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ABSTRAKT

V. r8§mci experiment§ln2 | §sti bakal §pl@k® pr
potencion8l n?2 matheyrdr8dgelpT o pp&2 priaovnie di ¢ 2
experiment 8l n2 al $atdia yloa kKFSit hi @ V-BH)a nl®hgp? c
se konaewt e&a? ovopolymeamot BdbEt 2 m ¥kol em byl a
uvedenlT ch p3H,ame§siTedHNN pSipravit hydrogel
PsphRgn® nav§ziEmy mnéai $étoWD®c s kluypal uronanu ( H
FTI R a NMR spektroskopi e. Reol ogick® v g
thiolovan®ho hyaluronanu byly charakteri z
stanoven@ or ozi t a vI 8§l edn ®BNMRSpektoskddi bylo potvrzeno,

ge stupeR sowHstviRtujoce r(ed3)ogi Z2%r®o wé R shiylos tpo
geolda gel ace nez 8polymed, alesa rkoosnt coeunct2r ancoil e k ul ¢
rosteKr omND gel rnoendy§ma pobuhost v Iiysddg2d nt®hloo shty
(Astoraglkyil anopat Yyr zena u v ziormko[l esk ud Yo @? hk
polymeru Nejvygg2 dosagen8 tuhost byla 1710 |
ke vzni kutzesibBoyap® € % (w/w). Viskozita
rad/ s byl ai O rPa.mevRBt Pi,Ma p- - odp o Velkesitioa ®h o
50 em. Na z8kladhD dosagemliydhoglslyedaT blgze
hyalurmanup Sedst avuj 2| pbhE n proagnbtomid3® Itisku voblasti

tk §Rmw@&enlirstv2 nebo jako platf.orma pro a

Kl 2| o v fiolace,lyalusonan, hydrogel, FTIR, SEM,e ol o0 g i c,lp®oziah ov § n ?



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.eln th
experimental part, a number of samples of thiolated hyaluronarStH)Awith different
polymer concentration and molecular weight were prepared. A partial task was to evaluate
the influence of the mentioned H®H parameters, and subsequently prepare ggts@nd
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 polyncentation

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 viscositige@hydrogel at a shear rate

of 100 rad/s was in the range gfLl@ 10 Pa. Most of the pores of the resulting material
corresponded to a size O 50 em. Based on t
based on thiolated hyaluronan represerttargially 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.

Keywords:thiolation, hyaluronan, hydrogel, FTIR, SEMheological behavig porosity
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bVvOD

Vsoul asn® dobhN se do popSed2? z8&jmu vhDdeck
kpS2pravh struktur, jejichg %kolem [jle nah
Z8roveR mus?2 tyto materi 8ly (pro mogn® e
podm2mekikt er ® pat $2 pSedevg?2 m b iBiokoropatipiiust i bi |
|ze definovat jakos c hopnost dan®ho matdirvi8muorbdadniks
naopak biodegradabilita vyjadSppdnedhgphno:c
jednd ky, kter ® nej souy2.prQb eocrngla nsies nuask ot vo& i ntakt «
bi omatajraik§|jye teyiuanjejict® Tz obu se kl adou vel mi
materi 8ly, kter® spl RoppkS.toyno kwwso ka® kneSrra
biopolymery. Jakugn § zev napov2d§, jedn§8 seSé cmpalhnym
ifosizeieehT a mohou nebo BepAwucskl edu th@tood em
nejzaj2mavnhDj g2 ptS2,r ojden@¢ cshe zz?r ok §v aaj 2M8zr ov e R
takov® | zesodauSgdi tkymsap $.n HA(Na). Hyaluroram rehd®

soh§ sTI kyseliny hyaluronov@ ojud ap8®r @b
kv el mi popul 8rn2m jenta2tkeyr i §VTm anikk&tri2z m vl
bi okompatibilita, mi ni m8I nhojivmlung®gve8mi cm & @
kosmeticd i t k8§ Rov®m i n g e mimukyalugrean jgvihrl cezdeemp Lk s ©
| i dsk®ho tRNla (napS. pokogka, synovi§ln2 t
vbi omedi c2nihn. Vel kou nevipotobedbypakepB8bonam
vt k§Rov®m idope 8l mrotzypu,stnost ve vodnh, sl ab
sekezl epgen?2 jeho vl astmomditf2i knaedil amsy dj a x ylSd \
skupiny disachar i dolvak ajl e8dSnsckt®IS epyrégadifiksiced y | aVv
hyaluronanup o moc 2 t hi olHd valvent? svk thpoidry t hi ol ace t ¢
v jednoduct®s y nefk@tzer § nevydaduj eadittp@eutfjok? ckhemi sk
| i n,jakeilvev] s etlastnostt hi ol ovan®h qvyhgyga2! umwknaardit
stabilita proti degradguwii skaelfaysztiiocliagi c &
HA(Na)).

Zpohledub i o me diceaplikagjke t hiHANameaenl ast Nji vyug?2ves
hydrogell. Obecnyellzye phSjidprroavit fyzi k&8l n2m (nap
iontov® s2Sovs&n2?2) nebo chemickim (pS. rad
definovat jako spojovgn2 pol ymerzawznki3DSet Nz
struktury (polgmeMpys2z padd,| nemsstSpohp@er n? str
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vypl Ruje voda, | ze tutbystog&liiwrnazh8kit t
hyaluronanu | z e pSipravit nukl eofi |l n? ( Mi chael
(oxidace) . ah s DB ovERP olmnm s t i VEiodoxgrd@hom? &

| i n{Hd0g)Js 2 Suj2 za vzniku disulfidov® vazhby.
s2Sovg8n2 proteinT, kter® pSedstav A 2prjSedn
mTge bl tdTjveodeln 2pr ol ] e stohuil mlsane®e dpdINy mea K
Hydrogely na b8zi t hi ol orvaapn8&dinoolodii, preopedirao n a n |
chirurgi (hoj en2 pogkozenlTch , klecsulerna ctk ®c hmreuwp a\?

vr §siebavonk ol ogi i (S2zen® uvol Rov&n2 | ®|iva
BDsphNDgnou modi fikaci hyal uronanu thioly |z
(FTIR)nebo nukl e8rn2z maMdRethktckon® pezlntawmjcé
Pro aplikaci pSipravenlch thi ol orveaon Tocghi c i)

parametry.Ne j | a st Njdobugelmcdd teadrn®Bu ol ze defi novat | a
kters@m z vVvisk:-2zn?2 kapah&@nykast Pws logvl@ans@Ihiiocz k
hydrogelu z 2 s k 8§ me por ®zn?2 strukturu, kterou
el ektr onov ®m SEM). Klatm snktada poskytgje informace o povrchu
analyzovan®polezronkuel i kost p-r T gmdgnR®a z

posoudit zdal i z thiolovan®ho hyaluronanu | ze p8S

C2lem bakabyBSpkSs® pprayce deri vEIA)ploy®ePRi nmyhik
(HASH), kterT byp®dypr avhidbdmydrkogel T pVro§ nbciio me
experimtent 81 n2 | §sti byl a pSi pholwyalwonamuHB@a)a Vv z o
l i g2c2 se koncentrac?2 polymeru, mol ekul ov
kol em bylo zhodnotit vIsiywyt ESHen au weS® e Tac
hydrogsellef[dnmsydrogely pSipravit a prov®st
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SOULASNh STAV F EGENE£ PROBLEMATI KY

Hyal uronan (HA(Na)) je line8rn? pol ysacha
jehog struktur a disachaido®éddofyi kyseiny®gluy R cr osev G
N-acetytD-g | uk o s ami napojed @ahiz S} d mf 2 ¢ 3-01,4) glykdsiickou
vazbou[4]. D2 ky sv® vysok® biokompatibilitpD a |
vyug2vsgn napS. jakoaomatemir§lr  -kyl ©@omB mdamdn
| ®kaSstv2, v tk&8Rov®m ingenllr spSes |vig g cahknoy
vliastnosti, kterTmi |istl HA(Na) disponuj
omezeno nap$S. jeho vIi[Boryrchd oruowge usytard@xl?é g iv
prosh&ked2sl abl mi mech[8nAbcyk Thmil ov | cacss angpesrt ani g
viastnot 2 j e tSeba HA{fQ.NpYy ambdbtj f iallowat ,chemick
strukturu. Jednoumo g nost 2, jak chemicky modiafriulgewnart
jeho biokompatibility a nulov® cytotwxi ci
skupinu (SH.Vsoul asn® dobhD se problemati kou mod
cel 8 Sada vibl&NapSeék!l adudiuz oSi Kafedjiiski
thiolovaniHARSH@A|l kut endanm8 6, 5kr 8t |l epg2 muk:¢
a viraznhD nigg2 rychlost degradace neg | i
pSedsthivoajevanT polymer slibnl materi §l pi
[7.Thi ol ovanlT hydrogel jako nosi |prp$feattali r ak o
(2021) Oxidaln2zm |inidlem sya) zyizaoydyr dgsbuuf
vazby,al e i ( b) pod?2 lpretirakouirf® hdoekl KXYau |r coz spu@ it @A 1# 2
struktuSe thiolovan®ho hyadrdeager aichd bBikl&iytallb®
hydrogelylzen § s | le@in ®h o st r uukvtoulrnyi tS2 zD2nkly t omu p S
na b8zi thioloshn®hd mpakeuizEhbapubopBy ppru
| @k ypSi | ® bN [8lok&I n2ch tumor T

Dal g2 autoSi Cao et al. (2019) TaaHongpSeépr
thi ol ovanich hydrogel T, kter® | ze aplikov
hydrogel (v kombinaciak r yl 8t ovi mi skupinami) m§ podl
aplikaln2 potenci 8l jako npvtytbpratgktk?i:
bi oi n&iBtRed p[d.Rlong etal. (2020)seasev e sv® pr §ci zamnhS
i nj ekt owASell nhiycdir o g eyjobobagelp n ano | § & toisd emie | n
vEpenaB@ho D2ky phdoddjovant®luesnbhydBupge?t unarg
kostn2c,laB@Pafa@lod, Byn i kzajj 2moBtacinduktiva (svoup S2 t omn o st
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vyvorlt g8 kostan?och ebkip@ldudp neoesn® materi 8l u s
pr o t v otrkb§dnuindzet@tok o mp o z i t fHA-SH/BCPplatngp $ i@ b
poraniDnflelh kost 2

