote steplotou mrazeni —5°C). Do téchto hydrogeli byl
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inkorporovan PSS jakozto interpenetrujici slozka k ovlivnéni transportnich vlastnosti
se snahou zachovat strukturni a viskoelastické parametry srovnatelné s hydrogely bez
piidavku PSS. Pro koncentrace 0,002; 0,005 a 0,01 hm. % PSS v hydrogelu se
hodnoty viskoelastickych moduli pi1 amplitudovych ¢i frekvenénich smykovych
testech nelisily oproti hodnotam pro hydrogel bez piidavku PSS, taktéz rozsah linearni
viskoelastické oblasti (LVO) byl pro tyto hydrogely shodny se vzorkem bez ptidavku
PSS. Takto nizké koncentrace tedy neovlivni viskoelastické parametry semi-IPN
hydrogelii. OvSem piidavek 0,1 hm. % PSS uz vyznamné ovlivnil viskoelastické
parametry, hodnoty viskoelastickych modult snizil o vice nez polovinu a LVO byla
taktéz kratSi (35 % oproti 60 % u ostatnich vzorkl). Tyto vysledky odpovidaji
1 vysledkiim z morfologické charakterizace, kdy jediny odlisny vzorek je pravé ten
snejvyssim piidavkem PSS (0,1 hm. %), kde jsou wviditelna oka sit€. Vyssi
koncentrace PSS tedy jiz snizi schopnost gelace, coZ ma za nasledek vzorek méné
odolny proti vnéj$im deformacim. V pifipadé transportnich vlastnosti je u téchto
hydrogelti znatelny trend, Ze se zvySujici se koncentraci PSS se difuzni koeficient
modelové aktivni latky (v pripadé piedlozené prace methylenovd modi a rhodamin
6G) zmenSuje atransport se tedy zpomaluje, ato jak na makroskopické, tak
mikroskopické urovni. Semi-IPN komponenta tedy uspésné ovliviiuje transportni
vlastnosti, ale do wurcit¢ koncentrace (0,01 hm. %) neovliviluje morfologii
a viskoelastické parametry.

Obdobné vysledky byly ziskany 1 z komplexni charakterizace hydrogeli na bazi
PVALI sifovanych boraxem, kdy byly taktéz pouzity koncentrace PSS v rozmezi
0,002; 0,005; 0,01 a0,1hm.%. I vpfipadé téchto hydrogeli se hodnoty
viskoelastickych moduli pro vzorky sniz§im obsahem PSS (0,002; 0,005
a 0,01 m. %) neliSily oproti hydrogelim bez ptidavku PSS akonec LVO byl pro
vSechny tyto vzorky srovnatelny. Jedinym odliSnym vzorkem byl shodné jako
u hydrogelt sitovanych cyklickym mrazenim ten s nejvyssim piidavkem PSS, tedy
0,1 hm. %. Pro tento hydrogel jsou sice hodnoty viskoelastickych modulti vyssi nez
pro ostatni vzorky, ovSem hranice LVO je dosazeno pi1 nizSich deformacich (56 %
oproti cca 90 % u ostatnich vzorkti). Vzorky s piidavkem 0,1 hm. % se tedy sice jevi
pevnéjsi, ovSem neodolavaji vnéj$i deformaci tak dobie jako vzorky s nizSim
ptidavkem PSS, coz je pravdépodobné zpiisobeno ovlivnénim fyzikalnich interakci
v hydrogelu. Tyto vysledky jsou v souladu s vysledky z morfologické charakterizace,
kde se jako jediny odlisny vzorek jevi pravé s nejvysSim piidavkem PSS (tedy
0,1 hm. %). Jeho poéry se jevi veétsi nez u ostatnich hydrogeli, tento jev je
pravdépodobné zptisoben pravé nedostate¢nou odolnosti vzorku, coz se projevi pii
jeho mrazeni a vysouSeni. Pi1 analyze transportnich vlastnosti byl pozorovan stejny
trend jako v ptipad¢ hydrogelt sitovanych cyklickym mrazenim, tedy s nartstajici
koncentraci PSS ve vzorku se zpomaluje transport v hydrogelu a snizuje se diftizni
koeficient, a to jak na makroskopické, tak mikroskopické urovni. Tedy 1 v pripadé
hydrogeli PVAI sitovanych boraxem se potvrdil piedpoklad navrzeného konceptu
ptipravy semi-IPN hydrogelii, ze interpenetrujici slozka ovlivni transportni vlastnosti
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anemd vliv na morfologii a viskoelastické parametry (do urcité¢ koncentrace,
v piipadé¢ této prace 0,01 hm. %).

