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ABSTRAKT 

V r§mci experiment§ln² ļ§sti bakal§Śsk® pr§ce byl syntetizov§n thiolovanĨ hyaluronan, jako 

potencion§ln² materi§l pro pŚ²pravu hydrogelŢ pro biomedic²nsk® aplikace. V 

experiment§ln² ļ§sti byla pŚipravena Śada vzorkŢ thiolovan®ho hyaluronanu (HA-SH) liġ²c² 

se koncentrac² a molekulovou hmotnost² polymeru. D²lļ²m ¼kolem bylo zhodnotit vliv 

uvedenĨch parametrŢ HA-SH, n§slednŊ pŚipravit hydrogely a prov®st jejich charakterizaci. 

ĐspŊġn® nav§z§n² thiolov® skupiny na ŚetŊzce hyaluronanu (HA(Na) bylo potvrzeno pomoc² 

FTIR a NMR spektroskopie. Reologick® vlastnosti pŚipravenĨch hydrogelŢ na b§zi 

thiolovan®ho hyaluronanu byly charakterizov§ny rotaļn²m reometrem a pomoc² SEM byla 

stanovena porozita vĨsledn®ho materi§lu. Na z§kladŊ NMR spektroskopie bylo potvrzeno, 

ģe stupeŔ substituce (DS) ovlivŔuje reologick® vlastnosti materi§lu. Z§roveŔ bylo potvrzeno, 

ģe doba gelace nez§vis² na koncentraci polymeru, ale s rostouc² molekulovou hmotnost² 

roste. KromŊ gelace byla porovn§v§na tuhost vĨsledn®ho hydrogelu. Nejvyġġ² tuhost gelŢ 

(Ăstorageñ modul) byla potvrzena u vzorkŢ s vyġġ² koncentrac² i molekulov® hmotnosti 

polymeru. Nejvyġġ² dosaģen§ tuhost byla 1710 Pa. Nejniģġ² koncentrace, pŚi kter® doch§z² 

ke vzniku zes²Šovan® struktury je 2 % (w/w). Viskozita hydrogelu pŚi smykov® rychlosti 100 

rad/s byla v rozmez² 0,1 ï 10 Pa. VŊtġina p·rŢ vĨsledn®ho materi§lu odpov²dala velikosti Ò 

50 ɛm. Na z§kladŊ dosaģenĨch vĨsledkŢ lze konstatovat, ģe hydrogely na b§zi thiolovan®ho 

hyaluronanu pŚedstavuj² potenci§lnŊ slibnĨ materi§l pro metodu 3D tisku v oblasti 

tk§Ŕov®ho inģenĨrstv² nebo jako platforma pro aplikaci l®kŢ do lidsk®ho tŊla.  

Kl²ļov§ slova: thiolace, hyaluronan, hydrogel, FTIR, SEM, reologick® chov§n², porozita  

 

 

 



 

ABSTRACT 

In the experimental part of the bachelor thesis, thiolated hyaluronan was synthesized as a 

potential material for the preparation of hydrogels for biomedical applications. In the 

experimental part, a number of samples of thiolated hyaluronan (HA-SH) with different 

polymer concentration and molecular weight were prepared. A partial task was to evaluate 

the influence of the mentioned HA-SH parameters, and subsequently prepare hydrogels and 

perform their characterization. The successful attachment of the thiol group to the 

hyaluronan (HA (Na) chains was confirmed by FTIR and NMR spectroscopy. At the same 

time, it was confirmed that the gelation time does not depend on the polymer concentration 

but increases with increasing molecular weight. In addition, the hydrogel stiffness was 

evaluated. The highest achieved stiffness was 1710 Pa. The lowest concentration at which 

the crosslinked structure is formed is 2 % (w/w). The viscosity of the hydrogel at a shear rate 

of 100 rad/s was in the range of 0,1 - 10 Pa. Most of the pores of the resulting material 

corresponded to a size Ò 50 ɛm. Based on the results obtained, it can be stated that hydrogels 

based on thiolated hyaluronan represent a potentially promising material for the 3D printing 

method in the field of tissue engineering or as a platform for the application of drugs to the 

human body. 
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ĐVOD 

V souļasn® dobŊ se do popŚed² z§jmu vŊdeckĨch studi² dostali materi§ly, kter® lze vyuģ²t 

k pŚ²pravŊ struktur, jejichģ ¼kolem je nahradit ļ§st lidsk®ho tŊla nebo jeho funkci [1]. 

Z§roveŔ mus² tyto materi§ly (pro moģn® aplikace do lidsk®ho tŊla) splŔovat pŚ²sn® 

podm²nky, mezi kter® patŚ² pŚedevġ²m biokompatibilita a biodegradabilita. Biokompatibilitu 

lze definovat jako schopnost dan®ho materi§lu bĨt kompatibiln² s ģivĨm organismem, 

naopak biodegradabilita vyjadŚuje schopnost materi§lu rozpadat se na jednoduġġ² strukturn² 

jednotky, kter® nejsou pro organismus toxick® [2]. ObecnŊ se takov® materi§ly oznaļuj² jako 

biomateri§ly a jak je patrn® z textu, na jejich vĨrobu se kladou velmi pŚ²sn® n§roky. Mezi 

materi§ly, kter® splŔuj² tyto vysok® n§roky patŚ², napŚ. kromŊ kovŢ a keramiky, tak® 

biopolymery. Jak uģ n§zev napov²d§, jedn§ se o polymery, kter® mohou bĨt z pŚ²rodn²ch 

i fosiln²ch zdrojŢ a mohou nebo nemus² bĨt biodegradabiln² [3]. Z pohledu t®to pr§ce jsou 

nejzaj²mavŊjġ² ty, jeģ se z²sk§vaj² z pŚ²rodn²ch zdrojŢ a z§roveŔ jsou biodegradabiln². Mezi 

takov® lze zaŚadit napŚ. sodnou sŢl kyseliny hyaluronov® (HA(Na). Hyaluronan nebo-li 

sodn§ sŢl kyseliny hyaluronov® je pŚ²rodn² biopolymer, kterĨ se v souļasn® dobŊ Śad² 

k velmi popul§rn²m materi§lŢm a kterĨ je d²ky svĨm unik§tn²m vlastnostem (napŚ. 

biokompatibilita, minim§ln² imunogenicita, biodegradabilita) hojnŊ vyuģ²v§n napŚ. v 

kosmetice ļi tk§Ŕov®m inģenĨrstv². Vzhledem k tomu, ģe hyaluronan je pŚirozenou souļ§st² 

lidsk®ho tŊla (napŚ. pokoģka, synovi§ln² tekutina), jev² se jako vhodnĨ materi§l pro aplikace 

v biomedic²nŊ. Velkou nevĨhodou hyaluronanu, mŢģe bĨt z pohledu jej²ho pouģit² napŚ. 

v tk§Ŕov®m inģenĨrstv², dobr§ rozpustnost ve vodŊ, slab® mechanick® vlastnosti atd. Proto 

se ke zlepġen² jeho vlastnost² nejļastŊji pŚistupuje k modifikaci hydroxylov® a karboxylov® 

skupiny disacharidov® jednotky HA(Na). V bakal§Śsk® pr§ci byla Śeġena modifikace 

hyaluronanu pomoc² thiolovĨch skupin. Hlavn² vĨhody thiolace totiģ spoļ²vaj² pŚedevġ²m 

v jednoduch® synt®ze, kter§ nevyģaduje pouģit² chemickĨch aditiv a toxickĨch s²Šovac²ch 

ļinidel, ale i ve vĨslednĨch vlastnost² thiolovan®ho hyaluronanu (vyġġ² mukoadheze, 

stabilita proti degradaci za fyziologickĨch podm²nek, viskoelasticita oproti ļist®mu 

HA(Na)).  

Z pohledu biomedic²nskĨch aplikac² je thiolovanĨ HA(Na) nejļastŊji vyuģ²v§n pro pŚ²pravu 

hydrogelŢ. ObecnŊ lze hydrogely pŚipravit fyzik§ln²m (napŚ. s²Šov§n² vod²kovĨmi vazbami, 

iontov® s²Šov§n²) nebo chemickĨm (pŚ. radiac², pomoc² enzymŢ) s²Šov§n²m. S²Šov§n² lze 

definovat jako spojov§n² polymern²ch ŚetŊzcŢ pŚ²ļnĨmi kovalentn²mi vazbami za vzniku 3D 

struktury (polymern² s²tŊ). V pŚ²padŊ, ģe voln§ m²sta zes²Šovan® polymern² struktuŚe 
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vyplŔuje voda, lze tuto struktur oznaļit za hydrogel. Hydrogely na b§zi thiolovan®ho 

hyaluronanu lze pŚipravit nukleofiln² (Michaelova adice) nebo radik§lovou reakc² 

(oxidace). Thiolov® polymery, s²Šovan® v pŚ²tomnosti vzduġn®ho kysl²ku ļi oxidaļn²ch 

ļinidel (H2O2), s²Šuj² za vzniku disulfidov® vazby. Mechanismus jejich s²Šov§n² pŚipom²n§ 

s²Šov§n² proteinŢ, kter® pŚedstavuj² jednu ze z§kladn²ch sloģek lidsk®ho tŊla. A pr§vŊ to 

mŢģe bĨt jeden z dŢvodŢ, proļ je thiolace polymerŢ v souļasn® dobŊ tak popul§rn². 

Hydrogely na b§zi thiolovan®ho hyaluronanu se pouģ²vaj² napŚ. v oftalmologii, ortopedii a 

chirurgii (hojen² poġkozenĨch kloubn²ch chrupavek), estetick® medic²nŊ (vyhlazov§n² 

vr§sek) nebo v onkologii (Ś²zen® uvolŔov§n² l®ļiva pŚi l®ļbŊ lok§ln²ho tumoru).  

ĐspŊġnou modifikaci hyaluronanu thioly lze potvrdit pomoc² infraļerven® spektroskopie 

(FTIR ) nebo nukle§rn² magnetickou rezonanc² (NMR), kter§ poskytuje pŚesnŊjġ² vĨsledky. 

Pro aplikaci pŚipravenĨch thiolovanĨch hydrogelŢ je dŢleģit® zn§t nŊkter® reologick® 

parametry. NejļastŊji se jedn§ o dobu gelace, kterou lze definovat jako ļasovĨ okamģik, ve 

kter®m se z visk·zn² kapaliny st§v§ elasticky tuh§ l§tka. Po lyofilizaci thiolovan®ho 

hydrogelu z²sk§me por®zn² strukturu, kterou lze charakterizovat na skenovac²m 

elektronov®m mikroskopu (SEM). Tato metoda poskytuje informace o povrchu 

analyzovan®ho vzorku, poļet a velikost p·rŢ atd. Na z§kladŊ z²skanĨch parametrŢ je moģn® 

posoudit, zda-li z thiolovan®ho hyaluronanu lze pŚipravit hydrogel metodou 3D tisku. 

C²lem bakal§Śsk® pr§ce bylo pŚipravit deriv§t kyseliny hyaluronov® (HA) pomoc² thiolŢ 

(HA-SH), kterĨ by byl vhodnĨ k pŚ²pravŊ hydrogelŢ pro biomedic²nsk® aplikace. V r§mci 

experiment§ln² ļ§sti byla pŚipravena Śada vzorkŢ modifikovan®ho hyaluronanu (HA(Na)) 

liġ²c² se koncentrac² polymeru, molekulovou hmotnost² a mol§rn²m pomŊrem l§tek. D²lļ²m 

¼kolem bylo zhodnotit vliv vĨġe uvedenĨch parametrŢ synt®zy HA-SH na pŚ²pravu 

hydrogelŢ, n§slednŊ hydrogely pŚipravit a prov®st jejich charakterizaci.   
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SOUĻASNħ STAV řEĠEN£ PROBLEMATIKY  

Hyaluronan (HA(Na)) je line§rn² polysacharid patŚ²c² do skupiny glukosaminoglykanŢ, 

jehoģ struktura se skl§d§ z opakuj²c² se disacharidov® jednotky ï kyseliny D-glukoronov® a 

N-acetyl-D-glukosaminu navz§jem spojenĨch stŚ²daj²c² se ɓ-(1,3) a ɓ-(1,4) glykosidickou 

vazbou [4]. D²ky sv® vysok® biokompatibilitŊ a n²zk® imunogenicitŊ je HA(Na) bŊģnŊ 

vyuģ²v§n napŚ. jako materi§l k l®ļbŊ poranŊn² a osteoartr·zy (onemocnŊn² kloubŢ), v oļn²m 

l®kaŚstv², v tk§Ŕov®m inģenĨrstv² ļi jako materi§l pro transport l®ļiv. I pŚes vġechny unik§tn² 

vlastnosti, kterĨmi ļistĨ HA(Na) disponuje, je jeho vyuģit² pro rŢzn® aplikace znaļnŊ 

omezeno napŚ. jeho vĨbornou rozpustnost² ve vodŊ [5], rychlou degradac² ve fyziologick®m 

prostŚed² nebo slabĨmi mechanickĨmi vlastnostmi [6]. Aby bylo dosaģeno poģadovanĨch 

vlastnost² je tŚeba HA(Na) modifikovat, tzn. upravit, aŠ uģ chemicky ļi fyzik§lnŊ, jeho 

strukturu. Jednou z moģnost², jak chemicky modifikovat HA(Na), aniģ by doġlo k naruġen² 

jeho biokompatibility a nulov® cytotoxicity, je nav§zat na jeho strukturu napŚ. thiolovou 

skupinu (-SH). V souļasn® dobŊ se problematikou modifikace hyaluronanu thioly vŊnuje 

cel§ Śada vŊdeckĨch studi² [5]. NapŚ²klad autoŚi Kafedjiiski et al. (2007) syntetizovali 

thiolovanĨ hyaluronan (HA-SH), kterĨ m§ 6,5kr§t lepġ² mukoadhezivn² vlastnosti (17 hod) 

a vĨraznŊ niģġ² rychlost degradace neģ ļistĨ HA(Na). Na z§kladŊ vĨsledkŢ jejich studie 

pŚedstavuje thiolovanĨ polymer slibnĨ materi§l pro vĨvoj rŢznĨch syst®mŢ pod§v§n² l®ļiv 

[7]. ThiolovanĨ hydrogel jako nosiļ protirakovinovĨch l®ļiv zkoumali ve sv® pr§ci Xu et al. 

(2021). Oxidaļn²m ļinidlem synt®zy hydrogelu bylo DMSO, (a) iniciuj²c² vznik disulfidov® 

vazby, ale i (b) pod²lej²c² se na rozpuġtŊn² protirakovinn®ho l®ku (XY) uloģen®ho v por®zn² 

struktuŚe thiolovan®ho hydrogelu. D²ky botnac² schopnosti a degradabilitŊ thiolovan®ho 

hydrogelu, lze n§slednŊ l®k z jeho struktury Ś²zenŊ uvolnit. D²ky tomu pŚedstavuje hydrogel 

na b§zi thiolovan®ho hyaluronanu slibnĨ materi§l pro pŚ²pravu tzv. Ăplatformy pro rŢzn® 

l®kyñ pŚi l®ļbŊ lok§ln²ch tumorŢ [8].  

Dalġ² autoŚi Cao et al. (2019) a Hong et al. (2020) se ve svĨch studi²ch zabĨvali pŚ²pravou 

thiolovanĨch hydrogelŢ, kter® lze aplikovat v oblasti tk§Ŕov®ho inģenĨrstv². ThiolovanĨ 

hydrogel (v kombinaci s akryl§tovĨmi skupinami) m§ podle studie Cao et al. (2019) velkĨ 

aplikaļn² potenci§l jako novĨ chirurgickĨ antiadhezivn² materi§l, cytoprotektivn² ļinidlo a 

bioinertn² tk§Ŕovou vĨplŔ [9]. Hong et al. (2020) se zase ve sv® pr§ci zamŊŚili na pŚ²pravu 

injektovatelnĨch HA-SH hydrogelŢ, jeģ byly obohaceny nanoļ§sticemi fosforeļnanu 

v§penat®hoñ (BCP). D²ky poddajnosti thiolovan®ho hydrogelu usnadŔuj²c² napŚ. vĨplŔ 

kostn²ch defektŢ, a BCP nanoļ§stic, vynikaj²c² zejm®na osteoinduktivn² (svou pŚ²tomnost² 
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vyvol§v§ rŢst kostn²ch bunŊk) a osteokonduktivn² (schopnost materi§lu slouģit jako scaffold 

pro tvorbu nov® tk§nŊ) funkc², lze tento kompozitn² materi§l (HA-SH/BCP) uplatnit pŚi l®ļbŊ 

poranŊnĨch kost² [10]. 

Zabudov§n²m nanoļ§stic do struktury thiolovan®ho hyaluronanu se zabĨvali tak® Yegappan 

et al. (2019). Tito autoŚi prok§zali, ģe HA-SH hydrogely obsahuj²c² nanoļ§stice 

polydopaminu (PDA), vykazuj² vĨraznŊ vyġġ² tuhost (163 Pa), neģ hydrogely HA-SH bez 

pŚ²davku PDA nanoļ§stic (99 Pa). U hydrogelŢ s pŚ²davkem PDA nanoļ§stic byla prok§z§na 

zvĨġen§ migrace a proliferace bunŊk. PDA ļ§stice plnŊn® l®ļivem, rovnŊģ vykazovaly 

kontinu§ln² uvolŔov§n² l®ļiva po dobu 7 dnŢ. Z uvedenĨch informac² vyplĨv§, ģe thiolovan® 

hydrogely s pŚ²davkem PDA nanoļ§stic lze vyuģ²t pŚi Ś²zen®m uvolŔov§n² l®ļiv v tk§Ŕov®m 

inģenĨrstv² [11]. Chov§n² PDA nanoļ§stic ve struktuŚe HA-SH hydrogelu pozorovali tak® 

autoŚi Qu-Hang Yu (2020), kteŚ² studii PDA nanoļ§stic Yegappan et al. (2019) rozġ²Śili o 

poznatek, ģe zaveden²m PDA ļ§stic do struktury HA-SH se zvĨġila bunŊļn§ afinita, tk§Ŕov§ 

adheze, ale i schopnost hydrogelu pohlcovat voln® radik§ly. D²ky kombinaci vĨhod HA-SH 

(napŚ. biokompatibilita) s PDA (schopnost zachycovat voln® radik§ly), tento materi§l 

splŔuje poģadavky na pŚ²pravu antimikrobi§ln²ch l®kaŚskĨch obvazŢ [12]. 

Vġechny studie zabĨvaj²c² problematikou thiolace hyaluronanu uv§d², ģe synt®zu HA-SH 

lze prov®st jednoduchĨm zpŢsobem a za fyziologickĨch podm²nek. Thiolace pŚedstavuje 

jeden z mnoha zpŢsobŢ, jak modifikovat HA(Na). Za jej² nespornou vĨhodu lze povaģovat 

skuteļnost, ģe napŚ. k pŚ²pravŊ zes²Šovan® struktury se jako tzv. crosslinker vyuģ²v§ vzduġnĨ 

kysl²k na rozd²l od modifikace HA(Na) napŚ. divinyl sulfonem (DVS) [13], kterĨ mŢģe 

pŚedstavovat potenci§ln² riziko, d²ky sv® moģn® toxicitŊ. Dalġ² vĨhodou tohoto zpŢsobu 

modifikace hyaluronanu je moģnost Ś²zen®ho procesu s²Šov§n² HA-SH pomoc² pH. N²zk® 

hodnoty pH (pH < 7) totiģ blokuj² thiolov® skupiny a t²m br§n² s²Šov§n², zat²mco pŚi zvĨġen² 

pH nad 7 doch§z² k tzv. self-crosslinku za vzniku zes²Šovan® struktury [14].  

I pŚestoģe se problematikou thiolovan®ho hyauluronanu zabĨv§ cel§ Śada odbornĨch ļl§nkŢ 

a studi², jak je patrn® z vĨġe uveden®ho textu, tak problematika pŚ²pravy thiolovanĨch 

hydrogelŢ na b§zi hyaluronanu pomoc² metody 3D tisku (popŚ. biotiskem), se v literatuŚe 

pŚ²liġ nezmiŔuje. 
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I.   TEORETICKĆ ĻĆST 
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1 BIOMATERIĆLY 

Biomateri§ly lze definovat jako materi§ly vyuģ²van® k pŚ²pravŊ struktur, jejichģ ¼kolem je 

nahradit ļ§st tŊla nebo jeho funkci bezpeļnĨm, spolehlivĨm, ekonomickĨm a fyziologicky 

pŚijatelnĨm zpŢsobem. Dle Park a Lakes (2007) lze biomateri§ly ch§pat jako: Ăsyst®movŊ a 

farmakologicky inertn² l§tky, kter® jsou navrģeny pro implantaci nebo zaļlenŊn² do ģivĨch 

syst®mŢ.ñ[1]. Jedn§ se tak o materi§ly, kter® umoģŔuj² komunikaci s biologickĨm syst®mem 

s c²lem l®ļit nebo nahradit pŚ²sluġnou tk§Ŕ, org§n, popŚ²padŊ specifickou funkci v lidsk®m 

tŊle [2].  

Problematikou interakce biomateri§lŢ s biologickĨm organismem se zabĨvaj² materi§lov® 

vŊdy. Mezi oblasti jejich z§jmu lze zahrnout napŚ. mechanick® vlastnosti materi§lu 

(houģevnatost, kŚehkost, pevnost v tahu atd.), modifikaci povrchŢ, a biologick® discipl²ny 

(imunologie, toxikologie, proces hojen² ran atd.). Pokud m§ bĨt pŚipravovanĨ materi§l pouģit 

v oblasti tk§Ŕov®ho inģenĨrstv², nesm² bĨt opomenuty ani dalġ² aspekty jako napŚ. 

biokompatibilita  a biodegradabilita materi§lu. Biokompatibilita je obecnĨ pojem 

vyjadŚuj²c² schopnost materi§lu bĨt kompatibiln², tedy vz§jemnŊ sluļitelnĨ, s ģivou tk§n² 

[2]. Naopak biodegradabilita popisuje schopnost materi§lu rozpadat se tzn. degradovat, na 

jednoduġġ² strukturn² jednotky, kter® jsou pro ģivĨ organismus netoxick®.  

Jak uģ bylo zm²nŊno v pŚedchoz² ļ§sti textu, pŚipravenĨ biomateri§l mus² splŔovat nŊkolik 

podm²nek (pŚi jeho aplikaci do lidsk®ho tŊla): 

1) implant§t (biomateri§l aplikovanĨ do organismu) nen² vylouļen biologickĨm 

syst®m, tedy je biokompatibiln²,  

2) pŚi aplikaci do syst®mu nevykazuje toxicitu, nezpŢsobuje alergick® ani imunologick® 

reakce, nen² karcinogenn² atd., 

3) je chemicky inertn² a st§lĨ (degradace nez§vis² na ļase), 

4) materi§l m§ adekv§tn² mechanick® vlastnosti (pevnost, hmotnost, hustota atd.), 

5) relativnŊ levn§, reprodukovateln§ a lehk§ vĨroba, s moģnost² n§sledn® velkovĨrobn² 

produkce atd.  

Za pŚedpokladu, ģe materi§l splŔuje tyto parametry, lze jej vyuģ²t napŚ. pŚi vĨrobŊ 

analytickĨch pŚ²strojŢ (biosenzory), zdravotnickĨch materi§lŢ (krevn² vaky, chirurgick® 

n§stroje a zaŚ²zen²) a v oblasti tk§Ŕov®ho inģenĨrstv² a regenerativn² medic²ny (n§hrada 

kŢģe, scaffoldy, chrupavky apod.) [15]. 
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ObecnŊ lze biomateri§ly rozdŊlit do tŚ² kategori²: kovy, keramika a polymery [15, 16].  

Prvn² kategorii tvoŚ² kovy, Śad²c² se mezi biomateri§lŢ pŚedevġ²m d²ky jejich vĨborn® 

elektrick® a teplotn² vodivosti a mechanickĨm vlastnostem. NŊkter® kovy jsou vyuģ²v§ny 

jako n§hrady tvrdĨch tk§n², tj. kolenn² a kyļeln² klouby, kostn² dlahy a ġrouby pro hojen² 

zlomenin, fixaļn² prostŚedky p§teŚe, nebo zubn² implant§ty. DŢvodem jsou jiģ zmiŔovan® 

mechanick® vlastnosti, ale tak® jejich odolnost proti korozi. Kovov® slitiny rovnŊģ nach§z² 

uplatnŊn² pŚi pŚ²pravŊ specifickĨch materi§lŢ jako napŚ. c®vn² stenty, vod²c² dr§ty katetrŢ 

nebo ortodontick® obloukov® dr§ty [16]. Mezi nejv²ce vyuģ²van® kovy a jejich slitiny v 

biomedic²nskĨch aplikac²ch lze zaŚadit slitinu kobaltu a chromu, zlato, platinu, nerezovou 

ocel a slitiny titanu [2].   

Druhou kategorii biomateri§lŢ tvoŚ² keramik a. Jedn§ se o tŚ²du anorganickĨch pevnĨch 

l§tek s iontovou nebo kovalentn² vazbou, kter§ se zpracov§v§ pŚi vysok® teplotŊ [2, 17]. 

Keramika mŢģe obsahovat krystalickou a amorfn² f§zi. Oproti kovŢm m§ tu vĨhodu, ģe je 

odolnŊjġ² vŢļi degradaci v rŢznĨch prostŚed²ch. Na druhou stranu d²ky iontov® vazbŊ m§ 

vĨraznŊji kŚehļ² strukturu. Vzhledem chemick® podobnosti keramiky s kostmi lidsk®ho tŊla, 

ji lze uplatnit v ortopedickĨch implant§tech nebo zubaŚskĨch materi§lech. Do t®to skupiny 

patŚ² napŚ. oxidy hlin²ku, bioaktivn² skla nebo fosforeļnan v§penatĨ [2].  