Zabudovg&n2 m sntarnuoklt8usrtyi ct hdioo | soev azna®btd dv @hl Wae lgw@mp @
et al (2019) Tito autoSi pSHo lydBogey loib,s a Geq AlGR § st i
polydopaminu (PDA)Vv y k az uj 2 v 1 r g165Ra) nweiydrggelyHA-SH loes t
pS2dRDAuUnan@IPgEt hgdrogel T s pS2dympkem&§PBPAa
z v 1 §reigrace a prolifera@ b u n PIDA | sl tnilne® , 1 ®V iyRagonaly
kontiwmwu@ll RvEn2 | ®|Zuwa deam I dcdb u n7 oorimifoc 20 vwayng
hydrogey s pSPBDAvhkamode&suywg2t pSi S2tzkeHiRaw @m
i ngrenfiigJ2Chov&§n2 PDA nanol| 8¢t ihoy duw eo getl uu kptor S
aut o$lang Qu2020) kstudii®D A n a nebammn 6t al. (2019) o ligp2 S
poznatek( € a v endPen® | §st i ¢ dSHsex tvi @ uth @affiyita, HIAS B o
adhep, ale ischopnoshydrogelup o h| cov at vDRlkny® kroantbii MASSKHyi. v T |
(naps§. bi okPInpa{sbhbphayt szachycovmat evroil &
spl Ruj e ma gmSdamtkiymiukr obi §1 n2 f@2. | ®kaSskl ch

Vgechny studie zablTvaj2c2 probsemedBBStou t
| ze pjroedm@sduchT m zpTsobem a ZThiolackpy&lstaoujeo gi ¢
jedenzmn o h a z jpkImodiflkovat HA(Na) Za jej 2 néegpopooagol
skutelmapfdS2grav D zes 3sefakdzracrodslinkdwrywlytz wrgy v z d u
kysl 2k na rozd?2| noadp Simod sdifohamk(BVSYEL3],HAK tNean) T mT
pSedstavovat ,pod2eknoig®we 1 Maxlig2 kwlohod ®u zpTs
modi fi kace hyaluronanusj} SolASSHipbomsbc N2 pE®®h
hodnotypH(pH<7)t ot i gt hi okoyv® ®sXmphbm$Em2 2srtcB®g @A 2 ,z
pH nad 7 tzdseléclog&sinkuz&wai ku zes?2 Sollpn® struktur
| pSestoge se probl ematz akbobue § Soi ®lal abavnal nc@h o |t
a studi?2, |jak ejden @®h ttak p@blemalikvpl Sfeptr mwol ovanl
hydr ongre ilif§ 21 ur onanu Photisko(cp o prRe.t ol d ti it sekreant)u

pS21ig .nezmi Ruj e
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. TEORETI CKST
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1 Bl OMATERI CLY

Bi omatlezeé §dgf i novavty ujge?kyod An@asttidewh &jl kblhem | e
nahr adilieladjepafunkcibezpel nTm, spolehlivim, eko
pSijat el nlDePalallake$p0d7h ze bi omat erfs@B®moxh §p a
farmakol ogicky inertn?2 | 8t kngbpz akl|tleern®)nj2s oduo
syst RmTe dintdko s mat,kt @fn®y Romjnkacihi ol ogi ckT m sy
sc2l em | ®| i tp S® e btakgsno B @ pl $ Speaifidkou funkciv i@ d s k ®m
t ND[R]e

Problematikou inteakce ho ma t Bsbii ®1 o gi c & menmo s @ amit bebr vi @&jl 2

viDdWMe zi obl asti jejichpmegjhmni ¢tk® viahsnoao
(hougevnat pevmost ahuSatdh kodifkaci povrcH, a biologick®
(imunologi, toxikologie,procesh 0 j e mtdl) .r alokud m§ blTt pSiprav
v oblasti tk§&8Roaes®h? bint) anposeshpegkyt y .j ako
biokompatibilita a bi odegr adab i | Bidkampdibilia je roib&Ilcw T pOj ¢
vyj @dSajopnostbima tkeormpSa tdiyb ivizr?j e pegd voluu It ikt§a
[2]. Naopakbiodegradabita popisujeschopnosmat er i 8| u tzm degrapdavdtmt s e
jednodugg? strukturn?2 jednotky, kter® | sol

Jak ug bylo zm2nhDno v pSedchoz?2 | §sti t ex:
podm% mpEhoaplikac do | i dsk®ho tDNDI a):

1) i mpl ant 8§t @& pbliiokmavtaenli §do organi smu) nel
systt@nmebi okompati bil n?2

2) pSi agd i kyaxti®mu nevykazuje toxicitu, ne
reakcenekar cinogenn?2 atd. ,

3) jechemi cky i megradacm?e za§ vsitsgl Tna( | ase

4) materi 81 m8 adekyv § t(pewmostinraotnbsy mustateka®l.) v I a st r

55 relativniD |l evng, viepsm tolnoSesaltedd & vae |l keot
produke atd

ZapSedpokl adu, ¢ge materi §I spl RujelTtgbb
anal ytickTch p S zdsavotioflj cTma(t bk 68w @ da hyi)arkuyr,g i ¢ |
ng§str oj e awoblastt %28§zReorv2®h o drneggeemierrsatt vig(nn& ha naedd i ¢

k T ¢gseafoldy, chrupavkyapod) [15].
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ObecnhD 1 ze bionmaRzetre gdryi r:0 zkdd y {15Kd&r ami k a

Prvn2 katkogyor Sk diezsibiS&raat er i §1 T jejicksd coeow gn2@m
elektrickka t e p | o timmechanidk imdastisosem N Dk tkevy j@ouv y u§nr w
jako n8&hr adyt. ktovirednincch at kk8ynl2e |l n2 k| o thly ,e nR o s
zlomenin, fixaéfée, pnebo SedEg2jpEonpl aing §& mi |
mechani ck® vliastnosti, alKevtak®R® Djvénjthiigéhhs zo d
upl at nDn? specdid k TpoRrt eerra V8N Te®y ak o s tveopdSyc 2 dr §t
neboo r t o d conbtliocukk® V1&). Mdzi rBd jyv 2 c e kow & eficlv ditm@®v
biomedi¢ ns kT ch lapé i ishisukabiitt a chromu, zlato, platinnerezoou

ocel a slitny titanu[2].

Druhou kategorib i 0 ma ttevrdi&@@hikla J e d n 8§t S2ach or gani ckl ch |
| §t @ktovaein eb o koval,krntem?28 \wa&zig®pu avoysWwWRVAFL t e p | «
Kerami ka mTge obsahovat krystalickoujea am
odol nRNj g2 v TIi npbredgsrtafleadciic whou stranu d2Kky
virak8O®hi 2 ¥zhledenkthemii c k® podotkmosstni K drdasnki®k
jilzeuplatntvor t opedi ckTch i mplant 8§t eRd th@tbw sk
panddS. oxidy hlin2isfugr @li ma2Ayv ¥meén atkll a nel

Do tSet?2 kategorie opacaajk®er Pmpsgu dbdn!
vel kou mol ekuljeyduw khered@arvarst praky C, H, O a
koval ent[pgi7].DlagbpilvodwdNe 2polaymgmnt eti ck® a
Poly(etylen), poly(zhy dr oxyet hyl metakryl 8tn gl pnkbb) nap
mezi synt eyviyclkg® vpaon & meark o pbS 2ornoadtne2t ipgol | gyangear oy
nap S2 k| koldgerf, meborkyselinu hyaluronovfd].

Mezi hl a wni2hyopdo | y mer n2 ch bi oma e 10im& ItKkgorvi ogvelyms r oa
ker ami c&f ffch sna@g v T rao(latexy, filmy, vl 8kna at
zpracovatelnost, cengwostupnosinebopogadovan® mechanick® a
[16]. D2 ky t NDmt ose polyneyy S&k2 mat eri 81 Tm hojnDh

bi omedicinsklch aplikac2ch.
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1.1 Biopolymery

Podle Niaounakig (2015) Ize biopolymeryklasifikovatd v D ma r Z g hd @iy
pr v npSktosjtsugopw bi opol ymery dRI eny drweh@&ha of -
dle schopnostjejich biodegradaility .

Na z 8Kk akiro m®geme bi o pdhghkpeaymey,zobnovitelnl
pS2rodnz2ikcthgrg@u o p T o dlepgQadawimpwn d m2 kol agen, c
biopolymeryzobnovi t el rkit efre@zsdoruo jb[i,odegr adabi-1 n2
polyethylen, bigpolyvinylchlorid) a biopolymeryzf osi | w2 chk tphail® | 9 i ¢ k ®
syst ®mu moilybgz y(e®. sukcli[3a8§t, polyvinylal

Bez ohledu nadrojp T vudzdpolymeryd 81 e davatde i me k g2 dnhatpnad s k u
z8klvahdRIn®ho vyugit? PRkl adleimt ®akppp® phisk
n a peléstomery. D2ky jejich schopnosti odol at wvy:¢
vhodma® epir ®1 kar di ov a rkaug S. mejreblkaghak pce® kr ev
[18] nebojakos r del n2 n8pl ast pr ktumyekgréuld)srkdechrajet k § n
dTl egipbeadepodrigtMezsda | g2  kpaa leygnpearttiflfogely, kt er ®
pSedstrastSdvan® pol dispoavicreg c hrogtneorsit 1 ybot nat
zadr govat ve sv® struktuSe vI znamvzoadem §st
k vysok®mu sehydregblyst @ad gy pSledmiEmaéng m®toer i §1 oV
n8§hrdodndkkT ch . t K&n2zahejpgmaonvelbcon povrchovTich
bi omateri 8§l T kempaki@dtwey[i@®yHatesV hegn® ze
|l i V8&s@®d&kl!l i gnT mi [20]] ast nost mi

Zdrojem po$ymed T2 na§ pi mohou bTt rostliny
| i dsk® tHRepv2dedbPgalch bibmdske®hEl TNEask:

a kyselina hyaluronovs§

111 Kyselina hyaluronov§

Kysel i na HHAx Sig sty @eg2 van® materi §8ly pr
pro biomedic2nsk® apliieiidcl o mmaittiok iel@rea i
pSirozen® biochaw$.ck®adhytk&v §hi2s twd Ibrticlhel r§a

(kolagen))Z §v e R ne p Sperdos taarvgugrei smus hrozbu ve fo

[2].