Jako posledni systém pro piipravu semi-IPN hydrogeli byly vybrany pHEMA
hydrogely, izde byly pouzity piidavky semi-IPN komponenty v koncentracnim
rozmezi 0,002; 0,005; 0,01 a 0,1 hm. %. U pHEMA hydrogeli nebyl pozorovan
statisticky vyznamny rozdil mezi hodnotami viskoelastickych modulti ani mezi
hodnotami amplitudy deformace na konci LVO, nicméné naznak snizeni téchto
hodnot s nardstajicim obsahem PSS se zde nachazi. Témto vysledkim odpovidaji
i poznatky ziskané v ramci morfologické charakterizace, kdy se vzorky jevi obdobné
a bez pori (pfipadné s hodn¢ malymi oky sit€) a jedin€ u vzorku s piidavkem PSS
0,1 hm. % se objevuje ndznak poérG znalici, ze sit’ je mirn€ ménc odolna. Je
pravdépodobné, ze pro dosazeni rozdilnych viskoelastickych parametr a morfologie
je zapotitebi vysSs$i koncentrace PSS vzhledem k pevnym chemickym vazbam
v pHEMA hydrogelech. Nicméné pro transportni vlastnosti jiz je pozorovatelny
obdobny trend jako v pfipadé hydrogeli PVAI, s nartistajicim obsahem semi-IPN
komponenty (PSS) se barviva uvolituji z hydrogelu pomaleji a v menSim mnoZzstvi
oproti vzorku bez piidavku PSS. Oproti tomu pii experimentech absorpce barviva do
struktury hydrogelu je pozorovana rychlej§i absorpce s nartistajicim obsahem
polyelektrolytu a taktéz vyssi kone¢né absorbované mnozstvi barviva (tedy absorp¢ni
kapacita). Tedy v ptipadé pHEMA hydrogelti se potvrdilo, Ze piidavek semi-IPN
komponenty PSS ovlivni transportni vlastnosti a to tak, ze opa¢né€ nabita barviva se
do struktury hydrogelu snadnéji navazou, ovSem pomaleji se uvoliiuji, coz se jevi jako
vhodna vlastnost pro potencialni aplikaci jako nosice 1é¢iva s fizenym uvoliiovanim.

V ramci piedlozené prace se tedy potvrdilo, ze koncept semi-IPN hydrogeld, kdy
gelotvorna slozka je zodpovédna za strukturu a viskoelastické/mechanické vlastnosti,
zatimco interpenetrujici ¢ast je zodpoveédna za transportni vlastnosti, je aplikovatelny
na $irsi, jiz aplikacné zajimavé)si, spektrum materiali. Zvolenim vhodné komponenty
na zaklad¢ sledované aktivni latky (modelového ¢1 konkrétniho 1€¢iva) je klicové
avramci konceptu semi-IPN hydrogeli piedlozené prace zalozeno na
elektrostatickych interakcich, které uspé$né ovlivni transportni vlastnosti jiz v malé
koncentraci (jiz od 0,002 hm. %). Vys$i koncentrace (nad 0,01 hm. %)
interpenetrujici slozky jiz nejsou zadouci, jelikoz mohou vést k nechténym
strukturnim zménam hydrogelu. Tyto systémy by mohly nalézt uplatnéni v mediciné
jako nosice 1é¢iv ¢i kryty ran, kdy prave potiebné mechanické vlastnosti 1ze navrhnout
a ziskat vhodnym gelotvornym materialem a sitovanim, zatimco uvoliiovani aktivni
latky bude ovlivnéno (vrameci predlozené prace sledovano hlavné zpomaleni
uvolilovani, které je aplika¢né zajimaveé)si) interpenetrujici komponentou. Tato prace
ma charakter zakladniho vyzkumu, kdy se potvrdil potencial téchto materialt jakozto
materidli s fizenymi tokovymi a transportnimi vlastnostmi, dal$im krokem by bylo
Jiz testovani 1€¢iva na aplikacni urovni.
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ABSTRAKT