Do tŚet² kategorie spadaj² polymery. Jedn§ se o organick® l§tky, kter® jsou charakteristick® 

velkou molekulovou hmotnost² a jejich hlavn² ŚetŊzec je tvoŚen prvky C, H, O a N spojenĨch 

kovalentn² vazbou [2, 17]. Dle pŢvodu se polymery dŊl² na syntetick® a pŚ²rodn² polymery. 

Poly(etylen), poly(2-hydroxyethylmetakryl§t) nebo napŚ²klad poly(etylenglykol) se Śad² 

mezi syntetick® polymery vyuģ²van® jako biomateri§ly a mezi pŚ²rodn² polymery lze zaŚadit 

napŚ²klad fibrin, kolagen, nebo kyselinu hyaluronovou [2].  

Mezi hlavn² vĨhody polymern²ch biomateri§lŢ, ve srovn§n² s biomateri§ly kovovĨmi a 

keramickĨmi, patŚ² jejich snadn§ vĨroba (latexy, filmy, vl§kna atd.), sekund§rn² 

zpracovatelnost, cenov§ dostupnost nebo poģadovan® mechanick® a fyzik§ln² vlastnosti 

[16]. D²ky tŊmto vĨhod§m se polymery Śad² k materi§lŢm hojnŊ vyuģ²vanĨm v 

biomedicinskĨch aplikac²ch.  
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1.1 Biopolymery 

Podle Niaounakise (2015) lze biopolymery klasifikovat dvŊma rŢznĨmi zpŢsoby. Dle 

prvn²ho pŚ²stupu jsou biopolymery dŊleny dle zdroje pŢvodu, zat²mco u druh®ho pŚ²stupu 

dle schopnosti jejich biodegradability .  

Na z§kladŊ tŊchto krit®ri² mŢģeme biopolymery rozliġit na: biopolymery, z obnovitelnĨch 

pŚ²rodn²ch zdrojŢ, kter® jsou biodegradabiln² (pŚ. hyaluronan, kolagen, celul·za, algin§t); 

biopolymery z obnovitelnĨch zdrojŢ, kter® nejsou biodegradabiln² (pŚ. polyamid 11, bio-

polyethylen, bio-polyvinylchlorid) a biopolymery z fosiln²ch paliv, kter® se v biologick®m 

syst®mu rozloģ² (pŚ. polybutylen sukcin§t, polyvinylalkohol) [3].  

Bez ohledu na zdroj pŢvodu lze polymery d§le klasifikovat do menġ²ch podskupin, a to na 

z§kladŊ vhodn®ho vyuģit² pro urļit® typy tk§n². PŚ²kladem takov® podskupiny mohou bĨt 

napŚ. elastomery. D²ky jejich schopnosti odolat vysok® deformaci, byly vyhodnoceny jako 

vhodn® materi§ly pro kardiovaskul§rn² aplikace (napŚ. jako membr§na pro krevn² pumpy 

[18] nebo jako srdeļn² n§plast pro regeneraci tk§nŊ po infarktu myokardu [19]), kde hraje 

dŢleģitou roli pŚedevġ²m pruģnost. Mezi dalġ² kategorii polymerŢ, patŚ² hydrogely, kter® 

pŚedstavuj² zes²Šovan® polymern² materi§ly disponuj²c² schopnost² botnat ve vodŊ a 

zadrģovat ve sv® struktuŚe vĨznamnou ļ§st vody, aniģ by doġlo k jejich degradaci. Vzhledem 

k vysok®mu obsahu vody, se hydrogely staly pŚedmŊtem zkoum§n² pro moģn® materi§lov® 

n§hrady do mŊkkĨch tk§n²ch. Ke zlepġen² objemovĨch nebo povrchovĨch vlastnost² 

biomateri§lŢ se tak® vytv§Ś² tzv. kompozitn² materi§ly [2] tedy materi§ly sloģen® ze dvou 

ļi v²ce l§tek s odliġnĨmi vlastnostmi [20].  

Zdrojem polymerŢ na pŚ²rodn² b§zi mohou bĨt rostliny, mikroorganismy, ale i samotn® 

lidsk® tŊlo. Jedny z nejv²ce bŊģnĨch biomateri§lŢ z²sk§vanĨch z lidsk®ho tŊla jsou kolagen 

a kyselina hyaluronov§. 

1.1.1 Kyselina hyaluronov§ 

Kyselina hyaluronov§ (HA) pŚedstavuje nejv²ce vyuģ²van® materi§ly pro pŚ²pravu hydrogelŢ 

pro biomedic²nsk® aplikace, a to pŚedevġ²m d²ky jej² biokompatibilitŊ, biodegradabilitŊ a 

pŚirozen® biologick® funkci (napŚ. zachyt§v§n² volnĨch radik§lŢ, distribuci l§tek v tŊle 

(kolagen)). Z§roveŔ nepŚedstavuje pro organismus hrozbu ve formŊ imunologick® toxicity 

[2].  
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Aby HA existovala jako kyselina, mus² se nach§zet v prostŚed² se silnŊ kyselĨm pH. Ve 

fyziologick®m pH nese kaģd§ karboxylov§ skupina z§pornĨ n§boj a vyrovn§v§ jej volnĨmi 

kationty napŚ. Na+, K+, Ca2+ nebo Mg2+. Ve vodnĨch roztoc²ch, a tedy i v lidsk®m organismu, 

na sebe z§pornŊ nabit§ kyselina hyaluronov§ v§ģe kladnŊ nabit® kationty a vytv§Ś² soli, 

obecnŊ nazĨvan® jako hyaluronan nebo hyaluron§t sodnĨ [2, 15]. V r§mci bakal§Śsk® pr§ce 

byly vġechny experimenty prov§dŊny pr§vŊ se sodnou sol² kyseliny hyaluronov®.  
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2 SODNĆ SšL KYSELINY HYALURONOV£  

Hyaluronan nebo-li sodn§ sŢl kyseliny hyaluronov® HA(Na) je pŚ²rodn² line§rn² 

polysacharid patŚ²c² do skupiny heteropolysacharidŢ nazĨvan® glukosaminoglykany (GAS). 

Konkr®tnŊ se jedn§ o nesulf§tovĨ glukosaminoglykan, ve kter®m se stŚ²daj² disacharidov® 

jednotky, kyselina D-glukoronov§ a N-acetyl-D-glukosamin (obr. 1) navz§jem spojeny 

stŚ²daj²c² se ɓ-(1,3) a ɓ-(1,4) glykosidickou vazbou [4, 5, 21, 22]. PŚestoģe je polymer tvoŚen 

jednoduchĨm polysacharidovĨm ŚetŊzcem, jeho molekulov§ hmotnost mŢģe dosahovat 

nŊkolik milionŢ DaltonŢ. Jeho prŢmŊrn§ molekulov§ hmotnost se pohybuje okolo 106 aģ 107 

DaltonŢ [4, 21, 22].  

 

Obr. 1 Opakuj²c² se disacharidov® jednotky hyaluronanu  

2.1 Struktura  HA(Na) 

Pro pochopen² biologickĨch funkc² hyluronanu je dŢleģit® zn§t prostorov® uspoŚ§d§n² jeho 

molekuly. Na disacharidovĨch jednotk§ch se vykytuj² objemn® funkļn² skupiny 

(hydroxylov§, karboxylov§ a N-acetylov§) [5]. Pokud se oba monosacharidy nach§zej² v ɓ 

konfiguraci vznik§ energeticky velmi stabiln² struktura. To je d§no pŚedevġ²m t²m, ģe se 

hlavn² funkļn² skupiny (hydroxylov§, karboxylov§, N-acetylov§) uspoŚ§daj² do stericky 

vĨhodn® tzv. ekvatori§ln² roviny, a t²m minimalizuj² energii, kter§ zpŢsobuje pnut² v 

molekule. Naopak atomy vod²ku se nach§z² v tzv. axi§ln² rovinŊ, kter§ se jev² jako 

energeticky m®nŊ vĨhodn§ [5, 23]. Objemn® boļn² skupiny tvoŚ² pol§rn², hydrofiln² ļ§st 

molekuly, zat²mco atomy vod²ku v axi§ln² rovinŊ tvoŚ² hydrofobn² ļ§sti molekuly [5].  

Prim§rn² struktura hyaluronanu je d§na jiģ zm²nŊnou disacharidovou jednotkou, kter§ se 

skl§d§ z kyseliny D-glukoronov® a N-acetyl-D-glukosaminu spojenĨch stŚ²daj²c²mi se 

glykosidickĨmi vazbami [24-26].  

V ŚetŊzci je kaģd§ strukturn² jednotka pootoļen§ o 180Á vŢļi n§sleduj²c² i pŚedchoz² 

jednotce. Dva monomery jsou tedy vz§jemnŊ pootoļeny o 360Á, coģ znamen§, ģe n§sleduj²c² 
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disacharidov§ jednotka, tedy tŚet² v poŚad², se vrac² do stejn® polohy jako jednotka prvn². 

Takov§ posloupnost tvoŚ² element§rn² ġroubovici, kterou lze nazvat jako tzv. sekund§rn² 

struktura [24, 25, 27]. 

Terci§rn² sktruktura hyaluronanu je tvoŚena dvouġroubovic², kdy ŚetŊzce ġroubovice vytv§Ś² 

antiparaleln² (opaļnŊ orientovanou) strukturu, ve kter® vznikaj² vazby mezi hydrofobn²mi 

oblastmi sousedn²ho ŚetŊzce. Ve dvouġroubovici je amidov§ skupina vŢļi karboxylov® 

skupinŊ v poloze trans. Tuto strukturu stabilizuj² mezimolekul§rn² s²ly (vod²kov® mŢstky), 

kter® pŢsob² mezi amidovĨmi a karboxylovĨmi skupinami. Terci§rn² struktura je form§lnŊ 

ekvivalentn² struktuŚe ɓ-listu (konformace skl§dan®ho listu) [24-27].  

2.2 VĨskyt a synt®za HA(Na) 

VĨskyt HA(Na) 

Jak je uvedeno vĨġe, hyaluronan se pŚirozenŊ vyskytuje v mŊkkĨch tk§n²ch vġech obratlovcŢ 

[4, 5, 22, 28]. TŊlo dospŊl®ho ļlovŊka o hmotnosti 70 kg obsahuje asi 15 g HA(Na). T®mŊŚ 

polovina tohoto mnoģstv² se vyskytuje v kŢģi (epidermis i dermis), pŚiļemģ vŊtġina je 

souļ§st² extracelul§rn² matrice [5, 28, 29]. HA(Na) je nepostradatelnou souļ§st² 

extracelul§rn² matrice, ve kter® zast§v§ roli Ś²zen² a distribuce dŢleģitĨch l§tek (napŚ. 

proteoglykany, kolagen, elastin) [4]. KromŊ toho se pod²l² na bunŊļn® signalizaci, 

proliferaci, diferenciaci a adhezi bunŊk [30].  

Hyaluronan mŢģeme ve vyġġ²ch koncentrac²ch naj²t tak® v pupeļn² ġŔŢŚe (Mw = 3-4 MDa), 

synovi§ln² tekutinŊ a oļn²m sklivci [4, 5, 22, 31]. Pr§vŊ synovi§ln² (kloubn²) tekutinu tvoŚ² 

tzv. vysokomolekul§rn² (Mw = 6 MDa) HA(Na) [31], kterĨ d²ky sv®mu sloģen² a vysok® 

viskozitŊ pom§h§ tlumit n§razy, sniģovat tŚen² mezi klouby, a sniģovat jejich opotŚeben² [28, 

32]. Nezanedbateln® mnoģstv² HA(Na) se vyskytuje ve svalech, pl²c²ch, ledvin§ch a mozku. 

Naopak jej² vŢbec nejniģġ² mnoģstv² bylo zjiġtŊno v j§trech ļi v krevn²m s®ru [4]. Jedn²m 

z dalġ²ch kl²ļovĨch zdrojŢ vĨskytu hyaluronanu jsou kohout² hŚeb²nky (7,5 mg/ml) [5] ļi 

povrch bakteri² rodu Pasteurella multicida a Streptococcus skupiny A a C [22]. 

Streptococcus pyogenes (lidskĨ patogen), Streptococcus equi a Streptococcus uberis (zv²Śec² 

patogeny), patŚ² mezi bakterie rodu Streptococcus. Schopnost syntetizovat hyaluronan 

pravdŊpodobnŊ z²skaly okop²rov§n²m enzymatick®ho apar§tu od svĨch hostitelŢ, tj. 

obratlovcŢ. Tyto mikroorganismy vyuģ²vaj² hyaluronan k enkapsulaci (zapouzdŚen²) svĨch 

bunŊk, ļ²mģ se pro obrannĨ syst®m hostitele st§vaj² neviditelnĨmi. Hyaluronan tak® zlepġuje 

adhezi a kolonizaci bakteri§ln²ch bunŊk [31].  
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Biosynt®za HA(Na) 

K synt®ze hyaluronanu nedoch§z² jako u vŊtġiny glukosaminoglykanŢ v Golgiho apar§tu 

nebo endoplazmatick®m retikulu [4, 21, 22]. HA(Na) se syntetizuje na vnitŚn² stranŊ 

plazmatick® membr§ny jako volnĨ line§rn² polymer. Biosynt®za HA prob²h§ za pŚ²tomnosti 

kontroly tŚ² trans-membr§novĨch enzymŢ, kter® jej produkuj² pŚi souļasn®m vytlaļov§n² na 

povrch buŔky nebo do extracelul§rn² matrice [21, 22, 28, 33].  

Izolace HA(Na)  

Jednou z prvn²ch moģnost², jak izolovat hyaluronan, byla izolace z odpadn²ch ģivoļiġnĨch 

tk§n² (napŚ. kohout² hŚeb²nky, praseļ² kŢģe, ģraloļ² chrupavky, ryb² sklivec) [31], jehoģ 

vĨsledkem byl, vlivem neŚ²zen® rychlosti degradace a pŚirozen® polydisperzitŊ hyaluronanu, 

vysoce polydisperzn² polymer. VĨtŊģek polymeru byl, vzhledem k mal® koncentraci 

hyaluronanu v ģivoļiġnĨch tk§n²ch, velmi n²zkĨ. Velkou nevĨhodou extrakce HA 

z ģivoļiġnĨch tk§n² je zvĨġen® riziko kontaminace HA(Na) napŚ²klad viry [5]. Alternativou 

dle Swanna (1968) je tzv. doļiġtŊn² produktu sr§ģen²m pomoc² l§tky zvan® 

cetylpyridiniumchlorid (CPC), jehoģ vĨsledkem je pokles viskozity (LVĻ = 2200 ml/g) 

hyaluronanu, zapŚ²ļinŊnĨ degradac² HA, aniģ by doġlo ke zmŊnŊ jej² molekulov® hmotnosti 

[34]. 

Dalġ² metodou prŢmyslov® produkce hyaluronanu je bakteri§ln² fermentace [5, 29]. VĨtŊģky 

prvn²ch izolac² hyaluronanu z povrchu bakteri² ļinily 300ï400 mg/L. Od t® doby doġlo 

k vĨrazn®mu posunu a zlepġen² metod z²sk§v§n² HA(Na), zahrnuj²c² optimalizaci procesu 

extrakce, adaptaci kultivaļn²ho m®dia a selekci kmenŢ s vysokou produktivitou 

biopolymeru. D²ky tomu se podaŚilo navĨġit mnoģstv² izolovan®ho hyaluronanu aģ na 6ï7 

g/L, coģ je technickĨ limit zpŢsobenĨ vysokou viskozitou ģivn®ho m®dia. Mezi bakterie, 

schopn® produkovat HA(Na) patŚ² Streptococcus skupiny A a C, gram-pozitivn² bakterie a 

Pasteurella, gram-negativn² bakterie [29]. Bakterie Streptococcus skupiny C, kter® nejsou 

patogenn²mi organismy (na rozd²l od Streptococcus A nebo Pasteurella) a neohroģuj² zdrav² 

ļlovŊka, se hojnŊ vyuģ²vaj² k izolaci hyaluronanu. Nejpouģ²vanŊjġ²mi kmeny jsou 

Streptococcus equi subsk. equi a S. equi subsk. zooepidemicus [31]. KromŊ zm²nŊnĨch 

bakteri² byla z ml®ļnĨch potravin izolov§na bakterie kmene S. thermophilus produkuj²c² 

HA(Na), a kter§ po genetick® modifikaci je schopn§ produkovat aģ 1,2 g/L tohoto 

biopolymeru. HA(Na) z²skanĨ z geneticky upraven®ho kmene bakteri² m§ srovnatelnou 

prŢmŊrnou molekulovou hmotnost s hyaluronanem produkovanĨm pŚ²rodn²mi kmeny 

bakteri².  
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Jak uģ bylo zm²nŊno, prŢmyslov§ vĨroba HA stoj² pŚedevġ²m na (1) extrakci z ģivoļiġnĨch 

tk§n² a (2) bakteri§ln² fermentaci, kter® shodnŊ produkuj² polydisperzn² vysokomolekul§rn² 

hyaluronan (ὓύ Ó 1 Ĭ 10
6 Da, polydisperzita od 1,2 do 2,3) vyuģitelnĨ v biomedic²nskĨch i 

kosmetickĨch aplikac² [31]. 

2.3 Vlastnosti HA(Na) 

Vzhledem k vĨjimeļnĨm vlastnostem hyaluronanu, kterĨmi jsou napŚ. vysok§ 

hydroskopicita (1), viskoelasticita (2), minim§ln² imunogenicita (3), biodegradabilita (4), 

biokompatibilita ļi vstŚebatelnost, nach§z² HA(Na) uplatnŊn² v ġirok® ġk§le 

biomedic²nskĨch aplikac² [24, 29]. VĨsledn® vlastnosti HA(Na) jsou silnŊ z§visl® na jej² 

molekulov® hmotnosti.  

(1) HA(Na) dok§ģe, d²ky hydrofilitŊ molekuly, vĨbornŊ zadrģovat vodu, a to aģ na 

1000n§sobek sv®ho pŢvodn²ho objemu a tvoŚit tak voln® hydratovan® dom®ny. 

Hyaluronan je polyelektrolytem, tj. l§tkou, kter§ ve sv® struktuŚe obsahuje postrann² 

karboxylovou skupinu, schopnou elektrolytick® disociace (pŚi fyziologick®m pH) [29].  

(2) Hyaluronan pŚ²tomnĨ napŚ. v synovi§ln² tekutinŊ nebo oļn²m sklivci, propŢjļuje tŊmto 

tŊln²m tekutin§m jejich viskoelastick® vlastnosti. To znamen§, ģe v ļ§stech tŊla, kde se 

tyto tekutiny vyskytuj² (napŚ. klouby), jsou schopn® pohlcovat mechanickou energii 

(n§raz) elasticitou nebo ji rozptĨlit visk·zn²m tokem [35]. Viskozita roztoku se s rostouc² 

molekulovou hmotnost² a koncentrac² polymeru zvyġuje [24]. Roztoky hyaluronanu lze 

oznaļit za tzv. pseudoplastick® kapaliny, u kterĨch viskozita kles§ s rostouc² smykovou 

rychlost² [29]. Reologick® vlastnosti z§vis² na molekulov® hmotnosti a koncentraci 

polymeru, ale i podm²nk§ch prostŚed² jako je pH ļi teplota [29]. ViskoelastickĨch 

vlastnost² hyaluronanu se vyuģ²v§ v cel® ŚadŊ l®kaŚskĨch aplikac² (napŚ. v oftalmologii, 

nitrooļn² injekce pŚi operac²ch oka atd.) [27].  

(3) Jelikoģ se jedn§ o pŚ²rodn² biopolymer pŚ²tomnĨ v lidskĨch tk§n², nelze pochybovat o 

jeho vysok® biokompatibilitŊ ļi nulov® toxicitŊ. Nav²c se v kaģd® tk§ni vyskytuje 

molekula hyaluronanu se stejnou strukturou, takģe nedojde k vyvol§n² reakce imunitn²ho 

syst®mu [29].  

(4) Degradace HA(Na) v biologick®m prostŚed² je zpŢsobena hydrolĨzou katalyzovanou 

enzymy zvanĨmi hyaluronid§zy [27, 29]. Enzymy rozkl§daj² hyaluronan na 

n²zkomolekul§rn² l§tky, kter® nejsou toxick®, a stejnŊ jako samotn§ molekula, 
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nevyvol§vaj² imunitn² odpovŊŅ organismu. V kŢģi se poloļas rozpadu hyaluronanu 

pohybuje okolo 24 hod, v oku 24-36 hod, v chrupavce 1-3 tĨdny a ve sklivci aģ 70 dn² 

[29]. 

2.4 Vyuģit² HA(Na) 

Dle vĨġe uvedenĨch vlastnost², hyaluronan, vļetnŊ jeho moģnĨch deriv§tŢ, pŚedstavuje 

perspektivn² biomateri§l pro rŢzn® l®kaŚsk®, farmaceutick®, kosmetick® (derm§ln² vĨplnŊ) i 

potravin§Śsk® aplikace [22, 36]. Na obr. 2 je pŚehled moģnĨch aplikac² HA(Na). 

StejnŊ jako biologick® funkce, tak i vyuģit² hyaluronanu je silnŊ z§visl® na jeho molekulov® 

hmotnosti. (1) Vysokomolekul§rn² hyaluronan (Mw > 5Ŀ105 Da) je souļ§sti extracelul§rn² 

matrice, vykazuje antiangiogenn² (pŢsob² proti tvorbŊ krevn²ch kapil§r, kter® hraj² dŢleģitou 

roli pŚi tvorbŊ n§dorŢ) a imunosupresivn² ¼ļinky, (2) hyaluronan se stŚedn² molekulovou 

hmotnost² (Mw mezi 2Ŀ104 a 2Ŀ105 Da) se uplatŔuje pŚi ovulaci, embryogenezi a procesu 

hojen² ran, (3) HA(Na) s 15 ï 50 opakuj²c²mi se disacharidovĨmi jednotkami (Mw mezi 

6Ŀ103 a 2Ŀ104 Da) pŢsob² naopak z§nŊtlivŊ, angiogennŊ a imunostimulaļnŊ, (4) a hyaluronan 

s malou molekulovou hmotnost² (ὓύ od 400 do 4000 Da) vykazuje antiapoptotick® ¼ļinky 

(pŢsob² proti apopt·ze, tj. bunŊļn§ smrt) [31]. 

 

Obr. 2 Moģn® aplikace HA(Na) a jeho deriv§tŢ 

 

Jedno z mnoha vyuģit² HA(Na) je napŚ. pŚi l®ļbŊ osteoartr·zy (degenerativn² onemocnŊn² 

kloubŢ). PŚ²tomnost hyaluronanu v kloubech podporuje mechanick® spoje (mezi klouby a 
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kostmi) a lubrikaci kloubŢ. PŚi osteoartr·ze doch§z² ke sn²ģen² koncentrace a molekulov® 

hmotnosti HA(Na) v kloubu, coģ m§ za n§sledek sn²ģen² jejich lubrikace, kter® pŚisp²v§ 

k vyġġ²mu opotŚeben² kloubŢ. PŚi l®ļbŊ osteoartr·zy se hyaluronan (o rŢzn® Mw) vpravuje 

tzv. intra-artikul§rn² injekc², tj. vpraven²m injekce pŚ²mo do postiģen®ho kloubu [22]. Bylo 

dok§z§no, ģe aplikace hyaluronanu sniģuje opotŚeben² chrupavky, pŚisp²v§ ke zlepġen² 

viskoelastickĨch vlastnost² synovi§ln² tekutiny a k redukci jejich bolesti [32, 37]. 

Hyluronan lze d§le vyuģ²t v oļn²m l®kaŚstv², konkr®tnŊ v oļn² chirurgii, kde napom§h§ 

implantaci umŊl® nitrooļn² ļoļky [25, 27]. Jeho uplatnŊn² lze nal®zt i ve formŊ 

viskoelastick®ho gelu urychluj²c² hojen² a regeneraci poranŊn® tk§nŊ po operaļn²ch z§kroc²ch 

v obecn® chirurgii  [5, 25].  

2.5 Modifikace HA(Na) 

Vyuģit² samotn®ho polymern²ho ŚetŊzce hyaluronanu je pro rŢzn® aplikace znaļnŊ omezeno 

napŚ. jeho vĨbornou rozpustnost² ve vodŊ [5], slabĨmi mechanickĨmi vlastnostmi ļi rychlou 

degradac² (vliv  oxidace, enzymy) [6] a pro dosaģen² poģadovanĨch vlastnost², aniģ by doġlo 

ke zmŊnŊ jej² biokompatibility, je tŚeba jej chemicky modifikovat [5]. 

Z pohledu chemick® modifikace rozliġujeme dva z§kladn² typy ï konjugaci a s²Šov§n². 

V pŚ²padŊ konjugace doch§z² k nav§z§n² substituentu pŚ²mo na ŚetŊzec hyaluronanu 

jednoduchou vazbou. Zat²mco pŚi s²Šov§n² se rŢzn® ŚetŊzce polymeru HA(Na) poj² navz§jem 

dvŊma nebo v²ce vazbami (obr. 3) [38].  