UTB ve Zl2nhD, Fakulta technologick§g 18

Aby HA existovala jako kyselina, mu¥e se
fyziologick®m pH nese kagdS§a kayhbhowod m% §] el
kati ont YK caméboMdu®¥evodnT ch r oztloicksckh®m ao rt galn
na sebe z8pornND nabit8 kyselina hyal,urono
obecnhD nazlvan® haghkb ushopdddsisrVo mra8mimecnie bboak al § S
byly vgechny experi ment ykyselvisdydnlyy glr Brvdin &
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2 SODNC KB¥SELYHWALUROMOV

Hyaluronan nebd sods § | kyselinyHANayjé urpdSravo@® n 2 I
polysacharid pat$2c2 do skupiny heteropoly
Konkr®tnh se jedn8 o nesulf8tovl glukosam
jednotky, kyselina Bg | uk or o racety®-gbh ulNosamin (obr. 1) r

st S22 da( 2,c¥) 4sglykdbidickou vazbo[4, 5, 21, 22]PS e s jepolymert v o Se n
jednoduchim polysachar i do vhinomosSreltgtesaneatn, | e
nNDkol i k mi IJdopm T m Dweohl §edk rofiomostSe pohybujekolo 10a g 7 1 0
Dal t[4 21]22]

0O Na
O§ HO OH

H3C

OH
0=
HO

Obr.10pakuj2c?2 se disacharidov® jedno
2.1 Struktura HA(Na)

Pro pochopen2 biologicklch funkc?2 hyluron:
molekuly. N a di sacharidovTich j ednot k8§ch se

(hydroxyl ov8NatkgatpygljPphkod8 sa oba monosacha

konfiguraci vzni k8 emekgetiackyrovglemid 8antoa kp
hl avn2 funk| n2 skupi nyN-a(chlydd asyplo\s8,aj R ardh
vihodn® tzv. ekvatori 8l n?2 roviny, a t2m
mol ekul e. Naopak atomyv.vodxgik@l mn2e rnoavwihmglz,?

energeticky [Gm&Bh@b jvel nmo®& ni§o|l n2 skupiny tvoS$S:
molekuly,z a t 2amcoomy v od 2 k u tw da3&lir Sol f noababeRolyfs] §nsi

Pri m8rn2hyauonank eud&na ji g zm2nDnou di sacha
skl §d§ yzD-gkl yuskeol ri onragetyld-glakosaxhim spojet c bt S2daj 2 c2n
gl ykosi di cgh268]. vazbami

V SethNzci je kagpo odtenEkduA n? Tljiednds kadu ]
jednotce. Dvamonomgr j sou tedy vz§8jemghNzpomeol@Ssy eda
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di sacharidovs§ jednotka, tedy t $edrotkapwvipdSa
Takovg§ posloupnost tvoStlzeedzvata®tzt. §e khdn dj§ roru:
struktura[24, 25, 27]

Terci 8§rn2 sktruktura hyaluronanu je tvoSer
antiparaleln?2 (opal,nl¥yeorkineevkt@g Pganmeyi shydk:
obl ast mi soudedvaud hou Bevnilzicej eviami d&kag beky
S k u pvipotoZe transTuto strukturus t a b imleizz mod ekul 8r n2 s2 vy (
kt @T®@ mb2zi ami doviomil md |&Tudpooniyadnmrinpe st omums lur
ekvival ent-istu( somfukkt m&ee bs[2dP2Bdan®ho | i stu)

22 Vi skyt aHAfNg)nt ®z a
VT s KA(Na)

Jakjeuvedenoy T dhgaluronass e pSirozemDkkiVshytfghgR2u0br at |
[4,5,22,28]T Nl oos @Alol oaoMBrkotnosti 70 kgbsahuje asi 15 g HA(Na). ® mND S
polovinatohotomn o g st v 2 s & T epidekmyst i wgrreis) v p SivINeé rjey n a
Soule8sttrzacel ué §r 28 29mblA(Na) ¢ e nepostradateln
extracé ul 8rnz2 matrice, ve kterde[lza@istt§wdh o Elti
proteoglykany, kolagen, elastiry]. Kromh toho s e podz2] 2 n

proliferaci, dif@d.enci aci a adhezi bunDbhDKk

Hyal uronanvyg@g®eme kKema¢ &@&kt®r ac pauldel3drDa RTSe
synovi 8§l n2 teku4s p2031]®r vyirrorv is&lln2v clik It w wiSA 2
tzv. Vvysok®™mo6 MOayHA®) [B2], kted d2 sy ®mu sVvygeh® :
Vi skozi tlunitp®m&hg gtoveant2 me z i ovitjejichwipy t JaBpemi2 §
32 Nezanedbat eHA(N®) semyskytjeve svatechp | 2 c2 ch, | edvi n§
Naopak jej2z vTbbgl aepvji8dti@kdip o g3[tiviZ@mME m
zdal g1 ehovich zdrojT vkehogtten kiip@ng/my[plnianu |
povrch b a k t reduiPasteurella multicidaa Streptococcusskupiny A a C [22].
Streptococcus pyogened i d s k T, StrpptdcarauisenaiStreptococcus uberisz v 2 Se ¢ 2
patogey), p a t S 2 baktegez roduStreptococcusSchopnost syntetizovat hyaluronan
pravdhDpodobnhD z2skaly okopdd DWIEOR mh tentziytme
obratTytve Tmi kroor gani s myenkapsulag{?zvaap u ghadyiSael mu?r)c
bunhk saproobranhs y st ®taleshtoSvaj 2 n Eyalurchant &2Rind png u j e
adhezia kol oni zaci H3dlk t er i 81 n2ch bunDKk
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Bi os yHA(N&z a

Ksynt ®ze hryved awoh$izzzbojgukest mu noghv@algifho apal
neboendopl azmati[¢g, RRM2 HA{(N&Ul se syntetizuje
pl azmati ck® membr §ny .jBalos ykap®mrda 2l h & ez8a np S ¥
kontrolyt $&nsme mb r § neonvziycnhikjejpr ®dukuj 2 pSit |l asdbohv&anA
povrch buRKky nebo d(26,22238t38lacel ul §rn2z matri c

Izolace HA(Na)

Jedmuz p r v mreoa)m,gak izclovat hyaluronanbyla izolacezo d p a dgni2vcohl i gn T c
t k §m2apS. kohouprasheSlezb2lnkye, ¢gr a)[@l] pelddg up
vi sl edhklwvemnieySI2,zen® r yca | poSitrio zdeerg® apdoalcyed i s p e
vysoce pol ydi.svd d rdzjobAkeruphy)l vghtedem knal ® koncent
hyaluronanu i vol i gni,cvelmi hk g Wélkohrevi hodou extr ak
zgi vol i gnizod gteln®n 2r i jzeHAMa) k a p § & [5]aAdternativou

dle Swanmma (1968) je tzv. do |l i gptrlond?u k t u sr8§denkm @Eoma
cetylpyridiniumchlorid CPQ, j ehog v loldesaskokitg (ML \f le Fpmlz)2 00
hyaluronanuz ap S2 degnNad,aca? gHAY dojgdne?l k& uz mR®N h mo
[34].

Dalg 2 moeproldmy s | ovi®alpanangl ek bakt er i §)28]2/ T ftkfdrgme n t
p r emiZolac hyaluronanu povr chu | by30@400 mFL Od t ® doby d
kvirazn®mae pbepgafskfaadd ahr r roptinalizaéiprocesu
extrakce, adapt aci kul tival n2 ho svysdali produtavitous e | e k
biopolymeru D2 kg et pmad aSmhogmBwl ghym®Phio onGhu ag
g, cog je technickT | i migtinwehpo T srivéridiaideriev y s o k
schopn® pHAGI&@) p & Steptdcoccuskupiny AaC grampozi t i vm2 bak
Pasteurella gramn e g a bakterie[29]. Bakterie Streptococcuskupiny C, k nepau ®
patogenn2mi or g Streptcgcogud relmoRasteucettdda2 heotdr oguj 2

| 1 oviDka, se h iaglac Myalwopang R ejap  u gk vanhDj g2 mi
Streptococcusequi subsk equi a S. equi subsk.zooepidemicug31]. Kr o mim2 nNn T ¢ h
bakt gazmd ®&b nT ch p ot bakteriekmeneS thdrmophiBispar o d u k uj 2 ¢
HA(Na), a ktgem&t pok® j emo ckicthiokpaa®&i pr odiohotov at
biopolymeru HA( Na) g2nhek arlky zkmepebakied m ® towatelnou

pr TmRDr nou mol ekuhgabur cimontem sp3 2amdaikmzvmin T kK

bakteri 2.
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Jak ug bylo zm2nhDno, prTmyslov§ ilvmlbiag MiAc
tk8n2 a (Reéerwmektaci 8| ke @oro® ysth aspred zmrro dylksw]j
hyaluronan{) s O 1 ©Da, dodisperzita 0d,2do2,3)vy u g ivtbé lomledi c2 ns k
kosmetickIi3h aplikac?2

2.3 Vlastnosti HA(Na)

Vzhledem kvT ji mel nTm vl ast ndckdstearm mimyaglSwok® n a n u
hydroskopicita(l), viskoelasticita(2), mi n i nw8unageénicita(3), biodegradabilita(4),
biokompatibilita | i vst SebatkbBHA®Matup! at ndlinrro k8& e gk
bi omedi c2 ns[R4 29hVTasplleidkna® 2vI| astnosti HA(Na)

mol ekul ov® hmotnost.

(1) HA(Na) d o k 8dy2ekydrhof i | i t T bnoozl aedkruglogwy aat  t ona a ¢
1000n8§sobek sv®hoapTwtakdmndtlhro® otby dkormt®oy an
Hyaluronan je polyelektrolytem, . Sou,k kv er § v® st r ukd sutSrea nonb?
karboxylovouskupiny schopnotelektrolt i ¢ k ® dpi Ssi o cfiyazcieo)l[268]gi ¢ k ®n

2Hyal uronanapSynoemnB&| nebootl @R unmt ,iprkbpTEl uj e t
t DIl nz2m tekwitd kndBar gsetjiicckh® z §) al§ an® Odkdie se
tyto tekut(mapS.yskjys at pihiconabnpech@nickou energii
(ng8ehdapticitou nebo | [35.NViekozidrdztbkusesr wisg lo-uz?:
mol ekul ovou nocemraépolyreni2 v yadadj dtoztoky hyaluronanieze
oznadtivips e u d o plagaliny ukctke®vli stk oz i t a ksingkav@ s r «
rychlost [29]. Reol ogi ck® vIastnosti z8Vvis? na m
pol ymer u, al e i podm2 nk §c H29].p\iosskt oSeel da?s t ji &
vl as thyalorsnamts e vy w@EB @Y Bk a Ss kT ¢nha pebfidimiolkgd, ¢ 2
nitrool p®ipiemrjacidtd)d??].o k a

R)Jeli kogosepdhrdb8opol ylimed s kpiSchHze pochbovay

jeho vysok® biinalkv®toxidtN abvi2lcikta@d@d & t k §nii VY
mol ekul a hyaluronanu se svtyevjoreafos2snumiu k na th
Sy s t[@®mu

(4) Degragice HA(Na)vb i o | angpircoks@ e &% Ts o b e nlkatalyroyashouo | T z
enzymy zvanl mi [2mywal BEmoynmyd §zywz k!l §daj 2 h
P zkomol dli8ulkgrneftsoemu® t oxi ck®, a stejnh
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nevyvoilmBwmgt®pédv DN oVighdipsoshew| as rozpadu |
pohybuje okolo 24 hod, ku 2436 hod vchrupavce 3 t T dny a ve skl i
[29].