Predlozena dizertaCni prace se zaméiuje na vyzkum hydrogeli na bazi semi-
interpenetrovanych polymernich siti (semi-IPN) s cilem nabidnout novou strategii
vyvoje gelovych materidli s moznosti fizené manipulace jejich uzitnych vlastnosti.
Semi-IPN hydrogely se v ramci této prace skladaji z gelotvorné slozky tvofici sit
a zodpovédné za viskoelastické parametry a obsahové minoritni slozky ovliviiujici
vazebné a transportni vlastnosti. Timto zpisobem lze nezavisle modifikovat
viskoelastické a transportni vlastnosti. V této praci tedy byly navrhnuty, pifipraveny
a charakterizovany hydrogely semi-IPN s aplika¢nim potencidlem jako nosice
aktivnich latek. Byly zkoumany systémy s gelotvornymi slozkami polyvinylalkohol
(PVAI) a polyhydroxyethyl methakrylat (pHEMA), kde interpenetrujici slozkou byl
polystyrensulfonat sodny (PSS). Pro tyto hydrogely byla provedena charakterizace
viskoelastickych (reometrie) a transportnich (difuzni experimenty) vlastnosti
a morfologicka charakterizace. Vysledky naznacuji, ze piidavkem interpenetrujici
slozky lze uspésné modifikovat transportni vlastnosti semi-IPN hydrogelti. Studovani
vlivu rizného pridavku polyelektrolytu PSS ukdzalo, ze semi-IPN hydrogely
zachovavaji viskoelastické parametry a morfologii pouze do urcité koncentrace PSS
(0,01 hm. %), nad kterou dochazi k nezddoucim morfologickym zméndm.
Experimentalni vysledky prezentované v této praci tak potvrdily, ze aplikace
konceptu semi-IPN hydrogeld na hydrogely PVALI sitované cyklickym mrazenim a
boraxem a hydrogely pHEMA sitované chemicky vedla k uspésnému ovlivnéni
transportnich vlastnosti s minimalnimi zménami ve viskoelastickych parametrech
a morfologii, kde optimalni koncentrace interpenetrujici slozky je kli¢em k dosazeni
pozadovanych vlastnosti hydrogelu.
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ABSTRACT

The submitted dissertation thesis focuses on hydrogels based on semi-interpenetrating
polymer networks (semi-IPN) as one of the options for modifying their properties.
Within this work, semi-IPN hydrogels consist of a gel-forming component responsible
for the viscoelastic properties and an interpenetrating component affecting transport
properties. This approach allows for independent modification of viscoelastic and
transport properties. In this study, semi-IPN hydrogels with potential applications as
carriers of active substances were designed, prepared, and characterized. Systems with
gel-forming components such as polyvinyl alcohol (PVAI) and polyhydroxyethyl
methacrylate (pHEMA) were investigated, with poly (styrene sulfonate) (PSS)
serving as the interpenetrating component. Characterization of viscoelastic
(rheometry) and transport properties (diffusion experiments) as well as morphological
characterization was conducted for these hydrogels. The results suggest that the
addition of an interpenetrating component can successfully modify the transport
properties of semi-IPN hydrogels. The study of the influence of different additions of
the polyelectrolyte PSS showed that semi-IPN hydrogels maintain viscoelastic
properties and morphology only up to a certain concentration of PSS (0.01 wt. %),
beyond which undesired morphological changes occur. The application of the semi-
IPN hydrogel concept to PVAI hydrogels crosslinked either physically or with borax,
as well as pHEMA hydrogels crosslinked chemically, demonstrated successful
modification of transport properties with minimal changes in viscoelastic properties
and morphology, where the optimal concentration of the interpenetrating component
is a key to achieving the desired hydrogel properties.
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