VŊtġina chemickĨch modifikac² hyaluronanu se prov§d² ve vodn®m prostŚed². V pŚ²padech 

zvĨġen®ho rizika hydrolĨzy se vyuģ²vaj² organick§ rozpouġtŊdla jako je DMSO 

(dimethylsulfoxid) ļi DMF (dimethylformamid) [38].  
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Obr. 3 Rozd²ly mezi s²Šov§n²m a konjugac² polymeru [36] 

 

Z pohledu strukturn²ho uspoŚ§d§n² HA(Na), kter® je naznaļeno na obr. 4, je zŚejm®, ģe mezi 

funkļn² skupiny vhodn® k modifikaci hyaluronanu patŚ² prim§rnŊ skupina karboxylov§ a 

hydroxylov§. Sekund§rnŊ je moģn® prov®st i deacetylaci N-acetylu a z²skat tak funkļn² 

aminoskupinu nebo napŚ²klad tak® oxoskupinu selektivn² oxidac² C6ðOH. [39]. 

V n§sleduj²c²ch kapitol§ch je uveden pŚehled nejļastŊjġ²ho nav§z§n² moģnĨch substituentŢ 

na poģadovan® funkļn² skupiny.    

 

Obr. 4 Funkļn² skupiny vhodn® k modifikaci hyaluronanu [39]. 

2.5.1 Modifikace hydroxylov® skupiny 

K modifikaci hydroxylov® skupiny se nejļastŊji pŚistupuje pomoc² etherifikace, esterifikace 

nebo s²Šov§n² pomoc² divinylsulfonu (DVS) ļi bis-epoxidu [39, 40]. a tak® oxidac² 

jodistanem sodnĨm [41]. Mezi funkļn² skupiny, kter® mohou bĨt zavedeny na hydroxylov® 

zbytky, patŚ² napŚ. aldehydy, methakryl§ty, thioly nebo halogenacet§ty [40].  
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Etherifikace 

Etherifikac² lze souhrnnŊ nazvat reakci (za pŚ²tomnosti b§ze) mezi alkoholy a tzv. 

Ăalkylating agentñ, jako jsou napŚ²klad halidy (napŚ. chloridy, bromidy, iodidy) nebo m®nŊ 

pouģ²van® alkyl sulfon§ty [42]. K synt®ze etherovĨch deriv§tŢ hyaluronanu se ļasto 

vyuģ²vaj² bis-epoxidy, popŚ. epoxidy (pŚedevġ²m tedy 1,4-butandioldiglycidyl ether 

(BDDE), ethylenglykoldiglycidyl ether, epichlorohydrin atd.), kter® pŚi souļasn®m otev²r§n² 

epoxidov®ho kruhu reaguj² s hydroxylem HA(Na) za vzniku etherov® vazby (obr. 5a) [36, 

38, 43]. Dalġ² alternativou pŚ²pravy etherovĨch deriv§tu HA(Na) je vyuģit² napŚ. DVS (za 

pŚ²tomnosti b§ze) (obr. 5c) [36]. V kysel®m prostŚed² doch§z² k deprotonaci menġ²ho 

mnoģstv² hydroxylovĨch skupin (pŚebytek aniontov® karboxylov® skupiny), coģ vede ke 

vzniku esterov® vazby (obr. 5b).  

Hyaluronan modifikovanĨ pomoc² BDDE nebo DVS lze vyuģ²t pŚi intra-artikul§rn² terapii 

pŚi l®ļbŊ osteoartr·zy (degenerativn² onemocnŊn² kloubu) [13].  

Esterifikace  

Esterifikac², tedy reakc² alkoholov® funkļn² skupiny HA(Na) s tzv. Ăacylating agentñ jako 

[42] napŚ. s anhydridem kyseliny oktenyljantarov® (obr. 5d), nebo anhydridem kyseliny 

methakrylov® (obr. 5e), kter® prob²haj² za alkalickĨch podm²nek ve vodŊ [36].  

 

Obr. 5 Sch®ma reakc² s hydroxylovou skupinou na hyaluronanu ï a) reakce s BDDE 

v alkalick®m prostŚed², b) reakce BDDE v kysel®m prostŚed², c) reakce s DVS, d) reakce 

s anhydridem kyseliny oktenyljantarov®, e) reakce s anhydridem kyseliny methakrylov® 

[36] 
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NapŚ²klad hydrogel pŚipravenĨ sm²ch§n²m hyaluronanu modifikovan®ho anhydridem 

kyseliny methakrylov® (HA-MA) a hyaluronanu modifikovan®ho 3,3-

dithiobis(propionylhydrazid) (DTP) (HA-DTP) lze vyuģ²t pŚi povrchov®m hojen² ran [44].  

Oxidace jodistanem 

Oxidace jodistanem reprezentuje dalġ² z moģnĨch modifikac² hydroxylov® skupiny. Jako 

oxidaļn² ļinidlo se pouģ²v§ jodistan sodnĨ (NaIO4). Mechanismus oxidace jodistanem je 

zn§zornŊn na obr. 6. Principi§lnŊ se jedn§ o oxidaci vicin§ln²ch hydroxylovĨch skupin 

um²stŊnĨch na druh®m a tŚet²m uhl²ku za souļasn®ho rozġtŊpen² vazby mezi tŊmito uhl²ky. 

Na rozġtŊpenĨch uhl²c²ch vznikaj² aldehydick® vazby. Na aldehydick® skupiny se mohou 

v§zat sousedn² hydroxylov® skupiny polymern²ho ŚetŊzce, kter® nepodl®haj² oxidaci, za 

vzniku cyklickĨch polyacetalŢ [41]. 

InjektovatelnĨ s²ŠovanĨ hydrogel na b§zi oxidovan®ho HA(Na) a N,O-karboxymethyl 

chitosanem lze vyuģ²t pŚi sniģov§n² tvorby intraperitone§ln²ch adhez² po operac²ch [45].  

 

Obr. 6 Mechanismus oxidace HA(Na) jodistanem sodnĨm [41] 

2.5.2 Modifikace karboxylov® skupiny 

Karboxylovou funkļn² skupinu lze nejļastŊji modifikovat s vyuģit²m karbodiimidŢ, 

esterifikac² nebo amidac² [39]. Na aktivovanou (deprotonovanou) karboxylovou skupinu se 

mohou v§zat napŚ. hydrazidov®, thiolov® nebo aminov® funkļn² skupiny [40].  

Esterifikace  

MoģnĨm zpŢsobem modifikace karboxylov® skupiny je esterifikace, tedy vznik esterov® 

vazby, mezi kter® lze zaŚadit napŚ. pŚ²pravu esterŢ alkylac² pomoc² alkylhalogenidŢ nebo 
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tosyl§tu, d§le pŚ²pravu esterŢ za pouģit² deriv§tŢ diazomethanu nebo epoxidŢ [38]. Sch®ma 

esterifikac² za pouģit² vĨġe uvedenĨch l§tek je uvedeno na obr. 7.  

 

Obr. 7 Sch®ma esterifikac² hyaluronanu za pouģit² alkyhalogenidŢ, tosyl§tu, deriv§tu 

diazomethanu a epoxidu [38]  

Polymern² s²Š na b§zi algin§tu v§penat®ho a methylmethakryl§tem modifikovan®ho 

hyaluronanu studovali DôArrigo a kolektiv (2012). VĨsledky testŢ potvrdily jeho moģn® 

vyuģit² jako matrice pro dod§v§n² bioaktivn²ch l®kŢ [46].  

Amidace 

Reakce karboxylov® skupiny s aminoskupinou za pŚ²tomnosti karbodiimidŢ ve vodn®m 

prostŚed² je jednou z nejpouģ²vanŊjġ²ch metod modifikace polymern²ho ŚetŊzce HA(Na). 

NejbŊģnŊjġ²mi ļinidly jsou pr§vŊ karbodiimidy, pŚedevġ²m tedy 1-ethyl-3-(3-

dimethylaminopropyl) karbodiimid (EDC), d²ky jeho rozpustnosti ve vodŊ [38, 43]. 

VĨhodou pouģit² EDC je, ģe reakce mŢģe bĨt provedena ve vodŊ a bez pŚedchoz² ¼pravy 

hyaluronanu [38].  

Prvn²m krokem amidace dle autorŢ Nakajima a Ikada (1995) je jiģ zm²nŊn§ aktivace 

karboxylov® skupiny na ŚetŊzci HA(Na) za vzniku meziproduktu nazĨvan®ho O-acyl 

izomoļovina. Tato l§tka je vysoce reaktivn² a v pŚ²tomnosti vody se pŚeskupuje na stabiln² 

N-acylmoļovinu, jenģ blokuje jak®koli dalġ² reakce s aminem. Aktivace karboxylov® 

skupiny prob²h§ pomoc² EDC v prostŚed² kysel®ho pH (pH = 4,75). NevĨhoda amidace 

hyaluronanu prostŚednictv²m EDC spoļ²v§ v jeho vysok® citlivosti na zmŊny pH, a pŚ²padnĨ 

vznik stabiln²ho produktu (N-acylmoļoviny) [47]. Bulpitt a Aeschlimann (1999) zamezili 

vzniku stabiln² N-acylmoļoviny pŚ²davkem N-hydroxysuckcinimidu (NHS) nebo 1-
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hydroxybenzotriazolu (HOBt) kter® sniģuj² pravdŊpodobnost vĨskytu hydrolĨzy a 

pŚeskupen² meziproduktŢ. Posledn²m krokem amidace je vlastn² nukleofiln² reakce s 

aminovou skupinou, kter§ je zobrazena na obr. 8 [48].  

PŚes aminovou skupinu se na hyaluronan mŢģe v§zat napŚ. dihydrazid kyseliny adipov®. 

Kolektiv autorŢ Su, Chen a Lin (2010) navrhl tzv. injektovatelnĨ hydrogel na b§zi 

oxidovan®ho hyaluronanu a dihydrazidu kyseliny adipov®, kterĨ je kompatibiln² s buŔkami 

pulpozn²ho j§dra (NP) (centrum meziobratlov® plot®nky) a podporuje genovou expresi 

agrekanu (proteoglykan) a kolagenu, kter® pŚedstavuj² hlavn² sloģku extracelul§rn² matrice 

obklopuj²c² NP buŔky. TakovĨ hydrogel lze proto vyuģ²t jako bunŊļnĨ nosiļ pro buŔky NP 

pŚi l®ļbŊ degenerace pulpozn²ho j§dra [49].  

 

Obr. 8 Reakļn² mechanismus amidace s EDC [48] 

PŚi amidaci hyaluronanu vyuģ²vaj² autoŚi Schneider et al. (2007) m²sto vody 

dimethylsulfoxid (DMSO), kterĨ jednak zaruļuje zisk vyġġ²ho stupnŊ substituce (60ï80 %) 

hyaluronanu, ale z§roveŔ eliminuje hydrolĨzu EDC [48, 50]. 

Autor Dôeste a kol. (2014) aktivovali pŚi amidaci hyaluronanu karboxylovou skupinu 

pomoc² l§tky 4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-N-methylmorfolinium-chlorid 

(DMTMM), jehoģ vĨsledkem je HA-aktivovanĨ ester, na kterĨ se mohou pohodlnŊ v§zat 

aminovan® skupiny (obr. 9) [51].  
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 Za vĨhodu aktivace karboxylov® skupiny pomoc² DMTMM, na rozd²l od reakce 

s EDC/NHS, lze povaģovat eliminaci ¼pravy pH, jednoduġġ² synt®zu d²ky pouģit² menġ²ho 

mnoģstv² chemik§li², a s t²m souvisej²c² m®nŊ intenzivn² doļiġŠovac² proces produktu [51].  

 

Obr. 9 Sch®ma reakce HA(Na) s DMTMM  [51] 

JinĨm deriv§tem, kterĨ lze pŚipravit za pomoc² reduktivn² aminace, je deriv§t hyaluronanu 

nesouc² cystein, cysteamin ļi podobnou thiolovou slouļeninu. 

2.6 ThiolovanĨ HA(Na)  

Jako thiomery, tj. thiolovan® polymery, lze oznaļit hydrofiln² makromolekuly obsahuj²c² 

voln® thiolov® skupiny v polymern²m ŚetŊzci [52].  

Thiolov® funkļn² skupiny se bŊģnŊ vyskytuj² v biologickĨch syst®mech (napŚ. v podobŊ 

aminokyseliny cystein). Proto polymery s v§zanĨmi thioly dosahuj² vyġġ² chemoselektivity 

k biologickĨm sloģk§m a podnŊcuj² s²Šovac² reakce. Ve srovn§n² s aminovou skupinou, m§ 

thiolov§ funkļn² skupina 1000kr§t vyġġ² nukleofilitu (pŚi fyziologick®m pH), a t²m i vyġġ² 

chemoselektivitu [6].   

Polymery, kter® na sv®m polymern²m ŚetŊzci obsahuj² voln® thiolov® skupiny, dosahuj² vyġġ² 

mukoadheze (ve srovn§n² s polymery bez -SH skupiny). Ļ²m v²ce thiolovĨch skupin 

polymern² ŚetŊzec obsahuje, t²m vyġġ² m§ polymer kohezi a adhezi. Mukoadhezivn² 

polymery nejsou toxick®, nedoch§z² k jejich adsorpci v gastrointestin§ln²m traktu (tr§vic² 

soustava), zvyġuj² pŚilnavou dobu na sliznici a z§roveŔ ji nedr§ģd² [53].  
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2.6.1 Synt®za thilovan®ho HA(Na) 

Synt®zu thiolovan®ho hyaluronanu lze realizovat s ohledem na rŢzn§ thiolaļn² ļinidla. VĨļet 

nŊkterĨch metod je uveden n²ģe.  

Jednu z moģnost², jak pŚipravit thiolovanĨ hyaluronan, pŚedstavuje vyuģit² tzv. Trautova 

ļinidla, tedy cyklick® slouļeniny 2-iminothiolanu. Princip t®to modifikace spoļ²v§ v reakci 

ļinidla s aminovou skupinou hyaluronanu, jehoģ vĨsledkem je na polymern² ŚetŊzec v§zan§ 

sulfhydrylov§ funkļn² skupina (obr. 10) [54, 55]. 

 

Obr. 10 Reakce 2-iminothiolanu s biopolymerem [55]  

 

PŚesnŊji Śeļeno, biopolymer se rozpust² v pufru o pH = 7,4. N§slednŊ je k nŊmu pŚid§no 

Trautovo ļinidlo a EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctov§), jejichģ mnoģstv² se urļuje 

v z§vislosti na koncentraci biopolymeru [54, 55]. EDTA se pŚi modifikaci pouģ²v§ z dŢvodu 

prevence oxidace nav§zanĨch -SH skupin. Nezreagovan® zbytky reakļn²ch ļinidel se 

odfiltruj², pŚ²padnŊ odstran² bŊhem dialĨzy proti destilovan® vodŊ. Mnoģstv² nav§zanĨch 

sulfhydrylovĨch skupin se zjiġŠuje s vyuģit²m Ellmanovy metody [55]. 

Nav§zat -SH funkļn² skupinu na hyaluronan lze napŚ²klad s vyuģit²m L-cysteinu za vzniku 

amidov® vazby mezi prim§rn² aminoskupinou L-cysteinu a karboxylovou skupinou HA(Na) 

(obr. 11). Reakce je zprostŚedkov§na karbodiimidem a NHS [54, 56, 57]. 

 

Obr. 11 Synt®za thiolovan®ho HA(Na) L-cysteinem [56] 

Dalġ² ļinidlo, kter® lze pŚi synt®ze thiolovan®ho HA(Na) vyuģ²t je ethylensulfid. BŊhem 

nukleofiln² reakce n§slednŊ doch§z² jednak k otevŚen² kruhu ethylensulfidu, ale i k jeho 

nav§z§n² na hydroxylovou skupinu hyaluronanu (obr. 12) [7].  
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Obr. 12 Reakce ethylensulfidu s HA(Na) [7] 

V r§mci bakal§Śsk® pr§ce byla Śeġena synt®za thiolovan®ho hyaluronanu pomoc² 

cysteaminu (CSA). Karboxylov§ skupina byla aktivov§na pomoc² EDC a n§slednŊ 

stabilizov§na pomoc² NHS [14, 58]. Sch®ma synt®zy thiolovan®ho hyaluronanu je uvedena 

obr. 13. 

 

Obr. 13 Sch®ma synt®zy thiolovan®ho hyaluronanu cysteaminem [14] 

 

K zamezen² pŚedļasn®ho vzniku disulfidick® vazby mezi thiolovĨmi skupinami na 

polymern²ch ŚetŊzc²ch se kromŊ n²zk®ho pH vyuģ²v§ dithiothreitolu  (DTT). Redukc² 

disulfidick® vazby na polymern²m ŚetŊzci doch§z² ke vzniku volnĨch thiolovĨch skupin (obr. 

14), tedy thiolovan®ho polymeru, vyuģ²van®ho napŚ²klad k vĨvoji hydrogelŢ [7, 57, 59, 60].  
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Obr. 14: Redukce disulfidick® vazby pomoc² DTT za vzniku thiolovan®ho polymeru [59] 

2.6.2 Vlastnosti thiolovan®ho HA(Na) 

Ve srovn§n² s pŚ²rodn²m hyaluronanem m§ thiolovanĨ HA(Na) Śadu unik§tn²ch vlastnost², 

mezi kter® patŚ² napŚ. mukoadheze, koheze (popŚ. adheze), stabilita proti degradaci atd., pŚi 

souļasn®m zachov§n² sv® biokompatibility a biodegradability.  

Mukoadheze 

Mukoadhezi mŢģeme definovat jako pŚilnavost pŚ²rodn²ho (biologick®ho) nebo syntetick®ho 

materi§lu na vrstvu slizu, kterĨ pokrĨv§ slizniļn² epitel [61]. 

Polymery, kter® na sv®m ŚetŊzci obsahuj² voln® thiolov® skupiny, vykazuj² vyġġ² mukoadhezi 

(ve srovn§n² s polymery bez -SH skupiny). K t® doch§z² v dŢsledku vzniku kovalentn² 

disulfidick® vazby mezi (-SH) skupinami polymern²ho ŚetŊzce a subdomin§ln²ch mucinŢ 

bohatĨch na cystein pŚ²tomnĨch na sliznici. VŊtġina ostatn²ch mukoadhezivn²ch polymerŢ 

je v§zan§ vod²kovou vazbou nebo iontovĨmi interakcemi [62, 63].  

Koheze  

Na adhezi (neboli pŚilnavost) a kohezi (tedy soudrģnost) thiolovan®ho hyaluronu m§ velkĨ 

vliv jeho bobtnac² kapacita. Tu lze stanovit ze z§vislosti absorbovan®ho mnoģstv² vody na 

ļase. Dle vĨzkumu Laffleura, Wagnera a Barthelmes (2015), vykazuje cysteaminem 

modifikovanĨ hyaluronan, aģ 3,5kr§t vyġġ² bobtnac² kapacitu, neģ HA(Na) nemodifikovanĨ 

[64].  

Stabilita proti degradaci  

Proces thiolace m§ mimo jin® i z§sadn² vliv na mechanickou stabilitu polymeru, a to 

v dŢsledku disulfidick® vazby, kter§ vznik§ pŚi s²Šov§n² mezi thiolovĨmi skupinami. Ve 

srovn§n² s nemodifikovanĨm hyaluronanem, vykazuje thiolovanĨ hyaluronan aģ 1,5kr§t 

vŊtġ² mechanickou stabilitu [64].  

PŚ²rodn² hyaluronan podl®h§ degradaci pŚedevġ²m z dŢvodu pŢsoben² reaktivn²ch forem 

kysl²ku na polymer. Reaktivn² formy kysl²ku ġtŊp² ŚetŊzec HA(Na), coģ m§ za n§sledek 
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redukci molekulov® hmotnosti polymeru projevuj²c² se poklesem viskoelasticity tekutin, ve 

kterĨch je HA(Na) pŚ²tomnĨ. Serban, Yang a Prestwich (2008) ve sv® pr§ci pozorovali, ģe 

thiolovanĨ deriv§t HA(Na) sniģuje degradaci hyaluronanu zpŢsobenou volnĨmi radik§ly 

kysl²ku. ThiolovanĨ hyaluronan m§ schopnost zh§ġet (self-quench) voln® radik§ly, a t²m 

zabraŔovat ġtŊpen² ŚetŊzce HA(Na) [65].  

Viskoelasticita 

Jelikoģ m§ tuhost pŚipraven®ho hydrogelu podstatnĨ vliv na proliferaci a migraci bunŊk, je 

dŢleģit® neopomenout charakterizaci reologickĨch vlastnost² hydrogelŢ na b§zi 

modifikovan®ho hyaluronanu pro aplikace do tk§Ŕov®ho inģenĨrstv². Asim a kolektiv (2020) 

srovn§vali viskoelastick® vlastnosti pŚ²rodn²ho hyaluronanu a hyaluronanu modifikovan®ho 

thiolovĨmi skupinami. Dle jejich pozorov§n² je zŚejm®, ģe thiolovanĨ HA(Na) vykazuje 

mnohem vyġġ² modul pruģnosti (t®mŊŚ 20kr§t) neģ ļistĨ HA(Na), s t²m souvisej²c² 

mechanickou pevnost a tuhost modifikovan®ho polymeru. KromŊ toho vyġġ² modul 

pruģnosti tak® znaļ², ģe thiolovanĨ hyaluronan m§ schopnost ukl§dat deformaļn² energii 

elastickĨm zpŢsobem [66].   
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3 SĉşOVĆNĉ A PřĉPRAVA HYDROGELš 

Modifikac² polymern²ho ŚetŊzce hyaluronanu vznikaj² deriv§ty HA(Na), urļen® k pŚ²m® 

aplikaci, nebo k n§sledn®mu s²Šov§n² a pŚ²pravŊ hydrogelŢ ļi tk§ŔovĨch nosiļŢ tzv. 

scaffoldŢ.  

PŚi pouģit² HA(Na) napŚ. ve formŊ scaffoldu, je potŚeba upravit rychlost degradace scaffoldu 

tak, aby byla ekvivalentn² rychlosti tvorby nov® tk§nŊ. Toho lze doc²lit chemickĨm nebo 

fyzik§ln²m zes²Šov§n²m.[6].  

3.1 S²Šov§n² 

Jak uģ bylo naznaļeno v pŚedchoz² ļ§sti textu, mimo konjugace existuje i s²Šov§n², kter® 

spoļ²v§ ve spojov§n² polymern²ch ŚetŊzcŢ kovalentn² vazbou, jehoģ vĨsledkem jsou tzv. 3D 

struktury. Technologie s²Šov§n² se stala zaj²mavou oblast² tk§Ŕov®ho inģenĨrstv² pŚi vĨvoji 

scaffoldŢ. VĨsledkem s²Šov§n² je pevn§ s²Š polymern² matrice, kter§ zlepġuje biomechanick® 

vlastnosti syntetizovan®ho materi§lu. Vazba vznikaj²c² pŚi s²Šov§n² mŢģe bĨt fyzik§ln² nebo 

chemick§. Vz§jemn® spojov§n² funkļn²ch skupin ļ§st² polymern²ch ŚetŊzcŢ, za vzniku hust® 

polymern² s²tŊ, prob²h§ prostŚednictv²m kovalentn²ch (chemickĨch) nebo 

supramolekul§rn²ch interakc², tj. iontov® interakce, vod²kov® vazby atd. [67].  

S²Šov§n² hyaluronanu mŢģe prob²hat nŊkolika zpŢsoby. NejļastŊji se pŚi s²Šov§n² vyuģ²v§ 

tzv. s²Šovac² ļinidlo, po jehoģ pŚid§n² k polymern²mu roztoku, doch§z² ke spojov§n² 

jednotlivĨch ļ§sti polymern²ho ŚetŊzce do trojrozmŊrn® 3D s²tŊ. Dalġ² zpŢsob, jak pŚipravit 

s²ŠovanĨ hyaluronan, spoļ²v§ v modifikaci polymern²ho ŚetŊzce, jehoģ vĨsledkem 

je nav§z§n² potŚebnĨch funkļn²ch skupin na polymer, kter® n§slednŊ podl®haj² zes²tŊn² tzv. 

Ăself-crosslinkuñ [6].  

3.2 Hydrogely 

Hydrogely se definuj² jako trojrozmŊrnŊ s²Šovan® polymern² s²tŊ, kter® maj² schopnost 

absorbovat velk® mnoģstv² vody. 3D polymern² s²Š tvoŚ² polymern² ŚetŊzec a voda, jenģ 

vyplŔuje voln§ m²sta v makromolekule. TakovĨ hydrogel nen² ve vodŊ rozpustnĨ. Hydrogel 

nejļastŊji tvoŚ² hydrofiln² polymer, jehoģ ŚetŊzce se poj² pŚ²ļnĨmi kovalentn²mi nebo 

nekovalentn²mi mezimolekulovĨmi (napŚ. iontov® s²ly, hydrofobn² interakce ļi vod²kov® 

mŢstky) vazbami, za vzniku jiģ zmiŔovan® 3D polymern² s²tŊ. Dalġ² sloģkou takov®ho 

hydrogelu mŢģe bĨt s²Šovac² ļinidlo, kter® se chov§ jako inici§tor samotn®ho s²Šov§n². 
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PŚed vznikem hydrogelu mŢģe nastat f§ze, kdy doch§z² vlivem pronik§n² molekul 

rozpouġtŊdla do struktury polymeru k otev²r§n² polymern²ho ŚetŊzce, coģ lze oznaļit jako 

botn§n². PŚi lyofilizaci pŚipraven®ho hydrogelu se odpaŚ² molekuly rozpouġtŊdla, pŚiļemģ 

nedoch§z² k poruġen² polymern² s²tŊ. VĨslednĨ materi§l je lehkĨ a jeho porozita mŢģe 

dosahovat aģ 98 % (obr. 15) [68]. 