2.4 Vy u (HANa)

Dle vige wuveéd ayallronh, vivd tassil njosh o mopdSneldcsht a o e ij
perspéktoiman?2eri 81 pro rTzn® | KkdaeSrshPl, ni2f av Iny
potraving§$RiB@Napbbkace jeapSeklaed mMaAgMNagh

StejnhD jako biol ogiadku® ofnulamkuc g ,e tsak ni vzy8wg i
hmotnosti.(1)Vy sokomo !l ekul §rnm2 5%Dha)d leursoorud @sit™M ext
matricev ykazuj e antiangiogenn?2 (pTsob2 proti

rol i pSi tavinwr dNu rEadsoir@y a 1val i mrkayn se st Sedr
hmot nMysmezi2 (41a@ L3MDA)se upl atRuje pSi ovulaci,
hoj en®@) HAMa) s15150 opakuj2c2mi se di(Mwarediar i d
6 L%a0 2D T soabpakz §n Nt | i vND, angi og &mahy@lurenani mu n
smalouno |l ek ul ov o, ddma@ dN4000 Darykazujeant i apopt ot i ck
PTsolhd @mpopt - - ze,)[31].) . bunDl ng§ smrt

iolaryngology ) i Cancer therapy

L e
|':.;|.---|_.,|:‘--_ - "‘\I Y .'._ Woumd treatment
aE \gi!
f \ of HA -t surgery and .
and its B | ophihalmology
derivatives '
wetic - .W:J A rthrology
|
' 4 B Sl
.'/.. \ ¥
Soft tissue % - { 1l I Rhinalogy and
regeneration E‘}f rology P ""'”T"."":"

Obr.2Mogn® apli kace HA(Na) a jeho d

Jednozmnoha vyugjid 2mpdBAS N®) dddafdegernyer ati vnz o
kl oumS9t omnost HWoybedhpo dm@amwj e/ me @riezikiviby&k ® s p
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kosimi) alubrikacik | oub T . P%idoobkEemlagem? zkmotekhul avé
hmotnostiHA(Na) v kloubu c 0 § m§ z & nA Fejidh Riltikake, kt er ® p Si s |
kvy qugépot SkelbcelRBT ¢ ®1 & ®ae Hyalurorayior T z nyBvpréwuje
tzv.intraar t i kuhfeke?2, minj ekpe pp8 b indgleududl].oBylo

dok § z § aptikacehjaduronam s ni guj e opot Spbiesp2 whrkipav
viskoelastick cuastnosts y n o v i § | alkredulodjéjichbdlest {32, 37]

Hyluronan Ize & lvey ugdltn2 m | ,®kladrskavi® 2n Nc, lkdenap gmB h §
implantaci u mRDI1 ® ni tr @6, l2d2Jelho| kwpl at nln2vel zeornm
vi skoel astick®ho gelu urychluj?2c?2 hojen?2 a
vo b e chir@®gii [5, 25]

2.5 Modifikace HA(Na)

Vyu@giatmot n®ho P$et Pyalerenandjibo o r Tz nz&n aalpn N koanteez ¢
nap®.ho vibornou r[Ezpadbi mos mechna nv athiomi vI
degr gilivaoxidaceenzymy[6la pro dosagen2 pogadovanlct
ke zmRnN jej?2 biokompatibilBty, je tSeba |

Zpohl edu chemick® modi fi kaciekonjugazd i §u S ewmén
VpS2padh konj ungaavcS8ez § d & ¢ hgg B8P antak t SietnMaec hy a
jednoduchouvazboZ at 2 mc o ps& i T zsn?2@S pSlgBendHAMNa)p 0j 2 nav z § |
dviimaneb o v2ce v EB&.bami (obr . 3)

VNt gina chemicklch modi fikac?2 hy ap Qu2?rpoandaencuh
zvli gen®ho r iyzsiek av yhuyg®rvaalj12z o r gjaka ijec BN8SO r 0z p
(dimethylsulfoxid)| i Odhtethylformamid)38].
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CHEMICAL CONIUGATICN

CHEMICAL CROSSLINKING

HAghain e o™ ™ T HA Ghain o™ ™™™,
+ +
Maonofunctional — Bifunctional H—i—X
ligand ligand J
L/ % ¥
i
ated Crosslinked | J
Lonjugated .H'H.-"'-Jk""'\- o -""L""'-. HI-:I“ e R e e
HA ]’ I / T
2

Obr.3Ro0 z d 2 | sy2 Srmevaanjuigagpolymeru[36]

Z pohledustruktun 2 h o u sHANS)§,d 8knttez Ma ]| e n g en az Soabezin® ,4 ¢
f unkslknu?2pi ny motlfixedim ® a k ur o nparnium Spupiméd&atboxylo\s a

hydroxylo\&. Sekund@&dm® preov ®st-acetyludeadekwnl adiakN
tak® o0Xxo0sKkuspOH Uy39].s el ek
k a p inteojl| 8acshavIFjzg82niAve e dgn fpSke h$ «

funkl| n2

aminoskupinunebo nap $2 k1 ad
Vn8sl eduj2c2ch

na pogadovan® skupiny.

Hydroxy group Carboxylic group

- |
= DH . 0}1 —
‘00C
T-0N "'Géfi D-w'\é’if
- i) - e -— =
SH~ HN OH
! 0=h D’;J\CH
CH, 3 | o
Hydroxy group ™\ NHCOCHS group

Obr.d4Funk| n2v Bk & d&mdifkaci hyaluronang39].

2.5.1 Modifikace h'y d r o xskupimyv ®

K modifikaci hydroxylov®skupirysen e j | p §t B} u p u jherifikgos esterifikae e
s p 8 moddvimysulfonu (DVS) | ibis-epoxicu [39, 40l a t ak ®

jodistanerms o d Md1llmMezifunk s h&aipi ny, kt er ® nmao hhoyud rbol xty |z
zbytky pan&§p S. aniedt enhaykdr\y,il &lt y

nebo 0O X C

nebof[4bl.al ogenacet §
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Etherifikace

Et her il fziek axcénatvatreak®d ( za p S2t o nmez slkoholyd &z e )
Aal ky | afijakojgoumaye®2 k| @ aght@lloirdydy, bromidy, i
poug2van® al4R]lyKs ysnul®@zoen §d tyhveShyaurbnahse ldas t o
Vyudj2a-e o xsi dy, p o(p Se d eer pydetibutaneialdiglycidyl ether
(BDDE), ethylenglykddiglycidyl ether, epichlorohydrin afy kg $ip @ | naostne®v 2 r § n *
epoxi dkuhu® le @ ghydroxylemHA(Na) zav z ni ku et hi@r5@N38, v azhb
38,43]Dal g2 alternativou pS2pravy etherovich
pS2tomnosti BENK)séEbBmM2 bdoh Teptetdnecime n g2 h o
mnogst v? hy dr o xpyS edanibntew@kabdxylop@iskupiry), cog vede
vzni ku estobrrbb)v ® vazby

Hyaluronanmo di f i kovanl pomoc?2 BISOnEaanrethiok uD\8S nl2z
pSi | ® bND(odesgevar ariivyg?2 [BhemocnhNDn?2 kloubu)
Esterifikace

Esterifikac2, tedy reakc? tadw.ohMdd owl®a tfiumgk
[42] n a ps&@nhydridem kyselinpok t e ny | j (abn 5d) neboaghydridem kysetiy

met hak(b.be)kwitRer ®gggraold kal i ckT ch[36podm2nek ve

PN o2 ommemrmg)
a O (8] (8]
o + ?\/ WO/\\E—!— r ‘A‘l;\
BDDE HA
(o]
o] (o]
b) HAAQ{:\\E‘“DNO/\\S; _FHA/JLOJ\[/\\O%D\)"'O\H/HA
BDDE o] O
OH 0, —
g Q 8]
LA * D”S: == | ﬂsgf )

d) r e e o r
+* — |/
HA 0=y =0 anhydrid kyseliny HA ©
oktenyljantarové HO™ ~p
e) OH ‘IJ 2
r + Y\DJ\( — |/
HA HA

anhydrid kyseliny
methakrylové

Obr. 5 Sc h ®ma shydrexiglavdu skupinou na hyaluronanua) reakce 8DDE

val kal i ck®m prost Skeysel @m preaktO¥s, dPREKEE )v 1 €
sanhydridem kyseliny okhbpydgljdeamakgs®,| i ay
[36]



UTB ve Zl2nhD, Fakulta technol ogick§8 27

NapS2klad hydrogel pSipravenl sm2chg&8n2m
kyseliny me t h-BIA) r yal ohyauronaq H Aodifikoven ® h 03,3
dithiobis(propionyllydrazid) (DTP) (HADTP)| z e \p ypiogv?rtc hoy @nj44]. r an

Oxidace jodistanem

Oxidace jodistanemeprezentujed a lzmd gnT ch modi fi kac2 Jakoydr o>
oxidaln2 | inidlo se p)oMechanisBus pximate jedistanem jg¢ o d n
zn8zornNnPnanoibpi 8l16nN se jedn8 o oxidaci
um2staldhuh®m a tSet2m uhl2ku za soul asn¢
Na rozgtRpenlTch uhl dvabydNad dzhiykl & j is®mobat @ Ip y
V 8§ zsactusedn? hydrpolyy me ®n 2shkak p Sa @0 znceep ,ozd | ®h a
vzni ku cyklic&flch polyacetal T

| njektovatelnl s2Sovanil hydr b@karboxymeathylb § z i

chitosmeml z e vy ug?2 ttvogydin tsrnaipgeorvi§no?n e §l2ncf46lh adhe

HOOC HLCMOC

] ﬁ:k(___ HO

HO HH H
NaTi, i

HOOC

Obr. 6 Mechanismus oxidaddA (Na) jodistarems o d n41jm
2.5.2 Modiflkacek ar boxyl ov® skupiny

Karboxylowu f unk| n2u lzekepi ast Djat svma diikirbdéinmidl,
est er i f aiiad3]cNaakivovanoydeprotonovanoujarboxylovou skupinu se
mo hou na§rSadr a ztihd ool @am® mew® f unddl n2 skupiny

Esterifikace

Mognk mTs onboedmi f i kace karijbeasterifilkacey ®dgkuphnink es
vazby mezi kt ema®p$.zpe szhaadrafld a ImkagkBhaogend Thebo
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tosyl 8§32 pada8vme qu giet tdviSatzTomet hanu[38hedbl®ra® 0 X
esterddikak@iet uvedenlTch | 8§t ek je uvedeno n

o o}
hNoTBRY + OB —= HA 0™

alkylbromide

. @
2HAC O TBA" +

o] o]
0:58:0 0:5:0 — HA/U‘ 0. 0 OJ’I\
=5 7 R s et Sl's iy HA
O-\:/-_,OA\,O\/-O o]

0 )
| Methanol 1 A
A COTBAT + =SICH=N'=N 0 e o-ch + —Si—OCH; +

Trimethylsilyl
diazomethane
(TMSD)

OH
o
8, 4 I Lo
Ao+ O—_O _— 0
o 9}
Glycidyl methacrylate-HA

Obr.7Sch®ma ester i fziak gpm2u gh vt 21 twdy&ktydmu dgrinv 8
diazomethanu a epoxida8]

Pol ymer n2 a8t §i m&t ub8w§penat ®ho a met hyl me

hyaluronanustudovali DPArrigo a kolektiv(2012) VT s |l edky test T ®ot vr

vyugit2 jako matrice p6lo dod8vs8&8n2 bioakti\

Amidace

Reakce karboxgmon®slkkpiprnoy =zm=a pS2tomnost.i
prost Sed2néjepguednwanil g2ch metod HAXNR. fika
Nepry n Dj g2imii dl vy j &ambodiimidy,r § vpiB e d e v glketyl-3-(B-e d y

dimethylaminopropyl karbodiimid (EDC) d2 ky | eho rozp8s43hosti
Vihodou pougit2 EDC je, ¢ge reakce mTge bl
hyaluronany38].