 

Obr. 15: PŚ²klad vysuġen®ho hydrogelu pomoc² lyofilizace (vlevo) a hydratovan® formy 

hydrogelu (vpravo) 

3.2.1 Klasifikace hydrogelŢ  

Hydrogely lze rozdŊlit dle nŊkolika rŢznĨch krit®ri², jejichģ z§kladn² pŚehled shrnuje obr. 16 

[69]. N²ģe uveden® dŊlen² hydrogelŢ tvoŚ² jen nepatrnou ļ§st, na kterou lze v literatuŚe 

narazit.  

 

Obr. 16 Klasifikace hydrogelŢ podle rŢznĨch krit®ri² [69]. 

 

Podle struktury  polymern² s²tŊ, lze hydrogely rozdŊlit na amorfn² [70], semi-krystalick® 

[71], supramolekuly [72], hydrokoloidn² agreg§ty a hydrogely s vod²kovĨmi vazbami [73]. 

Podle iontov®ho n§boje na polymern²m ŚetŊzci, rozliġujeme hydrogely aniontov® [74], 
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kationtov® [75], hydrogely s neutr§ln²m n§bojem [76] a amfolytick® hydrogely [77]. 

Aniontov® hydrogely jsou takov® hydrogely, kter® vznikaj² spojov§n²m polymern²ch ŚetŊzcŢ 

obsahuj²c²ch z§porn® ionty, zat²mco hydrogely kationtov® ionty kladn® [69] (obr. 17). 

Nopak hydrogel s nulovĨm n§bojem (neutr§ln² n§boj) mus² m²t ve sv®m ŚetŊzci vyrovnanĨ 

poļet kladnĨch a z§pornĨch iontŢ. AmfolytickĨ hydrogel zase obsahuje jak kationty, tak i 

anionty [78].  

 

Obr. 17 PŚ²klad (a) kationtov®ho a (b) aniontov®ho hydrogelu [69].  

 

Podle pŢvodu se hydrogely dŊl² na syntetick® a pŚ²rodn² [69, 78, 79]. Mezi pŚ²rodn² 

polymery, ze kterĨch se hydrogely daj² pŚipravit, patŚ² napŚ. celul·za, chitosan, dextran, [74]. 

Polyethylenglykol (PEG) naopak Śad²me mezi polymery syntetick® [75]. Hydrogely lze 

klasifikovat tak® na z§kladŊ jejich velikosti (obr. 18), tedy na tzv. makrogely (v²ce neģ 100 

ɛm), mikrogely (100 nmï100 ɛm) nebo nanogely (m®nŊ neģ 100 nm) [69, 80, 81]. 

 

Obr. 18 RozdŊlen² hydrogelŢ podle velikosti [81] 
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Na z§kladŊ pŚ²ļnĨch vazeb vyskytuj²c²ch se mezi polymern²mi ŚetŊzci, lze hydrogely 

rozdŊlit na zes²Šovan® fyzik§lnŊ, chemicky anebo jejich kombinaci [69, 78, 79]. 

3.3 PŚ²prava hydrogelŢ  

Hydrogely lze pŚipravit nŊkolika rŢznĨmi metodami. V bakal§Śsk® pr§ci jsou diskutov§ny 

pŚedevġ²m dva zpŢsoby jejich pŚ²pravy, a to fyzik§ln² a chemick® s²Šov§n². Metodou 

chemick®ho s²Šov§n² vznikaj² mezi rŢznĨmi polymern²mi ŚetŊzci kovalentn² vazby. Ve 

fyzik§lnŊ s²ŠovanĨch gelech jsou jednotliv® polymern² ŚetŊzce propojeny sekund§rn²mi 

vazbami, tj. obecnŊ slabĨmi s²lami, jako napŚ. iontov® interakce nebo van der Waalsovy s²ly 

[82].  

3.3.1 Fyzik§lnŊ s²Šovan® hydrogely 

Stabilita fyzik§lnŊ s²Šovan®ho hydrogelu, tedy fyzik§ln²ch s²t² (napŚ. zbotnalĨch gelŢ), kde 

uzlov® body s²tŊ jsou tvoŚeny fyzik§ln²mi interakcemi, pŢsob²c²mi mezi jednotlivĨmi 

polymern²mi ŚetŊzci. V posledn² dobŊ lze pozorovat rostouc² z§jem o fyzik§lnŊ zes²Šovan® 

hydrogely, kterĨ patrnŊ souvis² s jejich jednoduchou pŚ²pravou a minim§ln² toxicitou, 

protoģe pŚi pŚ²pravŊ fyzik§lnŊ s²ŠovanĨch hydrogelŢ vŊtġinou nen² potŚeba pouģ²vat toxick§ 

s²Šovac² ļinidla [82, 83]. Proces fyzik§ln²ho s²Šov§n² lze ovlivnit vlastnostmi prostŚed² (pH, 

teplota, iontov§ s²la) nebo i fyzik§lnŊ-chemickĨmi interakcemi (hydrofobn² interakce, 

vod²kov® vazby). NevĨhody fyzik§lnŊ s²ŠovanĨch materi§lŢ spoļ²vaj², pŚedevġ²m v jejich 

pŚechodn® vazbŊ, n²zk® mechanick® pevnosti (modul pruģnosti) a soudrģnosti, ļi slabġ² 

stabilitŊ v podm²nk§ch in vivo [84]. Existuje nŊkolik zpŢsobŢ pŚ²pravy fyzik§lnŊ 

zes²ŠovanĨch hydrogelŢ ï rozliġujme s²Šov§n² vod²kovĨmi vazbami [85, 86], 

elektrostatickĨmi silami [85, 87] a hydrofobn²mi interakcemi [88, 89].   

S²Šov§n² vod²kovĨmi vazbami 

S²Šov§n² hydrogelŢ pomoc² vod²kovĨch vazeb, lze vyuģ²t pŚi vĨrobŊ tzv. injektovatelnĨch 

hydrogelŢ. Mezi vz§jemnŊ biokompatibiln²mi polymern²mi ŚetŊzci, doch§z² ke vzniku 

vod²kov® vazby. PŚ²kladem takov®ho s²Šov§n² je s²Šov§n² hyaluronanu a methylcellul·zy, 

vz§jemnŊ spojenĨch vod²kovĨmi vazbami, kter® popisuje obr. 18. PŚi pŢsoben² relativnŊ 

slabĨch vod²kovĨch vazeb mezi polymery doch§z² k jejich ġtŊpen², kter® n§slednŊ usnadŔuje 

prŢchod hydrogelov® (polymern²) smŊsi jehlou pŚi vytlaļov§n². Po vytlaļen², polymern² 

smŊs zrelaxuje do sv® vĨchoz² gelov® struktury [90].    
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Obr. 19 Fyzik§ln² s²Šov§n² pomoc² vod²kov® vazby hyaluronanu a methylcelul·zy [84]. 

  

JinĨ pŚ²stup s²Šov§n² zvolil kolektiv autorŢ Bell a Peppas (1996). PodaŚilo se jim pŚipravit 

hydrogel na b§zi komplexu kyseliny metakrylov® a ethylenglykolu (tzv. poly-metakrylovĨ-

g-ethylenglykol). Vod²kov§ vazba, vytvoŚen§ mezi etherovou skupinou ethylenglykolu a 

karboxylovou skupinou metakrylov® kyseliny, je podm²nŊna deprotonac² karboxylov® 

kyseliny (z§vislost botn§n² komplexu na pH) [85].  

UrļitĨm omezen²m hydrogelŢ, s²ŠovanĨch pomoc² vod²kovĨch vazeb, mŢģe bĨt jejich 

rychl§ degradace ve vodn®m prostŚed² (Ś§dovŊ nŊkolik hodin), kter§ mŢģe pŚisp²vat k 

omezen² jejich pouģit² v oblasti tk§Ŕov®ho inģenĨrstv² (napŚ. kr§tkodob® uvolŔov§n² l®ļiva) 

[84].  

Elektrostatick® interakce (iontov® s²Šov§n²) 

Dalġ² variantu pŚ²pravy hydrogelŢ pŚedstavuje s²Šov§n² polymern²ch ŚetŊzcŢ na z§kladŊ 

pŢsoben² elektrostatickĨch interakc². Ty lze rozdŊlit na skupinu elektrostatickĨch sil 

pŢsob²c²ch mezi (a) polymern²m ŚetŊzcem a n²zkomolekul§rn² l§tkou (molekula, iont) nebo 

(b) mezi dvŊma opaļnŊ nabitĨmi polymern²mi ŚetŊzci, tzn. polymer-polymer. PŚ²kladem 

s²Šov§n² mezi polymern²m ŚetŊzcem a n²zkomolekul§rn² l§tkou mŢģe bĨt s²Šov§n² algin§tu 

sodn®ho s dvojmocnĨm iontem, (nejļastŊji v§penatĨ kationt (Ca2+) chloridu v§penat®ho). 

Kationt Ca2+ interaguje s karboxylovou skupinou algin§tu za vzniku hydrogelu (obr. 20) 

[87]. Naopak pŚ²kladem s²Šov§n² mezi dvŊma opaļnŊ nabitĨmi polymern²mi ŚetŊzci jsou 

peptidy (amfifiln² molekuly). Na jejich ŚetŊzci se stŚ²daj² kladnŊ a z§pornŊ nabit® ļ§sti a 

samovolnŊ tak vytv§Ś² prostorovou s²Š ï hydrogel. Tyto hydrogely lze pouģ²t napŚ. jako 

matrice pro pŚenos l®ku nebo jako zahuġŠovadla v kosmetice [91]. NapŚ²klad Zang et al. 

(2018) pŚipravili elektrostatickou interakc² hydrogel na b§zi chitosanu, heparinu a kyseliny 



UTB ve Zl²nŊ, Fakulta technologick§ 40 

 

(ɔ-glutamov®), kterĨ podporuje l®ļbu chronick® diabetick® r§ny (napŚ. diabetickĨ vŚed na 

noze) [92].  

 

Obr. 20 Mechanismus pŚ²pravy hydrogelu na b§zi algin§tu a Ca2+ [93] 

Hydrofobn² interakce  

Nem®nŊ vĨznamnou skupiny hydrogelŢ pŚedstavuj² hydrogely s²Šovan® hydrofobn²mi 

interakcemi. Princip hydrofobn²ho s²Šov§n² prob²h§ na z§kladŊ pŢsoben² interakc² mezi 

hydrofobn² a hydrofiln² ļ§st² amfifiln²ho polymeru. Vlivem rostouc² teploty doch§z² k 

agregaci hydrofobn²ch ļ§sti, d²ky kter® kles§ mnoģstv² hydrofiln²ch ļ§st², jehoģ vĨsledkem 

je vytvoŚen² tzv. hydrofobn²ho bloku [93]. AutoŚi Toncaboylu et al. (2012) zkoumali 

struktur§ln² parametry tzv. Ăself-healingñ hydrogelŢ, pŚipravenĨch na z§kladŊ pŢsoben² 

hydrofobn²ch interakc² dodecylsulf§tu sodn®ho (SDS) s akrylamidy ve vodn®m prostŚed². 

Samotn§ synt®za prob²hala micel§rn² kopolymerac² akrylamidŢ s n-alkyl(metha)akryl§ty 

(hydrofobn² l§tka s alkylovĨm ŚetŊzcem o 12-22 uhl²c²ch). VĨsledkem jejich pr§ce bylo 

zjiġtŊn², ģe pŚ²tomnost hydrofobn² l§tky v hydrogelu zvyġuje ¼ļinnost tzv. self-healing 

procesu, tedy po jeho poġkozen² (rozbit²), se hydrogel vlivem pŢsoben² hydrofobn²ch 

interakc² sn§ze poj² dohromady [88]. 

3.3.2 Chemicky s²Šovan® hydrogely  

V chemicky s²ŠovanĨch hydrogelech jsou polymern² ŚetŊzce s²Šov§ny kovalentn²mi 

vazbami, kter® vznikaj² buŅ chemickĨmi reakcemi komplement§rn²ch funkļn²ch skupin 

(napŚ. polymery nebo mezi polymery a s²Šovac²mi ļinidly), radik§lovou polymerac² (napŚ. 
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vinylov® monomery v pŚ²tomnosti s²Šovac²ch ļinidel), ļi kopolymerizac² monomeru a 

pŚidan®ho s²Šovadla v roztoku atd. Jak uģ bylo naznaļeno, pŚi chemick®m s²Šov§n² doch§z² 

mezi jednotlivĨmi polymern²mi ŚetŊzci ke vzniku kovalentn² vazby [94]. Pr§vŊ d²ky 

chemick® vazbŊ, maj² vĨsledn® hydrogely, ve srovn§n² s hydrogely fyzik§lnŊ s²ŠovanĨmi, 

lepġ² mechanickou, chemickou a teplotn² stabilitu [95, 96]. Na druhou stranu s²Šov§n² 

polymerŢ s vyuģit²m chemickĨch s²Šovadel mŢģe zvĨġit jejich toxicitu, a zamezit tak jejich 

pouģit² napŚ. v medic²nskĨch aplikac²ch [97].  

S²Šov§n² radiac² 

Dalġ² moģnost² chemick®ho s²Šov§n² je tzv. radiaļn² s²Šov§n². S²Šovac² reakce prob²h§ na 

z§kladŊ pŢsoben² vysokoenergetick®ho z§Śen² (napŚ. elektronovĨ paprsek, gama z§Śen², 

rentgenov® z§Śen²) [98] bez pouģit² s²Šovac²ho ļinidla, jehoģ vĨsledkem jsou voln® radik§ly. 

Radiaļn² s²Šov§n² lze mimo jin® vyuģ²t i pŚi polymeraci nenasycenĨch slouļenin [99].  

PŚ²pravu superabsorpļn²ch hydrogelŢ na b§zi Tara gumy a kyseliny akrylov®, pomoc² 

vysokoenergetick®ho gama z§Śen², zkoumali autoŚi Alla, Sen a el-Naggar (2012). PŚipraven® 

hydrogely byly navrģeny pro aplikaci do dŊtskĨch plen [100]. Hydrogely na b§zi ģelatiny 

vyztuģen® nanokrystaly celul·zy, s²Šovan® radiaļn²m z§Śen²m, Śeġil tĨm autorŢ Wan Ishak 

a kolektiv (2021). Jejich in vitro studie prok§zaly, ģe tento typ hydrogelŢ, lze pouģ²t pŚi 

Ś²zen®m pod§v§n² l®ļiv [101].  

S²Šov§n² pomoc² enzymŢ  

KromŊ radiaļn²ho s²Šov§n², lze hydrogely pŚipravit pomoc² enzymŢ, funguj²c²ch jako tzv. 

katalyz§tory iniciuj²c² tvorbu kovalentn²ch vazeb mezi molekulami proteinŢ [102]. S²Šov§n² 

pomoc² enzymŢ se jev² jako strategicky vĨhodn®, protoģe samotn® enzymy jsou tŊlu vlastn² 

a katalyzuj² Śadu jeho reakc². Mezi takov® enzymy patŚ² napŚ. trans-glutaminy (thiolov® 

enzymy), kter® zpŢsobuj² tvorbu fibrinovĨch sraģenin a zrohovatŊl® pokoģky pŚi hojen² ran, 

nebo tyrozin§zy (enzymy obsahuj²c² mŊŅ), kter® se pod²l² na tvorbŊ melaninu, ļi tuhnut² 

kutikuly u hmyzu [103].  

Enzymy katalyzovan® proteinov® s²tŊ byly zkoum§ny v rŢznĨch aplikac²ch. NapŚ²klad pŚi 

¼pravŊ textury potravin§ŚskĨch produktŢ, pŚi Śeġen² biomimetickĨch tk§ŔovĨch scaffoldŢ 

nebo ke zpevnŊn² vl§ken na b§zi proteinŢ pro textiln² prŢmysl [102].  
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S²Šov§n² komplement§rn²mi skupinami chemick® reakce 

Jak jiģ bylo Śeļeno, v dŢsledku chemick®ho s²Šov§n² mezi jednotlivĨmi funkļn²mi 

skupinami (tzv. komplement§rn²mi skupinami) polymern²ho ŚetŊzce, vznikaj² kovalentn² 

vazby. NejļastŊji je lze pŚipravit napŚ. Michaelovou adic², formac² Schiffovy b§ze (vznik 

skupin aldehydŢ a prim§rn²ch aminŢ, mezi kterĨmi vznik§ kovalentn² vazba) voda, ļi 

fotopolymerac² thiolu a term§ln²ch alkenŢ atd. [104].  

Formac² Shiffovy b§ze byly pŚipraveny injektovateln® hydrogely na b§zi karbodihydrazidem 

modifikovan® ģelatiny a aldehydy modifikovan® kyseliny hyaluronov®. Tyto hydrogely 

podl®haly degradaci daleko m®nŊ neģ hydrogely na b§zi nativn² ģelatiny a kyseliny 

hyaluronov®. D²ky pomalejġ² degradaci, je lze uplatnit pŚi procesu angiogeneze a tak® jako 

scaffoldy pro tk§Ŕov® inģenĨrstv² [105].  

3.3.3 PŚ²prava hydrogelŢ pomoc² thiolovan®ho HA(Na)  

Jak uģ bylo naznaļeno v pŚedchoz²ch ļ§stech pr§ce, thiolovanĨ hyaluronan lze pŚipravit 

rŢznĨmi zpŢsoby. NejļastŊji se jedn§ o nukleofiln² (vĨmŊna thiol-disulfid [106], Michaelova 

adice [107]) nebo radik§lovou (thiol-ene adice [106], oxidace [14]) reakci.  

VĨmŊna thiol-disulfid 

PŚi thiol-disulfidov® vĨmŊnŊ doch§z² k nukleofiln²mu ataku disulfidick® vazby thiol§tovĨmi 

anionty. V pŚ²padŊ, ģe disulfidick§ vazba bude symetrick§, vĨsledn§ vazba vznikne bez 

jak®koli preference (obr. 21). Ovġem v pŚ²padŊ, ģe c²lem nukleofiln²ho ataku bude vazba 

asymetrick§, bude upŚednostŔov§n vznik stabilnŊjġ²ch, a pro thiomery vĨhodnŊjġ²ch, vazeb 

[106].  

 

Obr. 21 PŚ²klad nukleofiln²ho ataku symetrick® disulfidick® vazby [6]. 

Michaelova adice 

Michaelova adice je nukleofiln² reakce, pŚi kter® se za pŚ²tomnosti mal®ho mnoģstv² 

katalyz§toru (nejļastŊji b§ze), thiolov® skupiny aduj² na alkeny. Z prŢbŊhu Michaelovy 

adice, zn§zornŊn® na obr. 22 je vidŊt, ģe pŚ²tomnost b§ze katalyzuje thiol§tovĨ aniont, kterĨ 

pŢsob² jako tzv. nukleofil a atakuje dvojnou vazbu alkenu, za vzniku aniontov®ho 
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meziproduktu (karbaniontu). V dalġ²m kroku reakce pŚij²m§ karbaniont od thiolovan®ho 

reaktantu proton, jehoģ vĨsledkem je vytvoŚen² tzv. thiol-Michaelova adiļn²ho produktu 

[107].  

 

Obr. 22 Princip Michaelovy adice [107]. 

 

Thiol-ene adice 

Thiol-ene adici mŢģeme popsat jako reakci mezi thiolovou skupinou a alkenem, za vzniku 

alkylsulfidov® vazby, zprostŚedkovan® volnĨmi radik§ly [108, 109]. Thiol-ene adic² 

hyaluronanu, prob²haj²c² v pŚ²tomnosti riboflavinfosf§tu (RFP) jako fotoinici§toru, se ve sv® 

pr§ci zabĨval tĨm autorŢ Lee, Fernandez a Myung (2018). VĨsledkem jejich pr§ce byl 

hydrogel na b§zi HA(Na) s²ŠovanĨ viditelnĨm modrĨm svŊtlem (obr. 23). PŚi thiol-ene 

reakci methakrylovan®ho a thiolovan®ho hydrogelu, indukovan® modrĨm svŊtlem, doġlo 

k vytvoŚen² zm²nŊn® alkylsulfonov® vazby [108].  

 

Obr. 23 PrŢbŊh thiol-ene adice hyaluronanu [108]. 
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Oxidace 

PŚi oxidaci thiomerŢ doch§z² ke vzniku disulfidov® vazby. Mechanismus s²Šov§n² 

vych§zej²c² z oxidace, pŚipom²n§ s²Šov§n² proteinŢ. PŚ²kladem takov®ho s²Šov§n² mohou bĨt 

tzv. glykoproteiny (vyskytuj²c² se na povrchu slizniļn²ch epitelŢ), kter® spolu s cysteinem 

vytv§Ś² stabiln² hydrogely. ObdobnŊ je tomu i u vlasovĨch keratinŢ, kter® s²Šuj² skrze 

disulfidovou vazbu [110]. 

NejbŊģnŊjġ²m oxidaļn²m ļinidlem, pouģ²vanĨm pŚi oxidaci thiolovĨch skupin, je kysl²k, jak 

ve formŊ vzduġn®ho kysl²ku nebo pŚidan®ho oxidaļn²ho ļinidla (napŚ. H2O2). Touto 

problematikou se zabĨvali i Kafedjiiski et al. (2007), Bian et al. (2016) a Cao et al. (2019), 

kteŚ² ve sv® pr§ci popsali pŚ²pravu samo-s²Šuj²c²ho thiolovan®ho hydrogelu na b§zi HA(Na), 

jehoģ reakļn² sch®ma popisuje obr. 24 [7, 9, 14].  

 

Obr. 24 Mechanismus s²Šov§n² thiolovan®ho hyaluronanu pomoc² vzduġn®ho kysl²ku [10]. 

3.4 Vyuģit² hydrogelŢ  

ObecnŊ hydrogely naġly uplatnŊn² v mnoha aplikaļn²ch oblastech jako je zemŊdŊlstv² [111], 

potravin§Śstv² [112], biomedic²nsk® aplikace [113], tk§Ŕov® inģenĨrstv² [114], syst®m 

pod§v§n² l®kŢ [115] atd.  

3.4.1 Vyuģit² hydrogelŢ na b§zi thiolovan®ho hyaluronanu  

Jednou z oblast², ve kter® hydrogely na b§zi thiolovan®ho hylaluronanu (HA-SH hydrogely) 

naġly sv® vyuģit², je oftalmologie. Oftalmologick§ terapeutika kladou na pouģ²van® 

hydrogely speci§ln² poģadavky, kter® ne vģdy vġechny hydrogely spln². Mezi tyto poģadavky 
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patŚ² napŚ²klad rychlost gelace in situ, cytokompatibilita a biokompatibilita. Uk§zalo se, ģe 

pr§vŊ hydrogely na b§zi thiolovan®ho hyaluronanu, jsou pro takov® pouģit² vhodn®, a to 

pŚedevġ²m d²ky kratġ² dobŊ gelace, kter§ ovlivŔuje pokles (pŚ²padnŊ ¼plnou ztr§tu) l®ļiva 

na povrchu oka [116]. 

HA-SH hydrogely lze vyuģ²t napŚ. v podobŊ injekļn² implantace pŚi hojen² poġkozenĨch 

kloubn²ch chrupavek. Studie zaloģen® na implantaci tŊchto hydrogelŢ (kombinace gelu a 

matrice) in vivo na laboratorn²ch zv²Śatech, prok§zaly jejich ¼ļinnost pŚi regeneraci kloubn² 

chrupavky [117]. Aplikaļn²mi moģnostmi injekļn² podoby thiolovan®ho hyaluronanu se 

zabĨvali tak® autoŚi Cao et al. (2019). PŚi pŚ²pravŊ hydrogelu vyuģili metodu s²Šov§n² 

pomoc² thiol-enov® reakce (Michaelovy adice) mezi thiolovĨmi a akryl§tovĨmi skupinami, 

kombinovanou s tvorbou disulfidov® vazby mezi volnĨmi thiolovĨmi skupinami 

v pŚ²tomnosti vzduġn®ho kysl²ku. VĨsledky testŢ provedenĨch v podm²nk§ch in vitro a in 

vivo, potvrdily, ģe pŚipravenĨ hydrogel lze vyuģ²t jako antiadhezivn² pooperaļn² materi§l 

v chirurgii , bionertn² tk§Ŕov® plnivo nebo cytoprotektivn² ļinidlo [9].  

AutoŚi Choh, Cross a Wang (2011) potvrdili, ģe hydrogel pŚipravenĨ na b§zi thiolovan®ho 

hyaluronanu (vyuģit² thiol-disulfid vĨmŊnn® reakce pomoc² polyethylenglykoldithiolem 

(PEG)), lze rovnŊģ pouģ²t pŚi enkapsulaci bunŊk (nŊkolika typŢ) a pŚenosu l®ļiva [118].  
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4  METODY CHARAKTERIZACE HYALURONANU 

Z§kladn²m pŚedpokladem pro spr§vnou charakterizaci modifikovan®ho polymeru je vhodn® 

zvolen² metody charakterizace. Mezi nejpouģ²vanŊjġ² techniky pro potvrzen² modifikace 

patŚ² nukle§rn² magnetick§ rezonance a infraļerven§ spektroskopie.  

Z§kladem spektrofotometrie je elektromagnetick® z§Śen² (obr. 25), kter® ļ§stice hmoty 

emituj² (molekuly, atomy) nebo s n²m interaguj² [119]. K pŚenosu energie 

elektromagnetick®ho z§Śen² doch§z² prostŚednictv²m fotonŢ [119]. 