Prvn2zm dmidackdelmre aNakajonad lkada(1995)jej i § z m&ivaden §
karboxyl ov® skupi)nza vzmka meiprodoktueniz T W AQ-&¥H o

i zomo | Tevo nlp®t way soce prSe a lotmnwrs2d ia vwdy se pS
N-acy | moljoevblakuje j ak ®k ol i d anlingn? Aktivacalk & eb osx y | ov
skupinypr ob2 h§ pompa 0k EBEPHR(PH = 4,75). Nev T haoathidace
hyaluronanu PBDCepbBed8gy g oithvéstimmz mNDpHyap S2 padn T
vzniks t abi | n 2 l{Noa cpyrl omdoyl Katlv@ulpity a Aeschlimann(1999) zamezili

vzniku ¢ a b i laeynd dNwipnS 2 d a N-kydroxysugcinimidu (NHS) nebo 1
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hydroxybenzotriazel (HOBt) kt es ®i gpurja2v d Dp owdlobkpysdr ol T zy
pSeskupen? ezl pdaodooakitafep € e m Inarkt refedkcels n 2
aminovou skupinou kt er 8 | eobr8[d8.r azena na

PSes ami nov oahyatutonampnT g\e§ zeaetp S. di hydrazid Kky
Kol ektiv autorT Su, @heningektaovgmallbdi§ziny
oxi dovan®hoa hdial ydromaindiu, kkytseerlkiomyp baudRi kpadnin®
pul pozn?hNoP)j §dcreant r um me za podporget genowo®exgesiot ®
agrekanu (proteoglykany? allkolndgendw,gklut ex®
obkl opuj2c2 NP buRky. Takovli hydrogel 1|ze
pSi de®d dMer ace§ppPe.pozn2ho |

o EDC, pH 4.75 j\
HA
o NH
EDC/HOB! EDC/NH3.80;Na N-acylurea
pHB.8 pH 7.5
/
O, ,SO;Na
N,
HA o N™°N HA O-N
H,N-R
Q
|
0
HoN—-R | H.N-R
‘ i ? HA’H\
Q 0
HAJ‘ N-R (3) (4) (5) (6) HAJ“ﬁ—H (7)(8)(9)

Obr.8R e a k |echanismus amidaceeDC [48]
PSi ami daci hyal ur oScraeider etval. (2007)vra3 £t oa uv ®d
dimethylsulfoxid (DMSO) k t eaka a 1j wdidkivj yehomstum Bubstitucg60i 80 %)
hyaluronanyalez § r oev & Rni n u j u.ED®@[48d50lo | T z

Aut or aDlple@XlBDakti voval. pSi lkannoxydosog skupiluy al ur
pomoc?2 14-84 16-"inpethoxy1,3,5triazin-2-yl) -4-N-methylmorfoliniumchlorid
(DMTMM), j ehogdg v salkedkveorw ajnd HAt er, na kterl

aminovan® sKalpi ny (obr. 9)
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Za vihodu aktivace karboxyl ov® rskagpidlny o
SEDC/INHS,| ze povago¥patawy i pniHnaj ed2nloyd ug@ipy hsdy2n t |
mnogstv2 chemi E8LvEsep2e62 m®nN integdlzi vn?2

. 0—CH,
0. ONa  HO CH4 N

_ - o | £ N
. - + =

( &/ﬁjﬁ ) HA-COOH+ & Y

=

H:,C/&C' .
ol O—CH;

\

HA-COOH

Obr.9Sch®ma r e a kbMEMMH[BLl Na) s

JinTm derilv8a epr8iapkppawmidtc 2 r e djuk td emizv &tmi myaa

n e s aysteid, cysteamihpodobnou thiolovou sl ouleninu.

2.6 Thiolovani HA(Na)

Jako thiomery, tjt hi ol ov an ®eopzontdylyncerr yf, i | n2 omh&abmp?t e
vol n® thiolpoV® mek m@seinyev Nz ci

Thi of awn ®&kupidysebRgnhN vwslkiyolugdi ckl c hvpoyotb@me
aminokyselily cystein). Proto polymery¢ § zanl mi t hi ol y ealeatisitg h uj 2

kbi ol ogickim slogk8&m a podnRBamijinovouSeskami r
t hi ofl wrvk8l n 2 1080k Y ndg2  n U kpl1Se o ffiylzii tathto2gm ovky@ng 2 p

chemoselektivity6].

Polymery kter Pong mev@®@®ms 8bujPdzcvol n@otshaihalj v @)
mukoadheze(v e s r o polyr8ery2bez<SH skupiny. L2 m2 ce thi ol ovlc
polymen 2S e t Ibhsahoje  tv2yngni® pol ymer koMekoadaheadhlh
polymey nej sou t oxi cjéich,adsampeidgoacsht8rzc?i nkt e st ti m&EvV iné@ &

soustava)z vy guj 2 pSilnavou dobu [58]a sl iznici a
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26.1 Syntt®&wrial ovan®ho HA(Na)

Synt ®zu t hawohanzereal@bdvasoh | ede mtma orl RaM& | €1 ni
nNDkterTch met.od je uveden n2ge

Jedmzmo gn,osjtdk pSi pravi t,ptSheiddglecawamulfradtoyaa | ur o
| i njtadlycyklick®s | o uy 2eminothiolaru. Principt ®nhod i f i kagreakd po| 2
| i niamnln@ouskupinohyaluronany j eho g v IpdleyBertti®g e an &
sulfhydrylovgf u n lkskupiré (obr. 10)[54, 55}

Y. (7 - Yy

NHEC

Obr. 10 Reakce2-iminothiolanus biopolymereni55]

PSesnnNj biopdmérse roppis tvpuffuopH =74 N8Esl ednPSj d8§ ko n
Trautow | | ma @8DTA(kysel i na et hyl endieaq micmtye tnimamjges it
vz8visl osti na ko5GeEDTAs e pBi omo d miekTasoid up
prevence oxidacer a v § z aSHiskupin Ne z r e a glaytkyarne®a k | n2 clk | i n
odfitr up%2 padstlrameém dialTzy proti destil ovar
sufhy dr y Il ov lisezij Sukl ppign Iménay nietod/ [55].

Na v §8Hf tu n kskupiru na hyaluromalzen a p S2 k | a dL-cgsteimugzaivgnika 2 m

ami dov® vazby mezi pcysteimB karbéxylavon sknpmneukHA(pla) n o u
(obr.11). Reakcd e z pr o s kadadiihidoma BHS§54, 56, 57]

/\OJH/\ /\OJK{A
0=.”" CH,OH SH SH
NH, NH
o 0 0 o CHOH
0
. H Cysteine ethyl ester o 0
(|)H OH 0
= NH—CO—CH, H I
EDAC [
NHS 1 NH—CO—CH,

Hyaluronic acid

Hyaluronic acid-cysteine ethyl ester

Obr.11Synt ®za t hi ol eywteine®bcp HA( Na) L
Dallgi2ni dllpep Skt sry®@t ®z eHAND Vv Y U j@ athylensuliid BN h e m
nuk | e odakelnrgss | @ d o lE8mak kot ev Sen 2 kr uuhale i kjghtn y | e n
navsg§z8n2 na hydyaargnanuabr d2)j7].s kupi nu h
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Jon (HA) o
J i Cﬁ:}H H H COOH i H, \
par S ani Sl
| v T H o A e H Hoon B e
I| H H H H H H H |
\ CH, " ? QH/
Ethylene s '

Obr. 12 Reakce ethylensulfidu s HA(N&J]

Vr §mci bakal §Ssk® pr Stctei ob y hyaludheagpeonnao ¢ 3 y n
cysteaminu (CSA). Karboxyl ov8 skupbmakED® gh 8 s laekdn I¥
st abi |poznodNeBfld4, 58]Sc h &mwyantt@zay | ovan®ho hyal uro
obr.13.

3H

0 ONa H H 0 g H H 0 NH Mo OH
/D%'k%/ EDCUNHS, RT, Ih .~ o ™~ gram ~° q %?\_
B —————— —_—
Ho 0, pH=4.75 = HO
H N ) L0, p Hi " ™ Hy0, pH=4.75 b H
o
o= o=< =<cu,

HA(Na) HA-NHS HA-5H

Obr.13Sch®ma synt ®zy thi okmwvanfl®ho hyal ur

KzamezpBed| agnk®dosul fidick® vazby me z i t
pol ymer nxttdek rSemilDz o 2 x ly @ dithioghiditolu (DTT). Re d u k ¢ 2
di sulfidick® vazby na pohvymeichmt §eoDpoi cd

14), tedy thiolovan®ho polvyimeorju, y5aus§gapkd nf®h
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Ny
We| [E

Obr.14:Redukced i sul fi di ck® vazby pomoc? DB za v
262 VI astnosti thiolovan®ho HA( Na)

Ve srow®ZBmédms2m hyaluronanem m§ thiolovanl
mezi kt er ®ukgaéhez&?20 hreazpeS .( p cstplilitaprai ddgradacat).,p S i
sol asrer®@mhovg§n2 sv® biokompatibility a biod

Mukoadheze

Mukoadhet mT dledimowtjakop Si | nav o s(tb ipdBl2a peltmé oy ht et |
mat enavtvus | i zu, ktsérnlznpdeaerl epit el

Polymery kter ® nabsaBmiB@ oNDpe,®y & lkawywd Gy miukoad
(v e sr opolgngeryzbez-SH skupiny). Kt ® dodhi[$d22dkkovahehkttn
di sul fi di c k-8H skupinamip o ng mie r 2 ehsou bSleotmdI mcgd n 2 c h
bohatT ch prS& t ®ysslizeidh¥ Nt §$ n atmu2kcoha d h epzoil vwmnecr hT

je veépdhaBovou vazbowl mi tjga,63ler ak c e mi
Koheze

Naadhez{i neb ol i @kBHedi( it eevdoys ts)d thd rod mosatn ®m® e lak u
vliv jehob o b t kapacitd.Tu Ize stanovitze § v iisbdsab©tv an ®h o vadynna g st v
| a.sie v 1 z k Waffleura, Wagnea a Barthelmes(2015) vykazuje cystamnem

modi f i kyalwomand ¢ 3, 5 kbrosbtt kapgcigg tHA( Na) nemodi f i

[64].