 

Obr. 25 Elektromagnetick® spektrum a jeho rozdŊlen² [120] 

 

K interakci ļ§stice s elektromagnetickĨm z§Śen²m mŢģe doj²t pouze pŚi zcela specifickĨch, 

a pro danou ļ§stici charakteristickĨch, hodnot§ch frekvence, popŚ²padŊ energi². VĨsledkem 

t®to interakce je spektrum ļ§stice vzorku, vyj§dŚen® jako z§vislost intenzity mŊŚen® veliļiny 

na vlnov® d®lce (popŚ. vlnoļtu) z§Śen² [119]. Z²skan® spektrum lze vyuģ²t pŚi analĨze a 

n§sledn® identifikaci l§tky (struktura a koncentrace l§tky). Na z§kladŊ pozorovan® interakce 

ļ§stice se z§Śen²m, mŢģeme spektrofotometrick® metody rozdŊlit do dvou skupin.  

Prvn² skupinu metod charakterizuj² interakce, pŚi kterĨch nedoch§z² (pŚi prŢchodu z§Śen² 

vzorkem) k vĨmŊnŊ energie, ale pouze ke zmŊnŊ nŊkterĨch parametrŢ napŚ. smŊr a rychlost 

z§Śen² (metody mŊŚen² indexu lomu, tj. refraktometrie a interferometrie), st§ļen² roviny 

polarizovan®ho z§Śen² (polarimetrie) ļi difrakce z§Śen² (rentgenov§ difraktometrie) [120].  

Druhou skupinu metod lze naopak charakterizovat interakcemi, pŚi kterĨch doch§z² (pŚi 

prŢchodu z§Śen² vzorkem) k vĨmŊnŊ energie. Podstatou tŊchto interakc² je schopnost atomu 
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mŊnit svŢj energetickĨ stav, pŚijet²m nebo vyz§Śen²m energie ve formŊ fotonŢ. V r§mci t®to 

skupiny lze spektrofotometrick® metody d§le rozdŊlit:  

a) pokud l§tka absorbuje nebo emituje z§Śen² (absorpļn² nebo emisn² 

spektrofotometrie), 

b) pokud pŚi absorpci nebo emisi z§Śen² doch§z² k vĨmŊnŊ energie atomŢ nebo celĨch 

molekul (atomov§ nebo molekulov§ spektrofotometrie), 

c) nebo podle zkouman® oblasti vlnovĨch d®lek elektromagnetick®ho z§Śen² 

(rentgenov§, ultrafialov§, viditeln§ a infraļerven§ spektrometrie) [120].  

4.1 Infraļerven§ spektroskopie s Fourierovou transformac² (FTIR ) 

Infraļervenou spektroskopii lze definovat jako nedestruktivn² analytickou metodu, kter§ 

mŊŚ² a vyhodnocuje absorpļn² spektra molekul o vlnovĨch d®lk§ch v rozsahu 700 nm ï 100 

ɛm (tj. vlnoļet 14 000 ï 10 cm-1), kter® se nazĨv§ spektrum infraļerven® oblasti [120].  

Infraļerven® spektrum bylo objeveno sirem William Herschelem v roce 1800, kdyģ zkoumal 

energetick® hladiny spojen® s vlnovĨmi d®lkami viditeln®ho svŊtla. PŚi studiu teplot ve 

viditeln®m spektru totiģ pŚedpokl§dal, ģe pŚi mŊŚen² teploty lehce pod ļervenou oblast² 

spektra, jiģ nedoch§z² k jej²mu n§rŢstu. N§slednŊ bylo zjiġtŊno, ģe k n§rŢstu teploty v oblasti 

s kratġ²mi vlnovĨmi d®lkami, i pŚesto doch§z². Paprsky, nach§zej²c² se pod ļervenĨmi 

paprsky, nazval tzv. ĂnebarevnĨmi, neviditelnĨmi paprskyñ, kter® byly pozdŊji 

pŚejmenov§ny na infraļerven® [121].  

Infraļerven§ (IR - infrared) oblast m§ ve srovn§n² s oblast² viditeln®ho svŊtla, menġ² energii 

a delġ² vlnovou d®lku, zat²mco pŚi srovn§n² s oblast² mikrovln, m§ energii vyġġ² a vlnou 

d®lku kratġ² [122]. Oblast infraļerven®ho spektra tvoŚ² tŚi uģġ² oblasti: oblast bl²zk§ (NIR) 

s rozsahem vlnoļtŢ 14 000 ï 4000 cm-1, stŚedn² (MIR) o vlnoļtech 4000 ï 400 cm-1 a 

vzd§len§ (FIR) v oblasti 400 ï 10 cm-1 [121-123]. 

Princip  

Princip metody je zaloģen na prostupu elektromagnetick®ho z§Śen² hmotou a jejich vz§jemn® 

interakci. Z§Śen² interaguje s polaritou chemick® vazby molekul. Pokud molekula nem§ 

polaritu, tj. dip·lovĨ moment, je v infraļerven®m spektru inaktivn² [121, 122]. To znamen§, 

ģe aby mohlo doj²t k urļen² funkļn²ch skupin, mus² bĨt molekula aktivn² v IR oblasti spektra. 

Infraļerven® z§Śen² nemohou pohlcovat samotn® atomy, protoģe neobsahuj² chemickou 

vazbu, ani symetrick® molekuly, kter® maj² nulovĨ dip·lovĨ moment [122].  
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Chemick® vazby vibruj² na charakteristickĨch frekvenc²ch, coģ znamen§, ģe kaģd§ molekula 

v z§kladn²m stavu vykazuje energii (frekvenci, vlnoļet vibrace). Po dopadu IR z§Śen² na 

povrch vzorku, absorbuje molekula z§Śen² o stejn® energii (frekvenci), kter® odpov²d§ 

vibraci dan® funkļn² skupiny (pŚi splnŊn² podm²nky zmŊny dip·lov®ho momentu) [123]. 

Frekvence z§Śen² absorbovan® vzorkem mus² odpov²dat frekvenci vibrace dan® molekuly 

[120]. VĨsledkem je IR spektrum zkouman® l§tky s charakteristickĨmi absorpļn²mi 

oblastmi, kter® odpov²daj² frekvenļn²m vibrac²m chemick® vazby. TŊmto charakteristickĨm 

oblastem se Ś²k§ Ăotisk prstuñ, kterĨ je pro kaģdou funkļn² skupinu jedineļnĨ, a proto ģ§dn® 

dvŊ molekuly (odliġn® struktury) nemohou m²t stejn® IR spektrum [122, 123]. 

Poļet vibrac² molekuly lze definovat poļtem vibraļn²ch stupŔŢ volnosti. Molekula s poļtem 

N atomŢ v 3D prostoru m§ 3N stupŔŢ volnosti a mŢģe vykon§vat tŚi translaļn² pohyby (ve 

smŊru tŚ² os). TŚi rotaļn² pohyby jsou urļeny pro rotaci neline§rn² molekuly a dva pro 

line§rn² molekuly. Poļet vibrac² je n§slednŊ urļen jako rozd²l celkov®ho poļtu pohybŢ 

molekuly a poļet translaļn²ch rotaļn²ch pohybŢ. Pro neline§rn² struktury plat² 3N-6 a pro 

line§rn² struktury 3N-5 vibrac² [120, 121].  

Instrumentace  

Rozezn§v§me dva typy IR spektrometrŢ: disperzn² infraļervenĨ spektrometr a infraļervenĨ 

spektrometr s Fourierovou transformac² (FTIR) [120, 121].  

Princip disperzn²ho spektrometru je zaloģen na rozkladu svŊtla dopadaj²c²ho na 

monochrom§tor (mŚ²ģkovĨ monochrom§tor). Oproti FTIR obsahuje v²ce zrcadel, difrakļn² 

mŚ²ģku a ġtŊrbinu, na kter® doch§z² k vŊtġ²m ztr§t§m energie proch§zej²c²ho svŊtla. 

InfraļervenĨ spektrometr pracuje na principu [120] Fourierovy transformace, jehoģ z§kladn² 

souļ§st je MichelsonŢv spektrometr, z²skanĨ sign§l pŚevede matematickou operac², tj. 

Fourierovou transformac², na infraļerven® spektrum. FTIR spektrometru m§ Śadu vĨhod, 

napŚ. rychlejġ² mŊŚen² spekter, vyġġ² citlivost pŚi mŊŚen², vyġġ² pomŊr sign§lu k ġumu (to 

vede ke kvalitnŊjġ²mu a detailnŊjġ²mu spektru), ļi moģnost mŊŚen² vġech frekvenc² najednou 

[120].  

Mezi hlavn² komponenty FTIR patŚ²: zdroj IR z§Śen², interferometr, detektor, zesilovaļ 

sign§lu a poļ²taļ [122]. Z§sadn² souļ§st² pŚ²stroje je tzv. MichelsonŢv interferometr (obr. 

26), kterĨ je sloģen z dŊliļe paprskŢ, statick®ho a pohybliv®ho zrcadla [121-123].  

Ze IR zdroje vych§z² z§Śen² dopadaj²c² na polopropustnĨ dŊliļ paprskŢ, na kter®m doch§z² 

k rozdŊlen² paprskŢ. Jednu ļ§st paprsku dŊliļ propust² smŊrem k pohybliv®mu zrcadlu, 
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zat²mco je druh§ ļ§st odraģena do statick®ho zrcadla. N§slednŊ doch§z² k odrazu paprskŢ od 

obou zrcadel a n§vratu zpŊt do dŊliļe paprskŢ. Dle polohy pohybliv®ho zrcadla, jsou na 

dŊliļi paprsky sļ²t§ny nebo ruġeny, doch§z² k interferenci, d²ky kter® se jeden paprsek 

dost§v§ z interferometru a proch§z² vzorkem. Naopak paprsek, kterĨ nebyl absorbov§n, 

dopad§ na detektor [120, 122], jeho sign§l je zes²len a pŚeveden na digit§ln² sign§l. 

VĨsledkem mŊŚen² je tzv. interferogram, tj. z§vislost napŊt² na detektoru na pozici 

pohybliv®ho zrcadla. Interferogram je n§slednŊ pŚeveden pomoc² Fourierovi transformace 

na tzv. Ăsingle beamñ spektrum, vyjadŚuj²c² z§vislost intenzity z§Śen² na vlnoļtu (cm-1). 

Term²n Ăsingle beamñ byl odvozen ze skuteļnosti, ģe FTIR vyuģ²v§ pouze 

jednopaprskov®ho z§Śen² [122].  

PŚed samotnou analĨzou vzorku je dŢleģit® zmŊŚit spektrum pozad², d²ky kter®mu je 

normalizov§no spektrum mŊŚen®ho vzorku [122].  

 

Obr. 26 a) FTIR spektrometr, b) sch®ma Michelsonova interferometru 

Aplikace  

Infraļervenou spektroskopii lze vyuģ²t v r§mci chemickĨch analĨz nebo i v prŢmyslu pro 

stanoven² a charakterizaci molekul. Jelikoģ se jedn§ o nedestruktivn² metodu, poskytuje 

moģnost zkoumat sloģit® sekund§rn² struktury komplikovanĨch molekul, jako jsou napŚ. 

proteiny nebo DNA [121].  

4.2 Nukle§rn² magnetick§ rezonance NMR 

Nukle§rn² magnetickou rezonanļn² spektroskopie (NMR) lze definovat jako nedestruktivn² 

analytickou metodu, kterou lze vyuģ²t pŚi analĨze (kvantitativn² i kvalitativn²) struktury dan® 

l§tky, na z§kladŊ absorpce radiofrekvenļn²ho z§Śen² vzorkem um²stŊn®m v siln® 

magnetick®m poli [124, 125]. D²ky tomu doch§z² k zobrazen² atomŢ a molekul v roztoku i 

v pevn®m stavu. NMR metodu n²zkomolekul§rn²ch l§tek lze vyuģ²t i k popisu sloģitŊjġ²ch 

a)  b)  
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struktur, jako jsou sekund§rn² a terci§rn² struktury biopolymerŢ, proteiny, DNA, RNA atd. 

[126].  

Princip 

Jak napov²d§ n§zev metody, jej² princip spoļ²v§ ve studiu interakce atomov®ho j§dra s 

magnetickĨm polem [125]. ZjednoduġenŊ lze Ś²ct, ģe atomov® j§dro se skl§d§ z nukleonŢ, tj. 

z kladnŊ nabitĨch protonŢ a nenabitĨch neutronŢ, pŚiļemģ obŊ element§rn² ļ§sti maj² tzv. 

spinov® kvantov® ļ²slo (spin). Spin ud§v§ smŊr rotaļn²ho pohybu t®to ļ§stice (vlastn² 

moment hybnosti). Souļet spinŢ vġech ļ§stic, kter® se nach§z² v j§dŚe atomu, lze oznaļit za 

jadernĨ spin. D²ky tomu lze urļit, jestli bude zvolenĨ atom ļi molekula vhodn§ k analĨze 

pomoc² NMR metody. ObecnŊ jsou nejl®pe mŊŚiteln® atomy se spinem rovnĨm 1/2, napŚ. 

1H, 13C, 19F atd. [126].  

Spiny element§rn²ch ļ§stic maj² v rovnov§ģn®m stavu n§hodn® uspoŚ§d§n² a jejich energie 

se sobŊ rovnaj². Pokud na atomy zaļne pŢsobit magnetick® pole, dojde k rozġtŊpen² 

z§kladn²ho energetick®ho stavu j§dra na dvŊ diskr®tn² hladiny (obr. 27). Na jedn® hladinŊ 

budou m²t spiny energii niģġ² neģ pŢvodn² hladina a z§roveŔ bude m²t m²rnĨ nadbytek spinŢ, 

zat²mco druh§ hladina bude m²t energii hladiny vyġġ² a poļet spinŢ bude menġ². Plat², ģe ļ²m 

je magnetick® pole, pŢsob²c² na j§dra atomŢ, silnŊjġ², t²m jsou vŊtġ² energetick® rozd²ly mezi 

jednotlivĨmi hladinami a z§roveŔ i vŊtġ² rozd²l v zastoupen² spinŢ na danĨch hladin§ch [125-

127].  

 

Obr. 27 Energetick® hladiny rozġtŊpen® pŢsoben²m vnŊjġ²ho magnetick®ho pole [125] 

 

Podm²nkou interakce atomov®ho j§dra s magnetickĨm polem je nenulovĨ magnetickĨ 

moment. Ten vykazuj² j§dra s lichĨm poļtem protonŢ i neutronŢ nebo lichĨm poļtem 

nukleonŢ.  

PŚi oz§Śen² atomu radiofrekvenļn²m z§Śen²m dojde k tzv. magnetick® rezonanci. Ta je 

definov§na jako energetickĨ pŚechod mezi rozġtŊpenĨmi hladinami, ke kter®mu doch§z² pŚi 
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absorpci nebo emisi z§Śen² o frekvenci, kter§ odpov²d§ rozd²lu energetickĨch hladin. JinĨmi 

slovy u takto rozġtŊpen®ho spinov®ho syst®mu, mŢģe doj²t k absorpci nebo emisi 

jednotlivĨch spinŢ na vyġġ² hladinu [126, 128]. Z§Śen² odpov²d§ vlnovĨm d®lk§m 

v radiofrekvenļn² oblasti [127]. PŚi mŊŚen² se zaznamen§v§ tzv. de-excitace, ke kter® 

doch§z² pŚi ukonļen² pŢsoben² elektromagnetick®ho z§Śen² na atomov§ j§dra [124].  

Instrumentace 

Nezbytnou souļ§st² NMR spektroskopie je supravodivĨ magnet, zdroje radiofrekvenļn²ho 

z§Śen² a detektor [127, 128]. SupravodivĨ magnet vytv§Ś² homogenn² magnetick® pole [126, 

128]. V podstatŊ se jedn§ o c²vku s nulovĨm ohmickĨm odporem tvoŚenou nŊkolik tis²ci 

z§vity. C²vkou teļe proud o velikosti 100 A [126], z§roveŔ generuje magnetick® pole Ś§du 

10 T a v²ce [128]. SupravodivĨ magnet mus² bĨt pŚi sv®m provozu chlazen na n²zk® teploty 

(4 K), proto je ponoŚen do kapaln®ho h®lia [126, 128]. N§doba s c²vkou a kapalnĨm h®liem 

je, v dŢsledku omezenĨch z§sob a vysokĨm poŚizovac²m n§kladŢm h®lia, od okoln²ho 

prostŚed² izolovan§ dalġ² vrstvou s kapalnĨm dus²kem (obr. 28) [126, 127]. Souļ§st² NMR 

spektrometru je i tzv. NMR sonda, kter§ je sloģena z (1) pŚij²mac²ch a vys²lac²ch c²vek, (2) 

ļl§nku reguluj²c² teplotu vzorku a (3) c²vky generuj²c² gradient magnetick®ho pole [126].  

 

Obr. 28 Hlavn² ļ§sti NMR spektrometru [129] 
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Aplikace 

Vġechny uveden® komponenty tvoŚ² NMR spektrometr, kterĨ lze vyuģ²t v cel® ŚadŊ aplikac². 

Jednou z nejzaj²mavŊjġ²ch je jej² pouģit² v medic²nŊ, tzv. zobrazov§n² magnetickou 

rezonanc² (MRI). VĨhoda MRI spoļ²v§ v zobrazov§n² mŊkkĨch tk§n² ļi oblast² se zvĨġenou 

hustotou (napŚ. n§dory), kter® napŚ²klad pomoc² rentgenov®ho z§Śen² (prim§rnŊ pro kosti) 

zobrazit nejde [128]. NMR metoda je ġiroce vyuģ²van² i v chemii pŚi studiu struktur y 

n²zkomolekul§rn²ch nebo i vysokomolekul§rn²ch l§tek [126].  

4.3 Skenovac² elektronov§ mikroskopie (SEM) 

Skenovac² elektronov§ mikroskopie patŚ² mezi techniky umoģŔuj²c² zobrazen² povrchu. 

SEM poskytuje informace o topografii povrchu, krystalov® struktuŚe nebo chemick®m 

sloģen² vzorku [130].  

Princip 

Princip SEM metody spoļ²v§ v interakci elektronov®ho svazku se vzorkem. Elektrony 

urychlen® vysokĨm napŊt²m dopadaj² na vzorek, pronikaj² do jeho struktury, kde doch§z² 

k rŢznĨm interakc²m, kter® vedou napŚ. k emisi fotonŢ a elektronŢ ze struktury materi§lu. 

Aby doġlo k zobrazen² povrchu vzorku, jsou sign§ly vznikl® pŚi interakci elektronu 

s povrchem zachyceny rŢznĨmi detektory v z§vislosti na pouģit®m reģimu SEM (napŚ. 

rentgenov® mapov§n², sekund§rn² zobrazen² elektronŢ, zobrazen² zpŊtnŊ odraģenĨch 

elektronŢ nebo Auger elektronov§ mikroskopie) [131].  

Strukturu vŊtġiny materi§lŢ lze pozorovat pomoc² SEM bez vŊtġ²ch obt²ģ² ï analyzovanĨ 

vzorek staļ² aplikovat na uhl²kovou p§sku nanesenou na kovov®m terļ²ku. Ovġem dŢleģitĨm 

pŚedpokladem k zobrazen² povrchu vzorku pomoc² SEM je, aby danĨ materi§l byl vodivĨ. 

Proto pŚ²prava nevodivĨch vzorkŢ vyģaduje nanesen² tenk® kovov® vrstvy (palladium) na 

jejich povrch, tzv. pokoven² [132].  

Instrumentace  

Hlavn² ļ§sti SEM jsou uvedeny na obr. 29. Zdrojem prim§rn²ch elektronŢ je elektronov® 

dŊlo. To nejen ģe zajist² produkci elektronŢ, ale souļasnŊ je urychl² na energetickou hladinu 

aģ 30 keV. Elektromagnetick® ļoļky a apertury  usmŊrn² elektronovĨ svazek na vzorek a 

zaostŚ² jej na poģadovanou velikost. D§le pak sn²mac² c²vky elektronov®ho paprsku, 

detektory sign§lu a syst®m zpracov§n² poskytuj² z§znam obrazu povrchu vzorku 
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v re§ln®m ļase. Cel® prostŚed² elektronov®ho mikroskopu je udrģov§no ve vysok®m vakuu, 

kvŢli pohybu elektronŢ bez rozptylu, kterĨ je zpŢsoben vzduchem [131, 132].  

 

Obr. 29 Hlavn² komponenty SEM [133] 

Aplikace  

Jak jiģ bylo zm²nŊno vĨġe, skenovac²m elektronovĨm mikroskopem mŢģe bĨt zobrazena 

topografie povrchu, ale tak® lze pomoc² SEM identifikovat chemick® sloģen², ļi elektrick® 

vlastnosti materi§lu [130]. Z pohledu hydrogelŢ, slouģ² SEM k charakterizaci jejich 

struktury a velikosti p·rŢ a morfologie scaffoldŢ. SEM tak® umoģŔuje studium adheze bunŊk 

nebo jejich proliferaci na scaffoldech [134].  

4.4 Rotaļn² reometr  

Reologie je vŊda, kter§ se zabĨv§ tokem a deformac² hmoty, newtonskĨch a nenewtonskĨch 

kapalin ((a) ļasovŊ nez§visl®, (b) ļasovŊ nez§visl®, (c) viskoelastick® kapaliny) mezi kter® 

se Śad² napŚ. roztoky nebo taveniny polymerŢ. Polymery pŚi toku vykazuj² smykov® chov§n² 

(tzv. pseudoplasticitu), coģ znamen§, ģe jejich viskozita s rostouc²m gradientem rychlosti 

kles§. Mimo to se polymery chovaj² viskoelasticky, tzn., ģe vykazuj² vlastnosti visk·zn²ch 

kapalin, ale i elastickĨch l§tek (v z§vislosti na ļasov® deformaci). NejdŢleģitŊjġ² reologick§ 

veliļina charakterizuj²c² tok materi§lu je dynamick§ viskozita. Viskozitu lze definovat jako 

odpor kapaliny vŢļi toku, tedy jako vztah smykov®ho napŊt² k rychlosti smykov® deformace. 

Pro newtonsk® kapaliny (line§rn² visk·zn² kapaliny, kter® lze popsat line§rn²m NewtonovĨm 

modelem) viskozita nez§vis² na rychlosti smykov® deformace. Naopak kapaliny 

nenewtonsk®, jak jiģ bylo uvedeno, nen² moģn® popsat line§rn²m NewtonovĨm z§konem. 
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V pŚ²padŊ tŊchto kapalin oznaļujeme viskozitu jako zd§nlivou jej²ģ hodnota je obecnŊ 

z§visl§ na rychlosti smykov® deformace v kapalinŊ ļi pŚedchoz² deformaļn² historii 

kapaliny. Zapleten® makromolekuly polymern²ho ŚetŊzce se rozpl®taj² a orientuj² se ve 

smŊru toku (pŚi dostateļnŊ velk® deformaci) [135].  

VĨznamnĨ vliv na zpracov§n² polymern²ch materi§lŢ m§ zpŢsob, jakĨm materi§l reaguje na 

smykovou a tahovou deformaci [136]. Proto je studium reologickĨch vlastnost² biopolymerŢ 

velmi dŢleģit® napŚ. z pohledu 3D tisku (biotisku) ļi pro jejich n§sledn® vyuģit², napŚ. v 

tk§Ŕov®m inģenĨrstv² (scaffoldy).  

K charakterizaci reologickĨch a viskoelastickĨch vlastnost² polymern²ch tavenin, roztokŢ, 

suspenz² atd. slouģ² rotaļn² reometr. Rotaļn² reometry umoģŔuji mŊŚit jak v ust§len®m poli 

(viskozita, smykov® napŊt², rychlost smykov® deformace) tak i v oscilaļn²m poli (komplexn² 

viskozita, viskoelastick® moduly). Skl§d§ se z horn² (vŊtġinou pohybliv§) a doln² (statick§) 

geometrie, mezi kterĨmi je um²stŊnĨ mŊŚenĨ vzorek materi§lu. Tyto geometrie mohou bĨt 

v konfiguraci deska-deska, v§lec-v§lec, kuģel-deska. Viskozita je urļov§na na z§kladŊ 

znalosti krout²c²ho momentu urļen®ho z pohybliv® ļ§sti geometrie, ze kter®ho se spoļ²t§ 

smykov® napŊt². Rychlost smykov® deformace je vypoļ²t§na z ¼hlov® rychlosti pohybliv® 

ļ§sti geometrie [137].  

Mezi z§kladn² mŊŚen® veliļiny tedy patŚ² komplexn² modul G*, kterĨ lze rozdŊlit na tzv. 

Ăstorageñ modul GË (Pa), kterĨ pŚedstavuje souf§zovou (elastickou) sloģku oscilaļn²ho pole 

a tzv. Ălossñ (ztr§tovĨ) modul GËË (Pa), kterĨ pŚedstavuje imagin§rn² sloģku. D§le komplexn² 

viskozita ɖ* (PaĿs), tj. frekvenļnŊ z§visl§ viskozitn² funkce pŚi harmonick® oscilaci 

smykov®ho napŊt² [135]. Uveden® veliļiny jsou mŊŚeny v z§vislosti na ļase t (s) nebo ¼hlov® 

frekvenci ɤ (rad/s).  

Instrumentace  

Hlavn² ļ§sti rotaļn²ho reometru jsou uvedeny na obr. 30.  



UTB ve Zl²nŊ, Fakulta technologick§ 55 

 

 

Obr. 30 Hlavn² ļ§sti rotaļn²ho reometru [137] 

Pomoc² rotaļn²ho reometru lze prov®st dva z§kladn² typy mŊŚen² ï prvn² typ mŊŚen² lze 

oznaļit jako tzv. rotaļn² testy, pŚi kterĨch se horn² geometrie ot§ļ² jedn²m smŊrem. DruhĨm 

typem mŊŚen² jsou tzv. oscilaļn² testy, pŚi kterĨch horn² geometrie kmit§ kolem osy.  

Aplikace 

Reologii lze vyuģ²t v cel® ŚadŊ prŢmyslovĨch odvŊtv². V kosmetick®m prŢmyslu hraje 

reologie dŢleģitou roli z hlediska aplikace a dlouhodob® stability kr®mŢ. Studuj² se 

parametry jako je napŚ. rozt²ratelnost. Ve farmaceutick®m prŢmyslu lze reologii vyuģ²t pŚi 

optimalizaci vĨrobn²ch procesŢ, pro dlouhodobou stabilitu disperze a tak® pro n§sledn® 

koneļn® pouģit² rŢznĨch kr®mŢ, pleŠovĨch vod atd. Reologie nach§z² uplatnŊn² tak® 

v potravin§Śsk®m prŢmyslu ï charakterizuje tok napŚ. klasickĨch om§ļek (napŚ. keļup), 

v²n atd. [138]. A v r§mci moģnĨch biomedic²nskĨch aplikac² je dŢleģit® zn§t tak® 

reologick® vlastnosti materi§lŢ z hlediska 3D tisku (biotisku) struktur, zachov§n² tvaru 

materi§lu a tak® ģivotaschopnosti bunŊk [139]. 
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II.   PRAKTICKĆ ĻĆST 
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5 POPIS EXPERIMENTU 

V n§sleduj²c² kapitole jsou pops§ny jednotliv® kroky navrģen®ho experimentu vļetnŊ 

konkr®tn²ch postupŢ pr§ce (obr. 31). Prvn²m krokem experimentu byla synt®za thiolovan®ho 

hyaluronanu (HA-SH) a optimalizace podm²nek t®to reakce (molekulov§ hmotnost HA(Na), 

ekvimol§rn² pomŊr reaguj²c²ch l§tek, koncentrace modifikovan®ho HA-SH). K potvrzen² 

modifikace byl z²skanĨ produkt charakterizov§n (druhĨ krok) pomoc² FTIR a NMR 

spektroskopie. N§slednŊ byly za pŚ²tomnosti vzduġn®ho kysl²ku pŚipraveny hydrogely (tŚet² 

krok) na b§z² HA-SH (tzv. self-crosslinking). Charakterizace gelaļn²ho ļasu a tuhosti 

thiolovanĨch hydrogelŢ (ļtvrtĨ krok) byla provedena pomoc² rotaļn²ho reometru, konkr®tnŊ 

se jednalo o oscilaļn² testy a testy reakļn² kinetiky. PŚi oscilaļn²ch testech byla studov§na 

tuhost gelu, tzn. z§vislost komplexn² viskozity a modulu pruģnosti (storage module) na 

¼hlov® frekvenci (rychlosti). Na z§kladŊ testŢ reakļn² kinetiky byl stanoven gelaļn² ļas, tedy 

za jak dlouho po rozpuġtŊn² polymeru doch§z² k pŚevaze elastick® sloģky nad sloģkou 

visk·zn². Viskozita a modul pruģnosti byly stanoveny v z§vislosti na ļase. Na z§kladŊ 

znalosti gelaļn²ho ļasu je totiģ moģn® posoudit, jestli 3D tisk (popŚ. biotisk) je vhodnou 

metodou k pŚ²pravŊ hydrogelŢ na b§zi thiolovan®ho hyaluronanu. HotovĨ zes²ŠovanĨ 

produkt byl d§le lyofilizov§n, aby mohla bĨt provedena charakterizace (p§tĨ krok) na 

skenovac²m elektronov®m mikroskopu (SEM), za ¼ļelem z²sk§n² informac² o porozitŊ 

vĨsledn®ho materi§lu. Aby bylo moģn® s pŚipravenĨmi hydrogely d§le pracovat a uvaģovat 

jejich aplikaci do ģivĨch organismŢ, mus² bĨt provedeny i testy cytotoxicity, popŚ. 

proliferace bunŊk, v dan®m materi§lu. TŊm pŚedch§zela pŚ²prava hydrogelu a n§sledn® 

zkouġky stability v syst®mu ethanol Ҧ voda Ҧ DMEM (kultivaļn² ļinidlo) v pŚedem 

stanoven®m ļasov®m intervalu. Na z§kladŊ vġech provedenĨch testŢ a analĨz bylo 

provedeno samotn® zhodnocen² pŚipraven®ho materi§lu z pohledu jeho vyuģit² v oblasti 

tk§Ŕov®ho inģenĨrstv². 
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Obr. 31 Sch®ma jednotlivĨch krokŢ navrģen®ho experimentu  

5.1 Pouģit® materi§ly 

V experiment§ln² ļ§sti byly pouģity n²ģe uveden® materi§ly. Hyaluronan (HA(Na), 

kosmetick§ ļistota, Mw = 124, 243, 370 kDa) byl obdrģen od spoleļnosti Contipro group, 

a.s. (Doln² Dobrouļ, Ļesk§ republika); 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) karbodiimid 

hydrochlorid (EDC, 98 %, M = 191,7 g/mol), N-hydroxysukcinimid (NHS, 98 %, M = 

115,09 g/mol), 4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorpholinium chlorid 

(DMTMM , 96,3 %, M = 276,72 g/mol) a 1-hydroxybenzotriazol hydr§t (HoBt, 97 %, M = 

135,12 g/mol) byly zakoupeny od firmy SigmaïAldrich (St. Louis, USA). Cysteamin 

hydrochlorid (CSA, biochemick§ ļistota, 99 %, M = 113,661 g/mol) a 1,4-dithiothreitol 

(DTT , 99 %, p.a., M = 154,2 g/mol) dodala firma Carl Roth (Karlsruhe, NŊmecko). 

Dialyzaļn² membr§na SnakeSkinÊ (MWCO 3500, vnitŚn² prŢmŊr 35 mm). 

5.2 Synt®za thiolovan®ho hyaluronanu (HA-SH) 

5.2.1 Zaveden² thiolov® funkļn² skupiny na ŚetŊzec HA(Na) 

PŚed samotnou modifikac² byly navoleny z§kladn² podm²nky reakce:  

- nav§ģka polymeru, 

- molekulov§ hmotnost polymeru, 

- koncentrace polymeru, 

- mol§rn² pomŊr reaguj²c²ch l§tek.  
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Tyto parametry byly pŚi experimentu obmŊŔov§ny za ¼ļelem nalezen² nejefektivnŊjġ² 

kombinace vstupn²ch podm²nek k ¼spŊġn® synt®ze thiolovan®ho hyaluronanu. Parametry 

charakterizuj²c² proveden® reakce jsou vyps§ny v tabulce n²ģe (tab. 1). 



UTB ve Zl²nŊ, Fakulta technologick§ 60 

 

Tab. 1 Navolen® podm²nky synt®zy thiolovan®ho HA(Na) 

 

Znaļen² produktu 
Molukulov§ hmotnost 

HA(Na) [kDa]
VĨchoz² l§tky 

Ekvimol§rn² pomŊr 

vychoz²ch l§tek 

RozdŊlen² produktu 

na dialĨzu 
Podm²nky dialĨzy 

HA-SH-1 243 HA, EDC/NHS, CSA 1:2:4:4 HA-SH-1 voda (pH=3,5), 24h

HA-SH-2 243 HA, EDC/NHS, CSA 1:2:4:4 HA-SH-2 voda (pH=3,5), 24h

HA-SH-3A bez dialĨzy 

HA-SH-3B voda (pH=3,5), 2h

HA-SH-3C voda (pH=3,5) + 0,1M NaCl, 2h

HA-SH-3D voda (pH=3,5), 72h

HA-SH-4A bez dialĨzy 

HA-SH-4C voda (pH=3,5) + 0,1M NaCl, 2h

HA-SH-4D voda (pH=3,5), 72h

HA-SH-5A bez dialĨzy 

HA-SH-5B voda (pH=3,5), 2h

HA-SH-5C voda (pH=3,5) + 0,1M NaCl, 2h

HA-SH-5D voda (pH=3,5), 72h

HA-SH-6A bez dialĨzy 

HA-SH-6C voda (pH=3,5) + 0,1M NaCl, 2h

HA-SH-6D voda (pH=3,5), 72h

HA-SH-7B voda (pH=3,5) + 0,02M NaCl, 2h

HA-SH-7C voda (pH=3,5) + 0,1M NaCl, 2h

HA-SH-7D
voda (pH=3,5), 1h +0,1M NaCl, 2h 

+ voda (pH=3,5), 1h

HA-SH-8B voda (pH=3,5) + 0,02M NaCl, 2h

HA-SH-8C  0,1M NaCl, 1h + 0,02M NaCl, 1h

HA-SH-9
voda (pH=4), 48h, Vroztok 40kr§t > 

VHA(Na), 3kr§t obmŊna roztoku 

HA-SH-9-DTT
voda (pH=4), 48h, Vroztok 40kr§t > 

VHA(Na), 3kr§t obmŊna roztoku 

HA-SH-10
voda (pH=4), 48h, Vroztok 40kr§t > 

VHA(Na), 3kr§t obmŊna roztoku 

HA-SH-10-DTT
voda (pH=4), 48h, Vroztok 40kr§t > 

VHA(Na), 3kr§t obmŊna roztoku 

HA-SH-11 370 HA, EDC, HOBt, CSA 1:4:4:4 HA-SH-11
voda (pH=4), 48h, Vroztok 40kr§t > 

VHA(Na), 3kr§t obmŊna roztoku 

HA-SH-12 370 HA, EDC, NHS, CSA 1:2:4:4 HA-SH-12
voda (pH=4), 48h, Vroztok 40kr§t > 

VHA(Na), 3kr§t obmŊna roztoku 

HA-SH-13 370 HA, EDC, NHS, CSA 1:2:4:4 HA-SH-13
voda (pH=4), 48h, Vroztok 40kr§t > 

VHA(Na), 3kr§t obmŊna roztoku 

HA-SH-14 124 HA, EDC, NHS, CSA 1:2:4:4 HA-SH-14
voda (pH=4), 48h, Vroztok 40kr§t > 

VHA(Na), 3kr§t obmŊna roztoku 

HA-SH-15 600 HA, EDC, NHS, CSA 1:2:4:4 HA-SH-15
voda (pH=4), 48h, Vroztok 40kr§t > 

VHA(Na), 3kr§t obmŊna roztoku 

HA-SH-16 243 HA, EDC, NHS, CSA 1:2:4:4 HA-SH-16
voda (pH=4), 48h, Vroztok 40kr§t > 

VHA(Na), 3kr§t obmŊna roztoku 

HA-SH-9 124 HA, EDC, HOBt, CSA 1:4:3:4

HA-SH-10 124 HA, DMTMM, CSA 1:0,5:1,5

HA-SH-7 370 HA, EDC/NHS, CSA 1:2:4:4

HA-SH-8 370 HA, EDC/NHS, CSA 1:2:4:4

HA-SH-6 124 HA, EDC/NHS, CSA 1:3:3:2

HA-SH-3 370 HA, EDC/NHS, CSA 1:2:4:4

HA-SH-4 124 HA, EDC/NHS, CSA 1:2:4:4

HA-SH-5 370 HA, EDC/NHS, CSA 1:2:4:4
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Jak jiģ bylo zm²nŊno v teoretick® ļ§sti pr§ce, m²stem modifikace hyaluronanu a n§sledn®ho 

nav§z§n² -SH je karboxylov§ skupina. PŚi modifikace hyaluronanu doch§z² k nav§z§n² 

thiolov® skupiny na pŢvodn² karboxylovou skupinu prostŚednictv²m skupiny aminov®. 

Prvn²m krokem synt®zy thiolovan®ho deriv§tu kyseliny hyaluronov® (HA-SH) bylo 

rozpuġtŊn² 0,4 g hyaluronanu v 80 ml deionizovan® vody (Qmili) (1 mmol). Po 24 hod 

rozpouġtŊn² bylo k roztoku HA(Na) pŚid§no 0,230 g (2 mmol) l§tky N-hydroxysukcinimid 

(NHS) a 0,767 g (4 mmol) l§tky 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) karbodiimid (EDC) ve 

formŊ pr§ġku. Tato reakļn² smŊs byla m²ch§na pŚi laboratorn² teplotŊ po dobu 2 hod, aby 

doġlo k aktivaci karboxylov® skupiny na ŚetŊzci HA(Na). Po uplynut² reakļn² doby bylo ke 

smŊsi pŚid§no 0,454 g (4 mmol) cysteaminu (CSA), kterĨ byl pŚed pŚid§n²m rozpuġtŊn v 5 

ml Qmili vody probublan® N2 z dŢvodu eliminace vzduġn®ho kysl²ku, jenģ iniciuje 

samovolnĨ vznik disulfidick® vazby. Hodnota pH reakļn² smŊsi byla upravena na hodnotu 

4,75 a modifikov§na 24 hod. Reakce prob²hala za st§l®ho m²ch§n² a pŚi laboratorn² teplotŊ 

[14, 58]. 

 

Obr. 32 Sch®ma modifikace hyaluronanu thioly [14]. 

Po 24h byla reakce ukonļena s n§slednou purifikac² pŚipraven®ho roztoku pomoc² dialĨzy. 

Roztok byl pŚeveden do dialyzaļn² membr§ny (cut-off 3,5kDa), kde byl dŢkladnŊ 

purifikov§n proti vodŊ (pH = 4) po dobu 48 hod. ObmŊna dialyzaļn²ho roztoku byla 

realizov§na 3kr§t. Po dialĨze byl produkt zamraģen na teplotu -18ÁC a n§slednŊ na -79ÁC. 

Takto pŚipraven® vzorky byly vloģeny do lyofiliz§toru a po ust§len² teploty na -80 ÁC byla 

zah§jena hlavn² f§ze suġen² pŚi tlaku 0,06 mbar. Hlavn² suġen² prob²halo 30 hodin, po nŊm ihned 

zaļala druh§ f§ze koneļn®ho suġen² pŚi tlaku 0,001 mbar v d®lce trv§n² 10 hodin. VĨsledkem 

byla pevn§ forma HA-SH [14, 58].  

5.2.2 Redukce disulfidick® vazby pomoc² DTT 

V prŢbŊhu purifikace modifikovan®ho hyaluronanu ļasto doch§zelo k neģ§douc²mu 

zes²Šov§n² thiolovan®ho produktu tzn. k pŚedļasn®mu vytvoŚen² disulfidick® vazby, jej²mģ 

vĨsledkem byl zisk ve vodŊ nerozpustn®ho produktu HA-SH. Eliminaci disulfidick® vazby 



UTB ve Zl²nŊ, Fakulta technologick§ 62 

 

vytvoŚen® mezi thiolovĨmi skupinami na polymern²ch ŚetŊzc²ch HA-SH, kter§ br§n² 

rozpuġtŊn² polymeru ve vodŊ a n§sledn®mu s²Šov§n² pomoc² vzduġn®ho kysl²ku, byly 

redukov§ny s vyuģit²m dithiotreithol (DTT) (obr. 33). Samotn§ redukce disulfidov® vazby 

prob²hala n§sledovnŊ. 

 

Obr. 33 Redukce disulfidick® vazby pomoc² DTT 

K vodn®mu roztoku HA-SH (w= 0,5 %) bylo DTT pŚid§no v pomŊru 1:4 a pH roztoku bylo 

n§slednŊ upraveno na hodnotu 8, pŚi kter® DTT vykazuje nejvyġġ² ¼ļinnost. Po 2 hod 

intenzivn²ho m²ch§n² byla reakļn² smŊs znovu dialyzov§na po dobu 24 hod. PurifikovanĨ 

roztok byl n§slednŊ zmraģen a lyofilizov§n, dle vĨġe zm²nŊnĨch podm²nek. Podm²nky 

redukce disulfidick® vazby modifikovanĨch HA-SH pomoc² DTT jsou uvedeny v tab. 2.  

Tab. 2 Shrnut² podm²nek reakce HA-SH s DTT 

 

5.3 PŚ²prava hydrogelu na b§zi thiolovan®ho hyaluronanu  

Hydrogel na b§zi thiolovan®ho hyaluronanu byl pŚipraven technikou tzv. samozes²tŊn² (tzv. 

self-crosslinking) za pŚ²tomnosti vzduġn® kysl²ku jako oxidaļn²ho ļinidla reakce.  

LyofilizovanĨ produkt o rŢzn® koncentraci polymeru (1 %, 2 % nebo 3 % (w/w)) byl 

rozpuġtŊn v Qmili (T=25ÁC). Po rozpuġtŊn² byl roztok vystaven vzduġn®mu kysl²ku za 

vzniku disulfidick® vazby, kter§ se vytvoŚila mezi thiolovĨmi skupinami, za vzniku 3D 

Znaļen² produktu MHA-SH [kDa] MDTT [g/mol] 
Ekvimol§rn² pomŊr 

vychoz²ch l§tek 

Doba 

rozpouġtŊn² 
Podm²nky dialĨzy 

HA-SH-9 124

HA-SH-10 124

HA-SH-11 370

HA-SH-12 370

HA-SH-13 370

HA-SH-14 124

HA-SH-15 600

HA-SH-16 243

2h/25ÁC

DTT bylo pŚid§no pŚi 

zaveden² thiolovĨch 

skupin na ŚetŊzec HA(Na)

voda (pH=4), 24h, Vroztok 

40kr§t > VHA-SH, 2kr§t 

obmŊna roztoku 

154,3 HA-SH:DTT = 1:4
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polymern² s²tŊ (hydrogelu) (obr. 34). VĨslednĨ hydrogel byl d§le lyofilizov§n za ¼ļelem 

dalġ² charakterizaci pomoc² skenovac² elektronov® mikroskopie.  

 

Obr. 34 S²Šov§n² thiolovan®ho hyaluronanu vzduġnĨm kysl²kem 

5.4 Metody charakterizace pŚipravenĨch vzorkŢ HA-SH 

5.4.1 FTIR  

Pomoc² infraļerven®ho spektrometru Nicolet iS5 byly jednoduchou nedestruktivn² metodou 

stanoveny funkļn² skupiny, kter® jsou v§zan® na disacharidovou jednotku hyaluronanu.  

MŊŚen² prob²halo technikou ATR (zeslabenĨ ¼plnĨ odraz) na germaniov®m krystalu. 

Vzorky HA-SH byly pŚed samotnĨm mŊŚen²m lyofilizov§ny, rozetŚeny v tŚec² misce pomoc² 

tlouļku a nŊkolikr§t pŚehnuty, aby nedoġlo k protlaļen² materi§lu pŚ²tlaļkou, kterou se 

vzorek upevŔuje ke krystalu. 

PŚed samotnou analĨzou bylo potŚeba navolit si z§kladn² parametry mŊŚen², kterĨmi lze 

ovlivnit rychlost mŊŚen² spektra nebo jeho kvalitu. Rozliġen² spektra je prvn²m parametrem 

a byl nastaven na hodnotu 4 cm-1. Tento parametr ud§v§, ģe aby byly ve spektru od sebe 

rozliġiteln® dva p§sy, mus² bĨt vzd§leny minim§lnŊ 4 cm-1. DruhĨm dŢleģitĨm parametrem 

je poļet skenŢ, kterĨ definuje kolikr§t bude dan® spektrum zmŊŚeno. V r§mci mŊŚen² spekter 

HA(Na) bylo zvoleno 64 skenŢ. Software Omnic pak fin§ln² spektrum vytvoŚ² jako prŢmŊr 

vġech 64 namŊŚenĨch spekter. Poļet skenŢ ovlivŔuje kvalitu spektra, tedy zvyġuje pomŊr 

sign§lu k ġumu. VĨsledkem mŊŚen² je spektrum vyjadŚuj²c² z§vislost absorbance na vlnoļtu 

(cm-1). Rozsah vlnovĨch d®lek, resp. vlnoļtŢ, pro mŊŚen² bylo od 4000 do 600 cm-1. Software 

Omnic tak® uģivateli dovoluje urļit plochu pod p²kem (peak area) na z§kladŊ kter® lze urļit, 

zda-li doġlo ke zmŊnŊ ve spektru thiolovan®ho hyaluronanu oproti ļist®mu HA(Na).  
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5.4.2 NMR 

DetailnŊjġ² popis struktury thiolovan®ho hyaluronanu byl pops§n pomoc² protonov® 

nukle§rn² magnetick® rezonance (1H-NMR) za pouģit² spektrometru JEOL ECZ 400 (JEOL 

Ltd., Tokio, Japonsko). PŚ²stroj pracuje pŚi 1H frekvenci 399,78 MHz pŚi 25 ÁC. 

Analyzovan® vzorky byly rozpuġtŊny v tŊģk® vodŊ (D2O), kdy vĨsledn§ koncentrace roztoku 

polymeru byla rovna 8,6 mg/ml. RozpuġtŊn® vzorky byly pŚeneseny do speci§ln²ch NMR 

kyvet zobrazenĨch na obr. 35. 

 

Obr. 35 NMR kyvety 

V programu ACD/NMR Processor Academic Edition byla surov§ data z NMR 

spektrometru pŚevedena pomoc² Fourierovy transformace na NMR spektrum 

s charakteristickĨmi p²ky odpov²daj²c² jednotlivĨm funkļn²m skupin§m. Sign§l vody (D2O) 

byl vyuģit jako reference a byla mu pŚidŊlena hodnota 4,75 ppm.  

Pomoc² 1H-NMR byl stanoven stupeŔ substituce (DS) thiolov® skupiny v§zan® na 

disacharidov® jednotce hyaluronanu (DS, %). StupeŔ substituce lze spoļ²tat jako relativn² 

pomŊr integrace referenļn²ho p²ku, tj. p²ku (ŭ = 2 ppm) (IHA(Na)), kterĨ odpov²d§ protonŢm 

N-acetylov® skupiny D-glukosaminu HA(Na), a p²ku voln® thiolov® skupin (ŭ = 2,4 ppm) 

(ISH), popŚ. p²ku odpov²daj²c² disulfidick® vazbŊ (ŭ = 2,8 ï 2,9 ppm) (IS-S), za pouģit² rovnice: 

ὈὛϷ

Ὅ
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Ὅ
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Ͻρππ 
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ὈὛϷ
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(1) 
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Ļ²slo 4 odpov²d§ poļtu protonŢ, kter® tvoŚ² volnou thiolovou skupinu, ļ²slo 8 zase poļtu 

protonŢ tvoŚ²c² disulfidickou vazbu a ļ²slo 3 poļtu protonŢ tvoŚ²c² N-acetyl HA(Na). 

SkuteļnĨ stupeŔ substituce DS je tedy pod²lem relativn²ho pomŊru integrace danĨch p²kŢ a 

ļ²slu odpov²daj²c²mu poļtu protonŢ ve vazbŊ [140].  

5.4.3 Rotaļn² reometr 

Reakļn² kinetika a vĨsledn§ tuhost pŚipravenĨch hydrogelŢ byla studov§na na z§kladŊ 

reologickĨch mŊŚen² s vyuģit²m rotaļn²ho reometru Anton-Paar MCR 502 pŚi teplotŊ 25 ÁC 

za norm§ln²ho tlaku ve vzduġn® atmosf®Śe.  

Pro mŊŚen² reakļn² kinetiky roztoku HA-SH (3,2 ml) byla vyuģita geometrie Ăv§lec-v§lecñ. 

Touto geometri² se mŊŚ² vŊtġ² objemy roztoku polymerŢ (aģ 16 ml), ale kvŢli mal®mu 

mnoģstv² analyzovanĨch vzorkŢ, byla vyuģita speci§ln² geometrie v§lec-v§lec, tzv. double 

gap, kterĨ tvoŚ² dva soustŚedn® v§lce a dovoluje uģivateli mŊŚit pŚi menġ²ch objemech (3,2 

ml). MŊŚen² prob²halo pŚi konstantn² 10% deformaci s konstantn² ¼hlovou frekvenc² 10 

rad/s. Byly sledov§ny reologick® veliļiny, tj. komplexn² viskozita ɖ, elastickĨ modul GË a 

ztr§tovĨ modul GËË v z§vislosti na ļase mŊŚen², kter® prob²halo 14 hod. VĨsledkem mŊŚen² 

byla informace o gelaļn²m ļase, tedy m²stŊ prŢniku kŚivek storage GË a loss GËË modulu. 

Oscilaļn² testy byly uskuteļnŊny na pŚipravenĨch kompletnŊ zes²ŠovanĨch hydrogelech. 

MŊŚen² byla provedena na syst®mu Ădeska-deskañ, kterĨ osciloval pŚi konstantn² 10% 

deformaci s ¼hlovou frekvenc² v rozmez² od 0,1 do 100 rad/s. PŚi mŊŚen² byly sledov§ny 

stejn® reologick® veliļiny jako pŚi mŊŚen² reakļn² kinetiky, ale v z§vislosti na ¼hlov® 

frekvenci. Na z§kladŊ oscilaļn²ho mŊŚen² lze urļit vĨslednou tuhost pŚipravenĨch HA-SH 

hydrogelŢ.  

5.4.4 SEM 

Pro detekci p·rŢ v pŚipravenĨch lyofilizovanĨch vzorc²ch hyaluronanu byl pouģit skenovac² 

elektronovĨ mikroskop (SEM) Phenom G2 Pro (Phenom World). Pomoc² SEM lze 

dos§hnout vysok®ho optick®ho rozliġen² a mŊnit rŢzn® optick® parametry (podsv²cen², 

kontrast nebo hloubka ostrosti). Vzorky byly seŚ²znuty pŚ²ļnŊ a pomoc² uhl²kov® p§sky 

pŚipevnŊny na kovovĨ terļ²k. Vzorky pozorovan® v SEM mus² bĨt vodiv®, aby doġlo 

k interakci vzorku s elektronovĨm svazkem. Proto byla na vzorky pŚedem nanesena vrstva 

palladia pomoc² napraġovaļky. Samotn® pokoven² prob²halo po dobu 60 s, pŚi proudu 18 

mA. Pozorov§n² v SEM bylo realizov§no pŚi urychlovac²m napŊt² 10 kV.  
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Velikost p·rŢ a celkov§ porozita byla stanovena pomoc² funkce treshold v programu ImageJ. 