Stabilita proti degradaci

Proces t hmianloa cjziSrsr@8d n 2 meehanickoustabditu polymery a to

vdTsl edku disulfidick® vazblyi olkad\wirBiVesku ki

srovenSenmiodi fi kovanT,m vhyykaal zuurjoen atnteimo 110 voekir 1§ t h

v N tmgchanickotstabilitu [64].

PS2rodn2 hyaluronan podd[lv@hdSu dpefysadadddanci 2 cphS e
kysl&kpolhy mer . Reakti Brez DkecmHAKkWs)2 kwcogt
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redukci mo | e kpuol | oyvn® rhumoptrnoojsetviuj 2 c2 se,vookl e
kterTch | e HBSBgbdmYangRS2etsotmnilc.h (2008) ve sve@
thh ol ovanl desniviguj eHAdeNgar)adaci hyaluronanu

kysl 2Rbhiolovanl hyal ur ¢efguenchn§vekh®pnasdt k g
zabraRovat g¢gtndgesn2 SetNzce HA(Na)

Viskoelasticita

Jelikog m& tuhost pSipraven®ho hydrogel u |
dTl egi t ® neopomenout chlaasaknesti Zachydr e @ d
modi fi kovan®phopohgp!l ukaaoando .Asik§Rlekivgd2®) i nge
srovngvald ®v iv$é kpeS€ Imasdtni2 ho hyal uronanu a hy
thiolovimi skupinami. DI & hji o oNa)vpkazaj@e r o v §
mnohem moydudg?2 pit @mOSt n2Qkrsi8AfNa), s t2m souvi
mechanickou pevnosa t uhos't modi f i Kowanm® htoo hpo | wyreg
prugnost. tak® znal 2m§8 e htolpinwlsd v aurkll §hlyad | u
el astickl@l.zpTsobem
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3 SEsOVCNE A PHYPROBEL

Modi fi kac? polymernvhoi BejtNNzder ihwp&p ¥ @A &N
aplikaci nebok n § s Inucs? @ oa § p SFhpyrdarvolgie | Tk § Rovich no
scaf.f ol dT

PSi poudgnap@®HAEKEN| e p wpraSienzhdost degdacesaffoldu
t ak, aby byrlyac helkovsitvial tewmd mbBy n ocvh®e mirkogkd D . T
fyzizke§8dsnz Sg6).8§ n2 m

3.1 S2Sov §n?2

Jak ug byl @pSedrzhalzémd et kohputbgace exi st uj
spol 2v§ vpeolsymdrerw2Bmie T k ooy a ljeenhton? vviaszid® d k e m
strukturyTechnol ogi e s2 Sov §n 2t ks§eR osvtRehloap iSanayje2hnivaos.
scafNdIsdt Edkempea¥d@v $AS jpgl kher®2 zhatpgiug

vl astnosti synt&azbavaz®haamiger pBi usy Siok &
chemiVzke§ .e mn ® fsupnckhistugigl n&p b+ y me r nBzatzniksre t Ntz @

pol ymer n2pr osb?2thrg prostSednictv2m koval el
supramol ekul 8rn2ch i nt &roavk@byaid[67].j . I ont ov®

S2 Solw@umchanunTge pnoOkdhmpkaNéyl asptSAj is 2sSeo v §n 2
tzv. s2 Sovao?pol ijreiddlk? p®il ymern2 mdochgzokhke s
j ednotl I8isu i c hod eyteidezrco 3 r oRBMBENIMa lzPp2T gakk, pSi pr a
s2SovanTl ,myall ®malifikash pol ymer n2 hjoe h$gt Delcel, e c
jenav §z8§n2 fpuornt kS enb2nddpdignieu pkin®s I@e adIN® b a itA&.Nn 2
Aself-cross | i 16k u fi

3.2 Hydrogely

Hydrogely se definuj 2pgqglakmertnr2oj g2tzinDr ke re
absorbovat vel k® mno (g tvwp®a vyondeyren & 8o predilgy me
vwpl Ruje volng8 m2sta v makr omol ek uHydrogel Ta k o
nej | astdBj2dr of i | nj2e hptleySeetrpoj 2 kp 8al efeboh 2 mi
nekoval ent nz mi mezi mol ekul ov1 mi (naps§. )
mTstvagbdmiza vzni ku ji g zmi Rovaang® 3sO ogjklojume
hydrogelu mTge bl t csh2oS/8v g cazk ol ii mii ccli c8,t okt esrad
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PSed vzni kemT¢eastaf &gel ludy vivencphr§azr?i nkokkul
rozpougt nNdl a dokosttervuzkrt8unr2y ppoollyymeergnud ke Setnf
b ot nRBSriydfilizacip Si pr ahydtogeib e odpaS2 mol ek plSy | e m?
nedoclp®z2ugkn2 pol ymer n2 d2ethfk.T \al sjleehdon T p onre
dosahovat ag688 % (obr. 15)

Obr.155 P S2kd lagdlen®ho hydr ogelevw)alpypydoattot ymo®ifl
hydrogelu(vpravo)

321 Kl asi fi kace hydrogel T

Hydrogely | ze rozdRlit dle nRkolika.1TznT c
[69]. N2 ueede®d Dl en?2 hydrogel T tvoS2 jénteerpdu!

narazit.
CLASSIFICATION OF HYDROGELS ‘
| _ | | | '| l
Based on ) Based . Based Based on mechanical
physical structure el Re syuthesis::mie Dased oo size ‘ ‘ bonds sud stmotmcal
‘I Anionic | Homopolymers ‘ Macrogels k Chemical |
‘{ Cationic Copolymers ‘ Microgels ‘I Physical |

-i Neutral | -IMuItipclymcrs | ‘i Nanogels |

-I Hydrocolloid aggregates

-I Hydrogen bond-gels |

Obr.16Kl asi fi kace hydrogg9.T podle r Tzt

Podlestruktury p ol y me rlnzze sh2ytdlY ogel y [7@,zaemiklystaicken a ar
[71], supramolekulyf72], hy d r o k o | o i ahydeogely grroad &tow T m[i73].v az b &
Podlei ont ov®hpoa ngbbymer né ml iSeu jNemmdn,i hoyriddlpovgRe | y
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kat i ofid], chydfdgely smeut r 81 n2 6] & &nibb y £ ihydiog@ly [77].

Ani ont ov ®sobtyalk lwoygdrloyg eV zyn iskpdoj¢20® @ Ny mhsSrent Dz ¢ T
obsahuz &pcrecrh®& ait 6 mtcyw g @y W koaty klaoln® {69] \(oBr. 17).

Nopak lydrogelsnul ovi m n&borj&hojhnesut mE8t nve svem S
pol et ol azdShpcehio mAmifolytickl hydrogel zas@bsahug jak kationty, tak i
anionty[78].

@ Mobile cation
@ Fixed anion
. Fixed cation

= Mobile anion

&
._/ ==~ Polymer chain
b

® Cross-link

Obr.17P S 2 Ka) katidntov® h a(b) anionto® h hydrogeli [69].

Podlep Tv os hydrogelyd D1 2 na synt ¢60,i78 K® Mai p32Sr2 o dond?n
polymery,zekt er hyhroegel y dapappSi,phitdsanjidexgagdi7glat S 2
Polyethylenglykol (PEG) naopak$S a d Zmerepolymerys y n t e[15]. dykr@gely Ize

kl asi fi kovat t eekkaest (oba 18% t8dy haawdnbkrigelyj(vi 2cchel0 e §

€ m mikrogely(100 nni1 0 0 ) rebo nanogely m® n 100mm {69, 80, 81]

Macrogel

Polymer chains

‘C‘:ﬁmc-lw » e

T

‘ 100nm — 100pm

Nanogel

<100nm

Obr.18RozdNIl en?2 hydr o881 T podle vel.i
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Na zSgbBabthkebhyskyt ujmeadchpod g me,rize hyarogehySet Nz
rozd DI it na ze s, themickyanedo jéjigh kamkigER T3, 79]

33 PS2prava hydrogel T

Hydrogely Izep Si pmRkaolti ka r TzWbak a Inperésdd@ njis.ou di s
pSededv@Z2milsoby | e,jaitafhy zp Se28phreahvi yc k ®. Mstéd&uo v § n 2
chemi ck®ho s2nbeozvi§ nP T zvnzinmik ap 6kl oyvieel renretrivie2  Sveat z
fyzi k&8l nn s2SovanT cphol gyeree mPpoppjenypsue kjuemdrEa tnl2 i
vazbamjti.o b e ¢ nTdmssahtia bj ak o n ap S. nebovan deoWadlsoinydsit v r a k
[82].