Tento program dok§ģe sn²mek poŚ²zenĨ z mikroskopu pŚev®st z pixelŢ na mikrometry a pŚes 

funkci treshold spoļ²tat porozitu mŊŚen®ho vzorku. Aby byla chyba mŊŚen² eliminov§na na 

co nejniģġ² hodnotu, byla celkov§ porozita materi§lu urļena jako prŢmŊr z porozity zmŊŚen® 

na 3 sn²mc²ch t®hoģ vzorku s pŚ²sluġnou chybou mŊŚen². 
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6 VħSLEDKY A DISKUZE  

N§sleduj²c² kapitola shrnuje dosaģen® vĨsledky pŚi naplŔov§n² c²le bakal§Śsk® pr§ce.  

6.1 Synt®za HA-SH 

Sch®ma synt®zy HA-SH je uveden§ na obr. 33. Na aktivovanou karboxylovou skupinu byl 

nav§z§n NHS za vzniku aktivn²ho esteru HA-NHS. K aktivaci karboxylov® skupiny byl 

pouģit karbodiimid (EDC). N§slednŊ byl NHS nahrazen cysteaminem, kterĨ se na aktivn² 

m²sto HA(Na) nav§zal pŚes aminovou skupinu, za vzniku thiolovan®ho hyaluronanu (HA-

SH).  

T²mto zpŢsobem bylo pŚipraveno celkem 16 reakc², pŚi kterĨch byla Śeġena optimalizace 

podm²nek synt®zy, na z§kladŊ obmŊnŊny rŢznĨch parametrŢ (ekvimol§rn² pomŊr, podm²nky 

dialĨzy, pŚid§n² redukļn²ho ļinidla atd.), tak jak je uvedeno v tab. 1.  

Na z§kladŊ pochopen² mechanismu thiolace hyaluronanu HA-SH byly pŚipraveny 4 deriv§ty 

thiolovan®ho hyaluronanu v z§vislosti na molekulov® hmotnosti (124 kDa, 243 kDa, 370 

kDa a 600 kDa) a s konstantn²m ekvimol§rn²m pomŊru 1:2:4:4 reaguj²c²ch l§tek 

(HA(Na):NHS:EDC:CSA). UvedenĨ ekvimol§rn² pomŊr byl zvolen na z§kladŊ studie autorŢ 

Bian et. al. (2016), kteŚ² u tohoto pomŊru dos§hli nejvyġġ²ho stupnŊ substituce thiolov® 

skupiny na HA(Na). Nezbytnou souļ§st² pŚ²pravy HA-SH byla purifikace reakļn² smŊsi 

pomoc² dialĨzy, kter§ prob²hala po dobu 48 hod a frekvence obmŊny dialyzaļn²ho roztoku 

ļinila 2kr§t dennŊ. DialĨza prob²hala v kysel®m pH, aby bylo zabr§nŊno vzniku disulfidick® 

vazby bŊhem ļiġtŊn². Pot® n§sledovala lyofilizace produktu. 

I pŚestoģe byly thiolov® skupiny blokov§ny pomoc² kysel®ho pH dialyzaļn²ho roztoku, doġlo 

k Ăsamozes²tŊn²ñ produktu jiģ v membr§nŊ (nebo pŚed rozpuġtŊn²m), proto dalġ²m krokem 

synt®zy byla redukce disulfidick® vazby pomoc² redukļn²ho ļinidla (DTT). Po pŚid§n² DTT 

bylo pozorov§no zvĨġen² stupnŊ substituce volnĨch thiolovĨch skupin, coģ potvrdilo 

¼spŊġn® ġtŊpen² disulfidick® vazby. Po redukļn² reakci n§sledovala dalġ² dialĨza, za ¼ļelem 

doļiġtŊn² produktu po pŚid§n² DTT. Tato dialĨza trvala jen 24 hod pŚi zachov§n² stejn® 

frekvence obmŊny dialyzaļn²ho roztoku jako u pŚedchoz² dialĨzy. Shrnut² definovanĨch 

parametrŢ synt®zy jsou uvedeny v tab. 3. Vġechny zde uveden® deriv§ty HA-SH byly 

pouģity k dalġ² charakterizaci uveden® v n§sleduj²c² ļ§sti t®to pr§ce.  
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Tab. 3 Shrnut² parametrŢ synt®zy HA-SH 

  

6.2 Charakterizace HA-SH 

6.2.1 FTIR  

Jednou z metod pouģitĨch pŚi ovŊŚen² modifikace HA(Na) byla FTIR spektroskopie. Tato 

jednoduch§ a nedestruktivn² metoda umoģnila zjistit k jakĨm zmŊn§m ve spektru ļist®ho 

HA(Na) doġlo po jeho modifikaci pomoc² thiolovĨch skupin. Spektra ļist®ho hyaluronanu 

(HA(Na)), thiolovan®ho hyaluronanu (HA-SH) a thiolovan®ho hyaluronanu po reduci 

pomoc² DTT (HA-SH-DTT) (Mw = 370 kDa) jsou uvedeny v grafu 1. Spektra vzorkŢ 

zbylĨch molekulovĨch hmotnost² jsou souļ§st² pŚ²lohy t®to pr§ce.  

 

Graf 1 FTIR spektrum ļist®ho (a) HA(Na), (b) HA-SH a (c) HA-SH-DTT pro 

molekulovou hmotnost Mw = 370 kDa 

PŚi porovn§n² spektra ļist®ho HA(Na) a HA-SH byla zaznamen§na zmŊna v oblasti p§sŢ 

3000 cm-1 aģ 3600 cm-1. V t®to oblasti se pŚekrĨvaj² -NH a -OH skupiny. V ļist®m spektru 

N§zev reakce 
Molekulov§ hmotnost 

Mw [kDa]
Ekvimol§rn² pomŊr Purifikace DTT Purifikace 

HA-SH-14-DTT 124

HA-SH-16-DTT 243

HA-SH-13-DTT 370

HA-SH-15-DTT 600

HA:NHS:EDC:CSA         

=                                       

1:2:4:4

48 hod/2kr§t 

dennŊ 

HA-SH:DTT                    

=                                      

1:4

24 

hod/2kr§t 

dennŊ
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je pozorov§n ġirġ² a z§roveŔ niģġ² p§s, jelikoģ HA(Na) obsahuje v²ce -OH skupin neģ 

HA(Na) modifikovan§ thioly. Po nav§z§n² thiolov® skupiny na m²sto karboxylov®, doch§z² 

k redukci -OH skupin a k souļasn®mu n§rŢstu -NH skupin, coģ se ve FTIR spektru projev² 

z¼ģen²m a z§roveŔ zvĨġen²m p§su v oblasti 3000 ï 3600 cm-1. Dle autorŢ Xu et al. (2021) 

[8], Hong et al. (2020) [10] a Yegappan et al. (2019) [11] pŚ²tomnost thiolov® skupiny 

potvrzuje i p§s, kterĨ se nach§z² v okol² vlnoļtu 2500 cm-1. Absorpce tohoto p²ku nen² pŚ²liġ 

velk§, a proto na potvrzen² byla urļena i Ăplocha pod p²kemñ (tab. 5 a 6 v pŚ²loze), kter§ 

skuteļnŊ prokazuje absorpci v t®to oblasti vlnoļtŢ. ĻistĨ HA(Na) vykazuje absorpci v oblasti 

vlnoļtu 1610 cm-1, kter§ odpov²d§ asymetrick® vibraci v -C=O (karbonylov®) skupiny, 

zat²mco ve spektru modifikovan®ho HA(Na) doġlo k rozġtŊpen² tohoto p§su na dva ï 1560 

a 1620 cm-1 (viz obr. 35-38). P§s v oblasti vlnoļtu 1560 cm-1 odpov²d§ vibraci skupiny -CO-

NH, kter§ potvrzuje vznik amidov® vazby, a p§s v oblasti 1620 cm-1 reprezentuje -SH 

skupinu nav§zanou na -NH. Tento p§s byl potvrzen studi² Qi-Hang et al. (2020), kteŚ² 

rozġtŊpen® p§sy pŚisuzuj² vazbŊ amid I a amid II [12]. RozġtŊpen® p§sy v t®to oblasti 

vlnoļtu pozorovali ve sv® studii tak® Cao et al. (2019) [9]. Si et al. (2019) v ļist®m spektru 

Ha(Na) detekuj² p§s v 1600 cm-1, kterĨ je po modifikaci HA(Na) thioly rozloģen na dalġ² 

dva (1558 cm-1 a 1640 cm-1). Mimo to ve svĨch spektrech pozorovali absorpci v oblasti 2500 

ï 2600 cm-1 [44]. Na z§kladŊ porovn§n² zmŊŚenĨch FTIR spekter s literaturou lze 

konstatovat, ģe modifikace HA(Na) thioly probŊhla ¼spŊġnŊ.  

6.2.2 NMR 

DetailnŊjġ² a pŚesnŊjġ² potvrzen² ¼spŊġn® modifikace HA(Na) thioly a z§roveŔ stanoven² 

stupnŊ substituce thiolovĨch skupin, aŠ uģ volnĨch -SH ļi v§zanĨch v disulfidov® vazbŊ -S-

S-, bylo realizov§no pomoc² 1H NMR. Nejprve bylo zmŊŚeno spektrum ļist®ho HA(Na), ze 

kter®ho je patrnĨ vĨraznĨ p²k v oblasti 2,0 ppm, kter§ odpov²d§ N-acetylov® skupinŊ (ve 

spektru oznaļen® jako ļ. 1), zat²mco oblasti p²kŢ od 3,5 do 4,3 ppm, jsou pŚisuzov§ny 

sacharidov®mu kruhu HA(Na). Pozorovan® p²ky jsou uvedeny v grafu 2, kterĨ obsahuje 

spektrum ļist® (a) HA(Na), (b) thiolovan®ho hyaluronanu (HA-SH) a (c) thiolovan®ho 

hyaluronanu po reduci pomoc² DTT (HA-SH-DTT) pro molekulovou hmotnost Mw = 370 

kDa. NMR spektra zbylĨch molekulovĨch hmotnost² jsou uvedena v pŚ²loze t®to bakal§Śsk® 

pr§ce.  
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Graf 2 NMR spektrum ļist®ho (a) HA(Na), (b) HA-SH a (c) HA-SH-DTT pro 

molekulovou hmotnost Mw = 370 kDa  

 

Po modifikaci thiolovĨmi skupinami byly ve spektru HA-SH detekov§ny nov® p²ky, a to 

v oblasti 2,92-2,98 ppm; 2,62-2,71 ppm a 2,36-2,53 ppm, jak je naznaļeno v grafu 1 a 2. 

P²ky v oblasti 2,92ï2,98 ppm a 2,62ï2,71 ppm odpov²daj² chemick®mu posunu methylovĨch 

protonŢ tvoŚ²c² disulfidickou vazbu (NH2CH2CH2S-SCH2CH2NH2), zat²mco oblast 2,36-

2,53 ppm je pŚisuzov§na chemick®mu posunu methylovĨch protonŢ, kterĨmi je thiolov§ 

skupina v§z§na na disacharidovĨ kruh hyaluronanu (NH2CH2CH2SH). Po pŚid§n² DTT doġlo 

k rozġtŊpen² disulfidov® vazby, kter§ zpŢsobila jednak n§rŢst intenzity v oblasti chemick®ho 

posunu odpov²daj²c²mu methylovĨm protonŢm NH2CH2CH2SH a jednak zvĨġen² stupnŊ 

substituce (DS) voln® thiolov® skupiny.  
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AutoŚi Yu et al. (2020) u thiolovan®ho hyaluronanu v NMR spektru detekovaly nov® p²ky 

ve velmi podobnĨch oblastech chemick®ho posunu, jako jsou uvedeny v t®to pr§ci. Ovġem 

po pŚid§n² DTT detekovali chemickĨ posun p²kŢ 2,68 aģ 2,94 ppm do oblasti 2,45 ppm a ve 

zm²nŊnĨch oblastech (2,68 aģ 2,94 ppm) jiģ ģ§dn® p²ky nepozorovali [12]. To mŢģe bĨt 

zpŢsobeno odliġnĨm zpŢsobem synt®zy, jelikoģ autory thiolovanĨ HA(Na) pŚipravovali 

Michaelovou adic². Svou roli pŚi synt®ze, a tedy i v dosaģenĨch vĨsledc²ch, hraje jistŊ i 

zvolenĨ ekvimol§rn² pomŊr, kterĨ v jejich pŚ²padŊ odpov²dal 2:1,5:4 (EDC:HOBt:CSA). 

Kolektiv autorŢ Bian et al. (2016) ve sv® studii zabĨvaj²c² se pŚ²pravou thiolovan®ho 

hyaluroanu pozorovali nov® p²ky v oblastech 2,45 ppm a 2,63 ppm, kter® souvis² 

s pŚ²tomnou disulfidickou vazbou [14]. Stejn® p²ky detekovali v oblasti 2,52 ppm po synt®ze 

HA(Na) thioly autoŚi Xia et al. (2021) [141].  

Po srovn§n² vĨsledkŢ NMR s vĨġe uvedenĨmi autory lze konstatovat, ģe modifikace HA(Na) 

thioly probŊhla ¼spŊġnŊ, jelikoģ nov® p²ky jsou pozorov§ny ve stejnĨch oblastech 

chemick®ho posunu. Mimo to se ve spektrech objevuj² i p²ky odpov²daj²c² neļistot§m (napŚ. 

nezreagovan® zbytky vstupn²ch l§tek, redukļn² ļinidlo atd.), kter® bŊhem dialĨzy nebyly 

dostateļnŊ odstranŊny (vymyty), i po dvojn§sobn® dialĨze. ĐspŊġnost modifikace byla d§le 

potvrzena stupnŊm substituce thiolovĨch skupin (DS, %). VĨpoļet stupnŊ substituce byl 

realizov§n pomoc² p²kŢ NMR spektra. Jako reference byl zvolen p²k odpov²daj²c² N-acetyl 

skupinŊ v§zan® na disacharidov®m kruhu Na(HA), protoģe bŊhem modifikace u zm²nŊn® 

skupiny nedoch§z² k jeho ģ§dn® zmŊnŊ. PŚehled dosaģenĨch vĨsledkŢ DS u zkoumanĨch 

molekulovĨch hmotnost² je uveden v tab. 4 

Tab. 4 Dosaģen® stupnŊ substituce (DS) thiolovĨch skupin pro zkouman® molekulov® 

hmotnosti hyaluronanu 

 

Ekvimol§rn² pomŊr (1:2:4:4) l§tek vstupuj²c²ch do reakce byl zvolen podle ļl§nku autorŢ 

Bian et al. (2016), kteŚ² u tohoto pomŊru zaznamenali nejvyġġ² dosaģenĨ stupeŔ substituce 

(50 - 60 % dle molekulov® hmotnosti HA(Na)) [14]. Z jejich vĨsledku je zŚejm®, ģe 

s rostouc²m pomŊrem reaguj²c²ch l§tek roste i stupeŔ substituce. V naġem pŚ²padŊ odpov²d§ 

N§zev reakce
Molekulov§ hmotnost             

Mw [kDa]

StupeŔ substituce          

DS [%]

HA-SH-14-DTT 124 30,9

HA-SH-16-DTT 243 49,6

HA-SH-13-DTT 370 33,8

HA-SH-15-DTT 600 46,9
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DS vĨsledkŢm z²skanĨch autory Bian et al. sp²ġe pro ekvimol§rn²m pomŊr (1:2:3:2) nam²sto 

pouģitĨch (1:2:4:4). OdliġnĨ trend byl nalezen i v pŚ²padŊ z§vislosti DS na molekulov® 

hmotnosti HA-SH. StupeŔ substituce dle autorŢ Bian et al. (2016), s rostouc² molekulovou 

hmotnost² kles§, zat²mco u naġeho pozorov§n² je tomu pŚesnŊ naopak. PŚ²ļina pozorovan®ho 

jevu bude pravdŊpodobnŊ souviset s n§rŢstem molekulov® hmotnost², kter§ se projev² 

omezenou mobilitou ŚetŊzcŢ HA(Na) jehoģ vĨsledkem bude vyġġ² gelaļn² ļas [14]. VĨraznŊ 

niģġ² stupeŔ substituce ve svĨch studi²ch potvrdili napŚ. autoŚi Guo, Mi a Sun (2018) (DS 

21% (Mw100 ï 200 kDa) [142], Xu et al. (2021) (DS 17% (Mw 30 kDa) [8], Xia et al (2021) 

(DS 35 % (Mw 4-6 kDa)) [141]. OdliġnĨ DS lze ovlivnit napŚ.: vstupn²mi reaktanty, 

poskytuj²c² thiolovou skupinu (napŚ. CSA, L-cystein atd.), ekvimol§rn² pomŊr reaguj²c²ch 

l§tek a dostateļnŊ homogenn² m²ch§n²m reakļn² smŊsi atd.  

6.3 PŚ²prava hydrogelŢ na b§zi HA-SH 

V experiment§ln² ļ§sti bakal§Śsk® pr§ce byly pŚipraveny hydrogely na b§zi HA-SH o rŢzn® 

koncentraci HA(Na): 1 % (w/w), 2 % (w/w) a 3 % (w/w). Nejprve byl rozpuġtŊn 

lyofilizovanĨ produkt HA-SH-DTT v Qmili vodŊ na pŚ²sluġnou koncentraci. Po rozpuġtŊn² 

byla hodnota pŚipraven®ho pH roztoku zvĨġena na hodnotu pH 8 a takto upravenĨ roztok 

byl ponech§n samovolnŊ s²Šovat za pŚ²tomnosti vzduġn®ho kysl²ku. VĨsledkem byla 

zes²Šovan§ struktura HA-SH-DTT (obr. 36).  

 

Obr. 36 PŚ²klad lyofilizovan®ho vzorku a hydrogelu na b§zi HA-SH-DTT 

 

U pŚipraven®ho 1% (w/w) roztoku thiolovan®ho hyaluronanu nedoġlo k vytvoŚen² 

zes²Šovan® struktury a to u ģ§dn® Mw. Tato skuteļnost pravdŊpodobnŊ souvis² s pŚ²liġ n²zkou 

koncentrac² HA-SH-DTT v roztoku (jen 10 mg/ml). Ke vġem pŚipravenĨm roztokŢm 

thiolovan®ho hyaluronanu o vyġġ²ch koncentrac²ch (2%, tj. 20 mg/ml a 3%, tj. 30 mg/ml) 

byly pŚid§ny 3 ɛl NaOH (na 1 ml roztoku) z dŢvodu vĨġen² pH, d²ky kter®m doch§z² 

k iniciaci vzniku disulfidov® vazby a tedy k vytvoŚen² 3D struktury. Jiģ na prvn² pohled se 

3% (w/w) vzorky HA-SH-DTT jevily pevnŊjġ², pravdŊpodobnŊ z dŢvodu vyġġ² koncentrace 
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polymeru v roztoku. Pro urļen² pŚesn® hodnoty tuhosti hydrogelŢ byly zmŊŚeny oscilaļn² 

testy. StejnŊ tak nebyl zn§m pŚesnĨ ļas, kdy doġlo k vytvoŚen² pŚ²ļnĨch vazeb, proto byly 

vzorky podrobeny i testŢ reakļn² kinetiky, jej²mģ vĨsledkem je stanoven§ doba gelace. 

Dalġ²m moģnĨm dŢvodem, proļ vzorky o niģġ² koncentraci nes²Šuj² je n²zk§ hustota 

thiolovĨch skupin, kter® nejsou schopny vytvoŚit pevnou stabiln² strukturu (Bian et al. 2016).   

6.4 Reologie  

Pro pŚ²pravu hydrogelŢ je dŢleģit® zn§t dobu, vzniku zes²Šovan® struktury modifikovan®ho 

hyaluronanu (gelaļn² ļas), ale i vĨslednou tuhost hydrogelŢ pro jejich n§sledn® aplikace 

napŚ. v tk§Ŕov®m inģenĨrstv². Reakļn² kinetika a tuhost hydrogelŢ byly studov§ny na 

z§kladŊ reologickĨch mŊŚen².  

Reakļn² kinetika i tuhost hydrogelŢ byly mŊŚeny v z§vislosti na molekulov® hmotnosti (124 

kDa, 243 kDa, 370 kDa a 600 kDa) a koncentraci hyaluronanu (2 % a 3 % w/w). Vzorky s 

koncentrac² 1 % (w/w) (pro vġechny Mw  nebyly charakterizov§ny, protoģe nedoġlo k jejich 

zes²Šov§n². PŚ²ļinou byla pravdŊpodobnŊ pŚ²liġ n²zk§ koncentrace polymeru v roztoku, jak 

je uvedeno v pŚedchoz² kapitole.  

6.4.1 Reakļn² kinetika 

Nejprve byla provedena charakterizace doby gelaļn²ho, tedy tzv. reakļn² kinetiky 

thiolovan®ho hyaluronanu z pohledu rŢzn® molekulov® hmotnosti a koncentrace. VĨsledky 

reakļn² kinetiky jsou uvedeny v grafu 3.  

 

Graf 3 Z§vislost doby gelace na molekulov® hmotnosti HA-SH (124 kDa, 243 kDa, 370 

kDa, 600 kDa) thiolovan®ho hyaluronanu (koncentrace polymeru 2 a 3 % w/w) 
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Bod gelace lze definovat jako m²sto, ve kter®m doch§z² k vyrovn§n² hodnoty Ăstorageñ a 

Ălossñ modulu (prŢseļ²k kŚivek Ăstorageñ (GË) a Ălossñ (GËË)) v z§vislosti na ļase t mŊŚen² 

(viz pŚ²loha). Za t²mto bodem, tedy bodem kdy Ăstorageñ modul dosahuje vyġġ²ch hodnot 

neģ Ălossñ modul, jiģ ve vzorku pŚevaģuje elastick§ ļ§st nad ļ§st² visk·zn² a gel se st§v§ 

tuhĨm. Z vĨsledkŢ grafu 3 je tedy patrn®, ģe bod gelace nez§vis² na koncentraci polymeru a 

u vġech vzorkŢ doġlo k jejich zes²Šov§n² do 60 min. V pŚ²padŊ 2% vzorkŢ, gelaļn² ļas 

s rostouc² molekulovou hmotnost² roste a to z hodnoty 0,25 min (Mw =124kDa) aģ na 

hodnotu 49,67 min (Mw =600kDa). Obdobn® chov§n² bylo pozorov§no i u 3% vzorkŢ, kde 

gelaļn² ļas s rostouc² Mw roste z hodnoty 0,08 min (Mw =124kDa) na hodnotu 50,50 min 

(Mw =600kDa). PozorovanĨ trend naruġuj² vzorky s Mw = 370 kDa, kter® maj² prakticky 

srovnatelnou dobu gelace se vzorky Mw = 243 kDa. PravdŊpodobnou pŚ²ļinou pozorovan®ho 

chov§n² je dosaģenĨ niģġ² stupeŔ substituce (DS) vzorkŢ s Mw = 370 kDa (viz tab. 4). OdliġnĨ 

vĨsledek byl pozorov§n tak® u vzorkŢ s Mw = 124 kDa, jejichģ gelaļn² ļas byl naopak 

nejkratġ² (i kdyģ viskozita odpov²dala nejvyġġ² hodnotŊ 291mPa.s). Kr§tkĨ ļas gelace vzorku 

mŢģe bĨt zpŢsoben n²zkĨm stupnŊm substituce, d²ky kter®mu je poļet -SH skupin ve vzorku 

omezenĨ a pŚ²tomn® skupiny spolu pomŊrnŊ jednoduġe interaguj² za vzniku disulfidick® 

vazby.  

Jak uģ bylo jednou naznaļeno, s rostouc² molekulovou hmotnost² thiolovan®ho hyaluronanu 

roste gelaļn² ļas. S rostouc² Mw totiģ doch§z² k n§rŢstu viskozity roztoku, a tedy k poklesu 

mobility volnĨch thiolovĨch skupin v§zanĨch na ŚetŊzci hyaluronanu, projevuj²c² se niģġ² 

reaktivitou, tedy gelaļn²m ļasem. Guo et al. (2018) se ve sv® pr§ci zamŊŚili na charakterizaci 

z§vislosti gelaļn²ho ļasu hydrogelŢ na b§zi thiolovan®ho hyaluronanu (HA-SH) 

s hyaluronanem modifikovanĨm pomoc² katecholuna hodnotŊ pH . Dle tŊchto autorŢ doba 

gelace kles§ v ŚadŊ: z tzv. Ănekoneļn®hoñ bodu, tj. bodu kdy vzorek nes²Šuje vŢbec (pH <7), 

70 s (pH 7), 25 s (pH 8), 30 s (pH 10). Nejniģġ² gelaļn² ļas byl zjiġtŊn v pŚ²padŊ hydrogelu 

s²Šovan®ho pŚi pH = 8 [142]. Na z§kladŊ vĨsledkŢ autorŢ Guo et al. (2018) lze zdŢvodnit, 

proļ bylo pŚi s²Šov§n² HA-SH hydrogelŢ v r§mci experiment§ln² ļ§sti bakal§Śsk® pr§ce 

upraveno pH na hodnotu 8. PŚi kysel®m pH (pH <7) jsou totiģ -SH skupiny blokov§ny, tak 

aby nedoġlo k jejich pŚedļasn®mu zes²Šov§n² za vzniku disulfidov® vazby. Po ¼pravŊ pH na 

hodnotu 8, doch§z² ke vzniku zes²Šovan® polymern² struktury (za pŚ²tomnosti vzduġn®ho 

kysl²ku), jej²ģ vĨsledkem je hydrogel.  