331 Fyzi k&8l nD s2Sovan® hydrogely

Stabilita fyzik§ltdyf g2 Shs§hn®bb &ydtofehpsS.
uzl ov® body s2thD jsou itpoiSehpnedigizj €@hot m
pol ymer n2\igosSleeadIz2cidobD | ze @ofzyziok@alvrah 6= d
hydrogely kt eprdt r n N jsejuivis 2 j sdnoduchou pS¥pr avc
pr otpdpgSe? Pfryazvi k §1 nN s 2 Sv & g earb2u hpyadtr Degbed Tp o u §
s 2 Sov ac[82 8B]iPmodedl iy a i k $3 onv2geno¥livnit viastnostmp r o s (pth e d 2
tepl ot a, ) nenit ofv\szc ske8hhanclk T mi hiydrdfob n iatérake, mi (
v od®kaaby). Nev T hfpdiyk § 1 n Bhnme SPpsEpamnll,2 vm$ € djejichg 2 m

p Sec h o dnne? @vechanhid® pevnost ( mo d u | prugnoslis) aklmg?zso
stabilitd vp o d m2 nik &ieoh[84]. Exi st uj e nNko@lrawkf y zpK8§bhT
zes2BokhgdrogeT 7 rozl i §3jSme §n 2 v od?2 k[B5 T86ji VvV a
el ekt r ost alf8s &kalhydiofolrs?2i ihterakéemi8s, 89]

2 Sovsg&§n2 vod2kovIimi vazbami

S2SovE&n2 hydvod?y kbvazbgzewmo e &ifl r trh iBjektovateld ¢ h
hydrogelT .Mezivz §j emnhD bi okompat$dt Mzocimi§ z D o ke mevr
vod2 kov®S¥véanthagk ov ®h o] es 2s?dfalmBama met hyy cel |
vzgjemnhD spojenlch «pogdujeabn 1B.rRiS i v apzTsednbaet ni 2v n |
s| ahviod?2 k vazebrcehz i p ol y méejichgtdR ka2 ® hE§nhdBRuje
pr Tchydir ogel ov ® n(lpso | pjBeertnza).lPow 8 inl2,glod ry2me r n 2
s miarelaxujed o & v ®hgoezl 20 vkRry [90]. r u
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(8]
HO H,C HO
HO X s} n
E Q 0 0
hydrogen bend O 0 N o. ©
‘\4 i n HO v CH,
OH g C'O‘ o o fic
0 Hy o 1 CH, OH 3
0 —OH o fio
o] —

HO fO o o

Obr.19Fy z i k § | np o nso? ¢ Wigambyhyaluronama met h yl84le!l ul - z

Jinl pBBeznEml2i | kolelhaPeppagld®alt orol[daBSi | o se |
hydrogeln a kognpléxuk y sel i ny met akr yl o po®-metakrglodh y | e n
g-ethylenglykol) Vo®® k ®wazka , v y tmez efheravu skupinoethylengykolu a
karboxylovou skupirou met akr yl oyj® plkdyngadiEBnmryot on ac 2 kar
kyseliny(z 8vi sl ost botn)§d8sl? kompl exu na pH

UrlitTm omezes?2 @b bvjyamaaal? thovarxh, mTJjejichbT t
rychl § deg rvaocddancRem( $§ dnaidiki® ¢ d ¥k ktel§ ond gpeSi a k 2 v
omezen? jephlcaspiouyk § Roma®iSa ik Ed rklordsothv®? u(v
[84].

El ektrost at(iicokn&208m08 §nakce

Dal g2 var i aydrogel] ppepdsa@ Bywpu@ley mer n2cd S8k Nad
pTsokémktrostatickT ch i n skapinade&téostatickiy Hl | z e

p Ts o brAezi@)pdiymen 2 m S edanl3 zdkeomo | e k unolkul idn) helfot k o u
(bymezidvNDmaal nN  pabi meSent2nm.cpolymepolymer PS2 k1 adem
s2 %02y Smezi polymern2m SetNDzcemsa So&lgkidmdtl e
s odnsRllvoo j nmoienterh, (nej | ast Nji v&Ppehhoii katvdper
Kationt Ca* interaguje k ar boxy | ov ou szk uzpiku myawgelgobrgd0n § t u
[87]. Naopak 52 k| ade nmesz2iSod/v&hrma opal nhN nabjsouT mi
peptidy(@mf i fi |l n)2 Mal ¢lepli $thS2SckajPzck| asd Biaa z §|
samovtakvryl2p§ ® st o riohydrogel 5y2tSo hydrogely | ze p
matrice proaoepb8&epakol ®k b ug PjvNaadpl KalZang etkab s me t
(2018) pSipraoviint el &kdt? ahitpsant,ihgpdrinu arkgselity§ z i
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(gl ut amokpRddpor ugler o ®l bki® dinap&ti dhk@begnygk
noze)[92].

a) o Waterphase o| b) o Water phase o
o o © o

o
o © 5 06%, 0

(o]
- Alginate solution m Hydrogel matrix

Obr.20Mechani smus pS2pravy hy'@®Bogel u na
Hydrofobon2 i nt er akce

Nen®n D viznamnou skupiny hydrogel T pSedst
interakcemi.Pr i nci p hgdBSotv6hnhn2Ipo opTHEmemu ek | ad|
hydr of obn?2 a hydr pdymérinV¥ | ilv8esm 2r oasnifoiufci?2l nt2 e
agregach y d r ochlo®sdt2zik,y kt er ® hkyl dersoff] isdignmeeh otyv ¥ 1T s | e o
jevyt voSeryadr ohb bldkin[23]. Aut ddhéaboyluet al. (2012) zkoumali
struktu€n 2 partazwe.t-hdakh wdgfom®i A @atve nz §kT saalle n 2
hydrd o lohirter&k ckodecyl sul f 8§t u sodmw@ho o@BIESY Sedz
Samosym8 ®z a mi o bk kdpalymarag akrylamidf] nal kyl ( met ha) a
(hydrofeosmhkyl 8vknml1322 NDab)Ehh sl edkem pywj i ch
zji gt Mr2t,omhe sp | B yvihyday eol bun 2 z%| yi gnuizvoesetthealing

procesy tedy poj e ho poig & bphsetndrogélvl i vem pTsoben? h
i nt esradipawyd 2 do[BB8L. omady

332 Chemicky s2Sovan® hydrogely

V. chemicky s2¢gSelveacnH chsohw dpet $meEny KevBk
vazbami, kter® vznikaj?2 buN bhémingkintichr e

(naps§. pol ymery nebo mezi pol ymery a s2So
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vinylov® monomery Vv pS2thkhopobky meosifmBoeae?a c? ¢
pSi dan®ho rostckbadd att | agv by | 8i n ekeRari esréldS,0 s n 2
mezi jednotlivimi pol kmeranZ2emjt[@dfPvRzdi dR &
chemi ck®aywésbBydaog@yvesr ovrm&nd2r ogel y fyzik8Iln
| epg? mec hani ck o u,stabiith 95196} Ka druhoa straresp? | Sootvng2n 2
pol ysweydgit2m chemmint é¥ qlejithstéxiSita, @ zmmezit tak jejich
pougi tvinedapbnskTi ¢OA. apl i kac?2ch

S% v 8nadi ac?

Dal g2 mognost2 chemick®ho S22SSovagre2 rjee ktczev
z8kl adn pTsoben?2 vysokoenevigepapk®bdb, zg&m
rent geno[98Rb ezz§ Speonr )i t 2 g 2edhwwa v tsd eldik®@imd lq @ jo ki
Radi aln2z Is2z2&omigma2p&h®Pmer aci nenal8¥cenl ch

PS2 prsauwpwwer absor pl n2 c hTarh guthyao gkeyl sTe | niany b Baekr2y |
vysokoenerget i,zk ®b ma brllan@en zebl&@gar(2012)PSi pr aven
hydrogely byly ndor 0nyg K1IpOk Hy ape dp&lax i na b §z
vyztugen®ahwpnokltan® zywdi 11 $6wm z § SWandsmek Se g
a kolektiv (2021) Jejichin vitro stude p r o k § z wrtoytyphydrogel | ze poug?2t
S2 zmepno® § v @ IPIY.

S2Sov&n2 pomoc2 enzymT

KromhD radialn2ho s2Sovs&n2nznlzaengydoawehy
katal yngtcomuylkkawvaltesmtrrb2uc h vamipretdin] [A02]zSF S mwo E B k U
pomoc?2 wazjyaw[2 ¢Glakovishodn@giprotoge samot n
a kat al yehorje2a M@&d u t mzyg p ®tnh B trdnsglutaminy( t hi ol o v G
enzymy),kt em@ sobuf bt voob lac hz rsorhaogveantpBli ® hmqg lken @ k
nebot yr oz i n 8yzoyb s(aehruz ykd %2 r ®N N )et vpoa b0l 2nérduaomiun @ ,
kutikuly u hmyzu[103].

Enzymy kat alryatoeviamo®r Iy s 2 kv@ulia§aplkac cap Bl ad p S
wpravh textury popSaviSegexkiidihdmpmeaht Tca
nebolkezpevnhDnAa v 8kienprotei n[l02pro textiln2 p
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S2Sok@&@mpl ement §r néhemickPredkae pi n a mi

Jak ji%elryddys| ehbkid®he?2 Som&net jednot!l i vi mi

Sskupi nami (tzv. kompl ement 8r n2zmmii kkeay #pb e nam
vazby Nej | asz ddjp Sij epvithaeldwu adie, formaéSc hi f f ovy bg§ze
skupin aldehy§f a pri m&8rn2ch aminT, mezi kitleirT mi

fotopolymeragt hi ol u a t eatdi®4).n2 ch al kenT

Formac2 Shiffovyi bj§elt lbyyrdgslyn b 6 Bgebodhydezidem
modi fi kovana® d@eelyadtyi nnyp das € | k 0y a.hTgia hydrogelyn o v ®
podl ®haly degradaci dal ek o ngRenllDat kyeefny hay dr
hyal urobDdk® pomaljedzeyp | alteprcdsuagi@®ginera t ak ® | a
scaffoldy pro [lOB]§Rov® ingenlrstv?

333 PS2pravaTrogmad2ygel ovan®ho HA( Na)

Jaku § yalzon a |peSread cth 0z 2 ¢ h hio®ward byalirongmize Sd pria vi |
r TznzZipnfisNdjyl. ast NDj i s e (vjl endinidadisolfidifl06}, Miehaefoval n 2
adice[107]) neboradik8 dvou (thiol-ene adice[106], oxidacg14]) reakci.

VT mn n d-disulfidi

PSi -dihsiwllfi dov® wiukDeldfddahk a2 akakiuoldgsav |
anionty.Vp S2 padi@sul fi di ck§8 vazba babawnksepanet r i
j ak®kol i (obrr2®.f e®\whepS 2 pcazdiNe m greu lathkebudeivaziba? h o
a sy me tbudewcpkSe donvosamikR t a b i |an Mjrge® cthhi o me vagebv T h o
[106].

Ri—SH + Reng-Ssg —=— Ring”S“R, + Ry—SH

Thiol Group  Disulfide bond Disulfide bond  Thiol Group

Obr.21PS2 k1 ad n uakulsyenetfickl Wi sol &i[6.i ck® vazb
Michaelova adice

Michaelova adice ejnu k|l eof i | n2 r ezask cp$S2 tpoSmin olstt é r @nad
kat al yz8tor u t(hniegl| cavs® g ¢ allgAg Zngad T, Michaelovy
adice zn§ nmaocbrnZDne® vipSPt omGe st k atha loylaGarjioevkt er T

p Ts ob 2tzv.jnakledil a atakuje dvojnou vazbuwalkenu, za vzniku aniontov@&o
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meziprodukti (karbanioru). Vd a | grokmreakcep Si jka&rbm§onod t hi ol ov al
reaktantupr ot o n, jehog v s lteotNicharbva aed i hbymtddukuS e n 2
[107].