Po ukonļen² mŊŚen² reakļn² kinetiky a n§sledn®m vyjmut² vzorkŢ z geometrie reometru bylo 

pozorov§no, ģe vzorek je mŊkkĨ, tzn. ģe jeho struktura nen² zcela zes²Šovan§. ThiolovanĨ 
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HA(Na) totiģ s²Šuje za pŚ²tomnosti vzduġn®ho kysl²ku, a i pŚestoģe geometrie reometru nen² 

zcela uzavŚen§, nebyl vzorek pravdŊpodobnŊ vystaven potŚebn®mu mnoģstv² oxidaļn²ho 

ļinidla, protoģe jiģ po p§r minut§ch jeho vystaven² vzduġn®mu kysl²ku (pŚi laboratorn² 

teplotŊ) doġlo k jeho okamģit®mu dos²Šov§n². Kinetiku pŚipravenĨch hydrogelŢ na b§zi 

thiolovan®ho hyaluronanu zkoumali ve sv® pr§ci i autoŚi Asim et al. (2020), kteŚ² zjistili, ģe 

s rostouc² koncentrac² reaktivn² l§tky N-acetylcystein roste elastickĨ modul GË vĨsledn®ho 

hydrogelu (max 165 Pa, Mw 10ï50 kDa), projevuj²c² se vysokou elasticitou a tuhost² 

materi§lu, naopak s rostouc² koncentrac² se sniģuje doba gelace (z 20 min pro 0,1 % (m/v) 

na 5 min pro 1 % (m/v), Mw 10ï50 kDa) [66].  

6.4.2 Oscilaļn² testy  

Vzhledem k tomu, ģe vĨsledn§ tuhost hydrogelŢ m§ vliv na migraci a proliferaci bunŊk, je 

charakterizace reologickĨch vlastnost² materi§lŢ vyuģ²vanĨch jako scaffoldy velmi dŢleģit§ 

[66]. V grafu 4 je uvedena z§vislost Ăstorageñ modulu (GË) na molekulov® hmotnosti HA-

SH, v rozsahu ¼hlov® frekvence 0,1-100 rad/s.  

 

Graf 4 Z§vislost Ăstorageñ modulu na molekulov® hmotnosti HA-SH, Ăstorageñ modul byl 

mŊŚen v rozsahu ¼hlov® frekvence 1-10 rad/s 

Tuhost vzorkŢ byla urļena jako prŢmŊr hodnot Ăstorageñ modulu v oblasti ¼hlov® frekvence 

1 ï 10 rad/s. Tuto oblast hodnot ¼hlov® frekvence lze oznaļit za tzv. bezpeļnou z pohledu 

struktury gelu, ve kter® nedoġlo k poruġen² struktury hydrogelu v mŊŚ²c² geometrii. 

Z vĨsledkŢ uvedenĨch v grafu 4 je patrn®, ģe vyġġ² tuhost vykazuj² hydrogely s vyġġ² 

koncentrac² polymeru HA-SH. Tedy tuhost u 2% vzorkŢ roste z hodnoty 185 Pa (124kDa) 

na hodnotu 716 Pa (600kDa), zat²mco v pŚ²padŊ 3% vzorkŢ roste z hodnoty 700 Pa (124kDa) 
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na hodnotu 1710 Pa (600kDa). Z grafu je rovnŊģ vidŊt, ģe tuhost hydrogelŢ roste i s rostouc² 

molekulovou hmotnost². PozorovanĨ trend pravdŊpodobnŊ souvis² s d®lkou polymern²ho 

ŚetŊzce, kter§ roste s vyġġ² molekulovou hmotnost². Z toho vyplĨv§, ģe ļ²m vyġġ² Mw, t²m 

hustŊjġ² je polymern² s²Š HA-SH projevuj²c² se vyġġ² tuhost². VĨjimku v pozorovan®m trendu 

pŚedstavuje vzorek o Mw = 370 kDa, jehoģ vĨsledn§ tuhost je, v pŚ²padŊ 3% (w/w) 

koncentrace, vĨraznŊ niģġ² neģ vzorek s molekulovou hmotnost² (Mw = 243kDa). DŢvodem 

(stejnŊ jako v pŚ²padŊ reakļn² kinetiky), mŢģe bĨt, jednak jeho niģġ² DS, tak i srovnateln§ 

vĨchoz² molekulov§ hmotnost hyaluronanu deklarovan§ materi§lovĨm listem vĨrobce. Tak® 

si lze vġimnout, ģe vzorky o Mw = 243 kDa a Mw = 600 kDa maj² podobnou hodnotu GË 

modulu, projevuj²c² se podobnou tuhost² tŊchto vzorkŢ. U obou vzorkŢ byl rovnŊģ potvrzen 

podobnĨ stupeŔ substituce (viz tab. 4).  

Touto problematikou se zabĨvali i autoŚi Bian et al. (2016), kteŚ² potvrdili, ģe s vyġġ²m 

stupnŊm substituce elastickĨ modul GË roste. Tuto skuteļnost nelze dle n§mi zjiġtŊnĨch 

vĨsledkŢ zcela potvrdit, protoģe u 2% i 3% (w/w) sady vzorkŢ storage modul GË roste v ŚadŊ: 

Mw 124kda, 370kDa, 243kDa, 600kDa. U vzorkŢ s koncentrac² 2% (w/w) nen² rozd²l 

v tuhosti mezi jednotlivĨmi vzorky tak vĨraznĨ jako v pŚ²padŊ 3% (w/w) [14].  

Bian et al. (2016) d§le tvrd², ģe pŚi stejn®m DS roste GË s rostouc² molekulovou hmotnost². 

Tento vĨsledek nelze potvrdit ani vyvr§tit, jelikoģ pŚi n§mi proveden® modifikaci 

hyaluronanu byl dosaģen 2kr§t niģġ² DS [14]. RovnŊģ pŚi porovn§n² vĨsledn® tuhosti 

thiolovanĨch hydrogelŢ bylo zjiġtŊno, ģe v pŚ²padŊ srovnateln® molekulov® hmotnosti a DS 

(100kDa (DS 37,5 %) a 300 kDa (DS 33,5 %)) vykazuj² hydrogely autorŢ Bian et al. (2016) 

vyġġ² tuhost (GË= 12kPa (124kDa), GË= 15kPa (300kDa)) v porovn§n² s n§mi pŚipravenĨmi 

hydrogely (GË= 0,7kPa (124kDa), GË= 0,9kPa (370kDa)).  

Z§vislost GË modulu a viskozity ɖ* na ¼hlov® frekvenci analyzovanĨch vzorkŢ popisuje graf 

5.  
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Graf 5 Z§vislost Ăstorageñ modulu (GË) a komplexn² viskozity (ɖ*) na ¼hlov® frekvenci 

(ɤ), kter§ byla mŊŚena v rozsahu 0,1-100 rad/s 

Na z§kladŊ technick® specifikace 3D tisk§rny Bio X od firmy Cellink leģ² viskozita tisknut®ho 

materi§lu v intervalu 0,1 ï 10 Pa.s (pŚi smykov® rychlosti ɤ = 100 rad/s). Na z§kladŊ grafu 5 

vĨsledn§ viskozita vġech 2% vzorkŢ o danĨch molekulovĨch hmotnostech splŔuje poģadavky 

viskozity na extruzn² tisk. JedinĨ 3% vzorek o molekulov® hmotnosti 600 kDa se vymyk§ 

z trendu a nesplŔuje tak podm²nky na k pŚ²pravŊ hydrogelu metodou 3D tisku 

Z tohoto grafu lze Ś²ci, ģe Ăstorageñ modul je s rostouc² ¼hlovou frekvenc² ɤ konstantn². To 

tedy znamen§, ģe bŊhem oscilace nedoch§z² k poruġen² pevnosti pŚipravenĨch hydrogelŢ. 

Tuhost² hydrogelŢ byla rovnŊģ zkoum§na autory Guo et al. (2019). Na z§kladŊ jejich 

vĨsledkŢ lze konstatovat, ģe nejvyġġ² tuhost (storage modul) thiolovan®ho hydrogelu byla 

zjiġtŊna u vzorku s²Šovan®ho pŚi pH 8 ï 8,5. Hodnota storage modulu (GË) tedy roste do pH 

8-8,5, kde je tuhost hydrogelu nejvyġġ². PŚi pŚekroļen² hodnoty pH =8,5 maj² naopak 
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hydrogely tendenci bĨt mŊkļ², storage modul (GË) kles§ [142]. ElastickĨ modul (GË) 

thiolovan®ho hydrogelu z§vis² kromŊ pH i na stupni substituce. Viskoelastick® chov§n² 

hydrogelŢ zkoumali tak® autoŚi Yegappan et al. (2019), kteŚ² ve sv® studii porovn§vali tuhost 

3% vzorkŢ hydrogelŢ na b§zi HA-SH (150 kDa) a hydrogelŢ na b§zi HA-SH 

s nanoļ§sticemi polydopaminu (PDA). Tuhost hydrogelŢ bez pŚ²davku PDA ļ§stic 

odpov²dala hodnotŊ GË = 99 Pa (Mw = 150 kDa), zat²mco tuhost hydrogelŢ s pŚ²davkem PDA 

ļ§stic byla podstatnŊ vyġġ², tj. GË = 163 Pa (Mw = 150 kDa) [11]. PŚi porovn§n² hodnot 

storage modu (GË = 99 Pa (Mw = 150 kDa)) zjiġtŊn®ho u vzorkŢ autorŢ Yegappan et al. 

(2019) je patrn®, ģe v r§mci naġeho experimentu byly pŚipraveny tuģġ² hydrogely (GË = 

700Pa (Mw = 124kDa)). N§mi pŚipraven® hydrogely vykazovaly vyġġ² tuhost i pŚi porovn§n² 

s hydrogely s pŚ²davkem PDA ļ§stic.  

6.5 Porozita hydrogelŢ na b§zi HA-SH  

Pro charakterizaci morfologie a povrchov® struktury pŚipravenĨch hydrogelŢ byla pouģita 

skenovac² elektronov§ mikroskopie (SEM). Jak je uvedeno v popisu experimentu, vzorky 

byly po lyofilizaci pŚ²ļnŊ seŚ²znuty a pozorov§ny pŚi urychlovac²m napŊt² 10 kV. AnalĨza 

SEM sn²mkŢ uk§zala vysoce por®zn² strukturu hydrogelŢ s ġirokou distribuc² velikosti p·rŢ, 

jej²ģ vĨsledky reflektuje obr. 37.  

 

Obr. 37 (a) SEM sn²mek por®zn² struktury thiolovan®ho hydrogelu (Mw = 124 kDa) a (b) 

detailn² vĨŚez p·rovit® struktury thiolovan®ho hydrogelu (Mw =124 kDa) 

Dle analĨzy SEM sn²mkŢ pomoc² programu Image J byla potvrzena skuteļnost, ģe velikost 

vŊtġiny p·rŢ Ò 50 ɛm. Dosaģen® vĨsledky porozity jsou shrnuty v grafu 6.  
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Graf 6 Z§vislost porozity HA-SH-DTT na molekulov® hmotnosti a koncentraci (2% (w/w) 

a 3% (w/w) vzorkŢ  

Z grafu 6 je patrn®, ģe porozita roste s rostouc² koncentrac² polymeru, zat²mco 

pravdŊpodobnŊ nez§vis² na molekulov® hmotnosti. KoncentrovanŊjġ² vzorky (3 %) maj² 

vyġġ² porozitu (47,8 % (Mw 124kDa), 50,8 % (Mw 243kDa), 50,9 % (Mw 370kDa), 48,4 % 

(Mw 600kDa)) neģ vzorky s 2 % (w/w) koncentrac² HA-SH-DTT (37,3 % (Mw 124kDa), 

41,7 % (Mw 243kDa), 39,1 % (Mw 370kDa), 35,6 % (Mw 600kDa)), coģ je pravdŊpodobnŊ 

d§no vyġġ² koncentrac² polymeru ve vzorku thiolovan®ho HA(Na).  

Na obr. 38 jsou uvedeny SEM sn²mky por®zn² struktury HA-SH-DTT hydrogelŢ s rŢznou 

molekulovou hmotnost² a koncentrac² hydrogelŢ.  
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Obr. 38 Sn²mky SEM struktury analyzovanĨch hydrogelŢ s rŢznou molekulovou hmotnost² 

ï ļ²slo (2 a 3) oznaļuje koncentraci HA-SH-DTT hydrogelu a p²smeno (A-D) rostouc² 

molekulovou hmotnost polymeru (124 - 600 kDa) 

Velikost p·rŢ je dŢleģitĨm parametrem 3D struktury biopolymeru, ovlivŔuje vĨmŊnu l§tek 

uvnitŚ i vnŊ por®zn²ho materi§lu, a mimo to m§ vliv i na bunŊļnou proliferaci [9]. 

Na porozitu produktu m§ vliv tak® teplota zamraģen² pŚipraven®ho hydrogelu. Collinse a 

Birkinshawa (2010) zjistili, ģe na velikost p·rŢ hydrogelu na b§zi hyaluronanu m§ vliv teplota 

zamraģen² materi§lu pŚed lyofilizac². S poklesem teploty zamraģen² se sniģuje velikost p·rŢ. 

V r§mci experimentu byly vzorky zamraģeny pŚi teplotŊ -18 ÁC, to podle studie uvedenĨch 

autorŢ znamen§, ģe velikost p·rŢ by mŊla bĨt okolo 210 ɛm. Protoģe ve sv® studii ale neŚeġ² 

hydrogely na b§zi thiolovan®ho hyaluronanu, mohou bĨt jejich vĨsledky m²rnŊ odliġn®. D§le 

pozorovali vliv Śezu materi§lu (pro pŚ²pravu na pozorov§n² v SEM) a teploty zamraģen² produktŢ 

na vĨslednou velikost p·rŢ, pŚiļemģ zjistili, ģe pŚi zamraģen² na teplotu okolo -20 ÁC nem§ 

zpŢsob Śezu vzorku vliv  na velikost p·rŢ. Naopak pŚi zamraģen² na niģġ² teplotu (-10 ÁC) byl 

pozorov§n rozd²l ve velikosti p·rŢ pŚi pŚ²ļn®m a rovinn®m Śezu [143].  
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ZĆVŉR 

V r§mci experiment§ln² ļ§sti bakal§Śsk® pr§ce byl pŚipraven deriv§t hyaluronanu pomoc² 

thiolŢ (HA-SH). Prvn²m krokem synt®zy hyaluronanu byla aktivace karboxylov® skupiny na 

ŚetŊzec HA(Na) l§tkou EDC. DruhĨm krokem bylo nav§z§n² thiolov® skupiny poskytnut® 

cystaminem na aktivovanou karboxylovou skupinu HA(Na). Po optimalizaci podm²nek 

reakce byly pŚipraveny reakce o 4 rŢznĨch molekulovĨch hmotnostech (124 kDa, 243 kDa, 

370 kDa, 600 kDa) pŚi ekvimol§rn²m pomŊru vĨchoz²ch l§tek 1:2:4:4 

(HA(Na):NHS:EDC:CSA).  

Ke vzniku disulfidick® vazby a tedy zes²Šov§n² thiolovan®ho hyaluronanu za vzniku 3D 

polymern² s²tŊ doch§z² pŚi pH > 7 (za pŚ²tomnosti vzduġn®ho kysl²ku). I kdyģ byla reakļn² 

smŊs udrģov§na pŚi n²zk®m pH (pH < 7), doġlo k samozes²tŊn² a vzniku hydrogelu jiģ 

v dialyzaļn² membr§nŊ. Proto byla dŢleģitĨm krokem synt®zy HA-SH redukce 

disulfidickĨch vazeb, kter® vznikaj² pŚednostnŊ pŚed volnĨmi thiolovĨmi skupinami. 

Redukļn²m ļinidlem byla l§tka DTT, kter§ tedy ġtŊp² vznikl® disulfidick® vazby. Po jej²mģ 

pŚid§n² bylo pozorov§no zvĨġen² stupnŊ substituce volnĨch thiolovĨch skupin (potvrzeno 

pomoc² NMR spektroskopie).  

ĐspŊġn® nav§z§n² thiolovĨch skupin na ŚetŊzec hyaluronanu bylo potvrzeno FTIR a NMR 

spektroskopi². Ve spektrech FTIR se p§sy, kter® potvrzuj² thiolovou skupinu, objevuj² 

v oblastech 3000 ï 3600, 2500 a 1620 cm-1. V oblasti 3000 - 3600 cm-1 se pŚekrĨvaj² p§sy 

n§leģ²c² OH a NH skupinŊ. Thiolov§ skupina se na ŚetŊzec HA(Na) v§ģe pŚes NH skupinu, 

jenģ se projev² z¼ģen²m a zvĨġen²m p§su v oblasti (3000 - 3600 cm-1). V oblasti 2500 cm-1 

se projevila absorpce thiolov® skupiny. P§s v t®to oblasti je tŊģce detekovatelnĨ, proto byla 

urļena i plocha pod p²kem, kter§ je uvedena v pŚ²loze t®to pr§ce. N§rŢst hodnoty plochy pod 

p²kem u HA-SH je nepatrnĨ, ale pŚesto potvrzuje pŚ²tomnost thiolov® skupiny na HA(Na). 

DetailnŊjġ² charakterizace syntetizovan®ho HA-SH byla provedena pomoc² NMR 

spektroskopie. Charakteristick® p²ky, kter® odpov²daj² voln® thiolov® skupinŊ, byly 

detekov§ny v oblasti chemick®ho posunu 2,36 ï 2,53 ppm, a p²ky reflektuj²c² disulfidickou 

vazbu byly pozorov§ny v oblasti 2,62 - 2,71 ppm a 2,92 ï 2,98 ppm. Pomoc² NMR spekter 

byl spoļ²t§n tak® stupeŔ substituce thiolovĨch skupin (DS)m vztaģenĨ k referenļn²mu p²ku 

detekovan®ho v oblasti 2,00 ppm (odpov²d§ chemick®mu posunu N-acetylu na ŚetŊzci 

HA(Na)). Nejvyġġ²ch hodnot stupnŊ substituce bylo dosaģeno u molekulov® hmotnosti Mw 

= 243 kDa (49,6 %) a Mw = 600 kDa (46,9 %). Dosaģen® stupnŊ substituce vĨraznŊ ovlivŔuj² 

reologick® vlastnosti.  
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V r§mci experimentu byly pŚipraveny hydrogely o rŢzn® koncentraci polymeru (1 % (w/w), 

2 % (w/w) a 3 % (w/w)), pŚiļemģ u 1 % vzorkŢ nedoġlo ke vzniku zes²Šovan® struktury. 

Tato skuteļnost pravdŊpodobnŊ souvis² s pŚ²liġ n²zkou koncentrac² HA-SH-DTT v roztoku 

a n²zkou hustou s²tŊ. Na z§kladŊ provedenĨch reologickĨch mŊŚen² bylo zjiġtŊno, ģe doba 

gelace nez§vis² na koncentraci polymeru (2 % a 3 % (w/w), ale roste s rostouc² molekulovou 

hmotnost² polymeru. Z provedenĨch oscilaļn²ch testŢ bylo rovnŊģ zjiġtŊno, ģe Ăstorageñ 

modul (GË) roste s rostouc² koncentrac² i rostouc² molekulovou hmotnost² polymeru a to 

z hodnoty 185 Pa (124 kDa) na hodnotu 716 Pa (600 kDa) u 2% vzorkŢ, a z hodnoty 700 Pa 

(124 kDa) na hodnotu 1710 Pa (600 kDa) v pŚ²padŊ 3%. Z vĨsledkŢ oscilaļn²ch testŢ tedy 

vyplynulo, ģe ļ²m vyġġ² je molekulov§ hmotnost polymeru (ve vzorku je v²ce ŚetŊzcŢ), t²m 

vyġġ² je viskozita dan®ho vzorku. Z dŢvodu pŚedpokl§dan® pŚ²pravy hydrogelŢ pomoc² 

metody 3D tisku, bylo kl²ļov®, aby viskozita s²Šovan®ho roztoku leģela v oblasti hodnot 

(0,1-10Pa.s). PŚi pŚekroļen² t®to maxim§ln² hodnoty, totiģ mŢģe doj²t k poruġen² tiskov®ho 

materi§lu, pŚ²padnŊ jeho nevytlaļen²m z tiskov® hlavy. Na z§kladŊ provedenĨch oscilaļn²ch 

testŢ je moģn® konstatovat, ģe vġechny zvolen® molekulov® hmotnosti (vyjma Mw = 

600kDa) HA-SH (v pŚ²padŊ s®rie 2% koncentrace vzorkŢ), lze pravdŊpodobnŊ pouģ²t pro 

aplikaci 3D tisku. V pŚ²padŊ koncentrace (3%) dan® viskozitn² oblasti vyhovuje pouze 

vzorek s Mw = 124kDa. V neposledn² ŚadŊ byla provedena charakterizace porozity 

pŚipravenĨch vzorkŢ pomoc² SEM. Velikost detekovanĨch p·rŢ odpov²dala hodnotŊ Ò 50 

ɛm. Mimo to lze zkonstatovat, ģe porozita se nemŊn² s rostouc² molekulovou hmotnost² 

thiolovan®ho polymeru. Na z§kladŊ vġech provedenĨch analĨz lze pŚedpokl§dat, ģe hydrogel 

pŚipravenĨ na b§zi thiolovan®ho hyaluronanu, lze d²ky jeho vĨslednĨm vlastnostem 

(porozita, reologick® chov§n², ¼spŊġnost modifikace a replikace vĨsledkŢ) povaģovat za 

potencion§lnŊ slibnĨ materi§l pro tk§Ŕov® inģenĨrstv².  
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SEZNAM POUĢITħCH SYMBOLš A ZKRATEK 

ATR  zeslabenĨ ¼plnĨ odraz (technika mŊŚen² FTIR spektroskopie) 

BCP  nanoļ§stice fosforeļnanu v§penat®ho  

BDDE  1,4-butandioldiglycidyl ether 

C  uhl²k 

Ca2+  v§penat® kationty 

CPC  cetylpyridiniumchlorid 

CSA  cysteaminu 

C=O  karbonylov§ skupina  

Da  jednotka dalton (kDa, MDa) 

DMEM kultivaļn² ļinidlo  

DMF  dimethylformamid 

DMSO  dimethylsulfoxid 

DMTMM  4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-N-methylmorfolinium-chlorid 

DNA  deoxyribonukleov§ kyselina 

DS  stupeŔ substituce (%) 

DTP  3,3-dithiobis (propionylhydrazid) 

DTT  dithiothreitol 

DVS  divinylsulfon 

D2O   tŊģk§ voda 

EDC  1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) karbodiimid 

EDTA   kyselina ethylendiamintetraoctov§ 

FIR  vzd§len§ oblast infraļerven®ho z§Śen² 

FTIR  infraļerven§ spektroskopie s Fourierovou transformac² 

GAS  glukosaminoglykany 

G*  komplexn² modul (Pa) 
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GË   souf§zovĨ (Ăstorageñ) modul (Pa) 

GËË   ztr§tovĨ (Ălossñ) modul (Pa) 

H  vod²k 

HA  kyselina hyaluronov§ 

HA-DTP hyaluronan modifikovanĨ 3,3-dithiobis (propionylhydrazid)  

HA-MA hyaluronan modifikovanĨ anhydridem kyseliny methakrylov®  

HA(Na) hyaluronan (sodn§ sŢl kyseliny hyaluronov®) 

HA-SH thiolovanĨ hyaluronan 

HA-SH-DTT  thiolovanĨ hyaluronan s pŚ²davkem DTT  

HOBt  1-hydroxybenzotriazolu 

H2O2  peroxid vod²ku  

IHA(Na)  integrace referenļn²ho p²ku (N-acetylu) 

ISH  hodnota integrace p²ku voln® thiolov® skupiny 

Is-s  hodnota integrace p²ku disulfidov® vazby 

IR   infrared (infraļerven®)  

K+  draseln® kationty 

LVĻ  limitn² viskozitn² ļ²slo 

Mg2+   hoŚeļnat® kationty 

Mw  molekulov§ hmotnost (kDa, popŚ. MDa) 

MIR   stŚedn² oblast infraļerven®ho z§Śen²  

N  dus²k 

Na+  sodn® kationty 

NaIO4  jodistan sodnĨ  

NIR   bl²zk§ oblast infraļerven®ho z§Śen²  

NH  aminov§ skupina  

NHS   N-hydroxysuckcinimidu 
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NMR   nukle§rn² magnetick§ rezonance 

NP   pulpozn² j§dro 

O   kysl²k 

OH  hydroxylov§ skupina 

PEG   polyethylenglykol 

pH   z§pornĨ dekadickĨ logaritmus H3O
+ iontŢ 

Qmili  deionizovan§ voda 

RFP   riboflavinfosf§t 

RNA  ribonukleov§ kyselina 

SEM  skenovac² elektronov§ mikroskopie 

SH   thiolov§ skupina 

S-S  disulfidov§ vazba 

t  ļas (s) 

ɖ*   komplexn² viskozita (PaĿs)  

ɤ   ¼hlov§ frekvence (rad/s) 
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