R—SH

B
B—H
.

R—
R/S O._1 == O\R1
\/\C[l/ R /\(ll/

R—SH
R/S\/YO\R1

o)

Obr. 22 PrincipMichaelovy adicg107].

Thiol-eneadice

Thiol-eneadid mT § e me peakp meaxitthiolpvalkskupinou a alkenema vzniku
alkylsulfidov® vapbygst ®edKk oV ani [108, dL09k Ehiolyere adic
hyaluronanupS»tromaddsti2 cri bjoafkloa vfiontfoo snéi Soties tg
pr 8§ci z altbrvlzeé, Fernhntez a Myg (2018) V1 sl edkem j ej i ch
hydrogelna b§zi sHAEGWaditel nT m mek.r23).m Ss v-éhehli e
reakci met hakryl ovan®hion dau ktohviaonl ® vraodddrfjibno hsy
kvytvoSen2 zm2nhDn@108.l kyl sul fonov® vazby

e}
e N _,.l_NH HI\P_O o
Methacrylated HA A I‘ld NTTO Hc:) -
(MA-HA) HOT.’ o> .
Q >y oH %
HO-P=00 o
ONa -&
HS, Riboflavin phosphate (RFP) s

HN
Thiolated HA O_QNH JOH 1. UV (365 nm)
(SH-HA) N i
ﬂo- A L 2. Blue Light (458 nm)

Obr.23P r T hidlfeneadice hyaluronan[108].
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Oxidace

PSixidamt hi odeorch § z 2 kdsulfidev® wazlig. uMe c hani s mus S 2
vy ch§zogidak¢c?2 pSisp Sy 2 P8 dtk delka ah\gd@&h omosh2oluo Vb nt 2
tzv. glykoproteiry (v y s k y t u jpévrciius Isiez mial n,2 clht erp@dtempnd[l) u s
vyt wg8%dil n2 Obgdipeadhailuyv.l asovich kewpszenT
disulfidovouvazbu[110].

NejbRgnNj g2m oypioddlwvami|m piSdl ewljeksy csjdkulp i n
ve formhD vzdugn®ho kysl2ku neboO)p®italan®h
probl emat i k oKafedgiski etzala(BODA)Biah ét al (2016)a Cao et al(2019)

k't eeS2s wepopsali§X2i psames & Suj 2c2ho thiolovan®ho h:
jehodg reak]| n2obrs2h®dd popi suj e

d"j_{,o o\vao .

HsC

=0
HN
0=‘.\ 0 —.,-"S:C"H
Hyaluranic acid (HA) o- -
CH ’_
HO' HN
EDCMNHS, f}
HN SH| H2O pH=4.75 . %
P 5,
0 X
HS ,f-// ,
) — (
L f,/-" MNH OH
NH oH e HQ
B ™ o OTY
Q \»Lo HO i
HO"“’T“V' \'\,—4»_3,/ OH NH
OH WH O==<
0:< CHg
CH;
Thilated Hyaluronic acid {(HA-HS) HA-HE self-crosslinking

Obr.24Mec hani s mushiso? Sovagme?h o hy a H®@ gkoynsal[@®lk p o ma
34 Vyugit2 hydrogel T

ObecniD hydr ogelmnohaaapglliyk aulpn 2gekionjd2ordrr v [Lldkc thy 2
potra n § §k1Plvb?i 0 me dRiapliRacegli3], t k § Rionv@®e n 114 s y 8t ®m
pod8v §ikE5]ald.® k

341 Vyugit2 hydrogel T na b8zi thiolovan®ho

Jednouo b | ast 2hydrogeiynab € et ®t hi ol ov a (H&-Blhydrogdlypn | ur o
nagly stv@ oftalmalogie. Of t al mol ogi cki®oubhar apayt?ivia:
hydrogelys pecp ®@d aadav ky gadkgteerh@ yndpgMeaget yt o pog:
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pat S2 myehpsSdgelkckirasitu, cytokomptibilita a biokompatibili. Uk § z al o s e,
pr 8wyddr ogely na bg8zi t jou jord &okv copnaERihirah oRdgn&®l u r o r
pSededv?gklym krgelgac ebovh Ktperk§ es (pS2pad®Di vup!l
napovrchu okg116].

HA-SH hydrogelyl z e wiyaysp2otd 0 mP ek | n2 i hropjl paongt kaoczee npl il
k I o u bchrépaviek. Studiez al o gen® na i mpl a(komi@nade geluldc ht o
matrice)invivona | abor at op n® kyfejca|?iSriSegetierack | o u b n 2
chrupavky[117]. Ap | i ka |l n2 mi mopgpodebmi thhnpehkivah®ho
zabTvak® Q@Qado&i al. (2019). P Snetodps$? o vadn?
pomoc 2 ntohvi®o Ir eak ce (nve zcih ated ioovlyo valdmic ed ,akr y |
kombinovanou st vor bou di sul f ivdoolvi® mv a ztbhyi o me I mi
vpS2tomnosti v¥Ybalha®ky okesiegFoddeon rinkvifaahn

vivo, potvrdily, § e p Si pr avenl jakgadmtoigeed hd ziev w2y ugjéaper
vchirurgii,bi onertn2 ndb&Rdw® rwltreigo vn2 | inidlo
Aut G6HBh, Cross a Wan(201)pot vr di | i, ¢§e hydthidoya®hopSi p

hyaluronau ( v y u gdl-distilfid ¥ b im/®meake p o m opolyethylengykoldithiolem
(PEG), Izer o v p B ggh%enkapsulacb un Qk Nkaod i P B e mlo@®A[L1S].
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4 METODY CHARAKTERYAAWLREONANU

Z8kl adn2m pSedpokl adem pro spr 8vnjpwhadhma® ak
zv ol e n 2 charaktérivadeiMe z i nej poug2vanbjg2z technik
pan8%k| m8gnetick§8 rezonance a infralervens§

Z § k | aspe&trobtometriej e el ekt r o ma(ghm 85, cKI®8 szBEnStgen 2
e mi t (mplékuly, atomy) nebo 12 m i nt[&10]a ¢&u pS?e m oenergie
el ektr omagn atoicdp@@dtnt SEBreiIfA9v2m fotonT

< Rostouci frekvence (f)
(D 1 S 1) e U1 L [ L U L [ ke 10" 10% 10° 10¢ 10° 10" fiHz)

| 1 | I ] | 1 | I | | 1 |
FM AM

uv IR
radiové viny

1 | 1 | I ol | 1 l | | I 1
w1 o w* ) ot 0+ 107+ 10" 10° 104 10* 10% Alm)
L'}

zafeni y rentgen mikroviny dlouhé radiové viny

Rostouci vinova délka (A) —

Viditelné spektrum

O
400 500 600 700

Rostouci vinova délka (A) v nm —

Obr.25El ekt r omagnedijckl®o si@Xd D Iluenn 2

K interakciomagndtciecks] mlz2z&8en2m mTge doj 2t
a pro danou | 8stici charakteristiVtkl eldkemc
t ®t 0 ijne esrpaekkcter umvly § $tj iGda ®wzBorri ksrd NoSsete ® inltiemyz
na vided@@pS. uyz E6@EMPEZ2skan® spekpBumahakl »
n8sl edn ®ili &dt(skmuktuia ki cknacce nt ). a dNea |pSBtkdoya aiferakce®

| §stice MEged®Senp enk t metddywozdoei ttr sopkn®l v o u

P r vskupiru metodc h ar a k interakiez ugSi kter(p6h pedobhbgn?
vzorkem kv T mNn N aeapeurek € e z mN kI eglarametTn a s $n.Arychlost

z8Sen2 (metody mRSen2 indexu | omu,ovityj . r ¢
pol arizovan®ho k@&Senak¢eotasemet ([0t gen o

Druhou skupinumetodlze naopak charakterizovatterakemi, p S i kterTch do«
pr Tchodu z§Svelndlenefleor Reddt &t ou tNchto inter
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mDnit svT]j energetickl stav, pSijre§ran ntedtc

Skupiny | ze spektdr8dfeo troomedtiXliick ® met ody

aypokud | 8t k a absorbuj?e(abebopl emi tm¢lkeo
spektrofotometrie),

b) pokudp Si absor px§ Shoeethoy Zetmidksli ener gi e at om

mol ekul (atomov8 nebo molekul ov8 spektr

c)nebo podl e zkoumah® d@®beélsteil ekt nomagn
(rentgenovs§g, ultrafial ovsg, [120di tel n8§8 a

41 1 nfral er vekopesksplerkitaroovou (ETtrRa3nsf or m

In f r a |loe spekteskopii Ize definovat jakonedest rukti vn2 anal yt.i
mNS2 a vyhodnocuje absor pl n¥%rozsghddonmid00mo | e k
e mt. vl retd4000i 10cm?) , ktha&i @®8§sepektrum i[120d.r al er v ¢

I nfralerven® spektrum bylemvodel880kea 1yqd < ik o e me
ener get i cskp® jdwlhaRdoivnl ymi d ® k a mi P Sstudil iteplet ven ® h o
viditel n®ompiSgepokls§dal, ge pSilemRSeny bDOof|
spektraj i § ned®g B 8aNgEl Eddmuw) by Incd rZigpidigutollasto , ¢ e
skratg2mi d@Il hkami npiSesPaprskykdooh§hEzej 2 c? se |
paprsky, nazvaltzv. An e bmair reiv, nevpdpt,ekkfimir ® byly

pSej menown§mualRH ven®

| nf r allRrinfreet)®blastm8 e s r oovbnl 8ans2t 2s v i dmetnegl2n ®&hnoe rs
adelvdznovouz ad@Inmkcw, pDiblarsd¢ngmkriwy fagvhou m§ e
d ® I kkrua[t28).20b | ast i n fspekrét evravBed gdtasti oblastb | 2 zk § ( NI
srozsalemv | n ol#@OQ7 4000 cmt, st Sedm 2v I(rvd |Rt) e460hcm!4a0 0 O

v z d § (FIR)v Bblasti 400' 10 cm* [121-123]

Princip

Principmetody e zal ogen na prostupu ed ejkéjrioara gmze&
i nterakci . Z9Betnti ifotecgakj.Pa®ud amblyekul a
polaritu, tjjevdinprbabelveo®mi2lpleXTta uz n amaert §
ge aby mkaulrl| ennk?b jf 2ut hmussk2u pbilnt a kntoil IR dbtasti epektra.

I nfralerven® z§8§Semimohe ®p apwmp o i s adnicikod S
vazbyanisy met r i ¢ k ® knhocelmddh wurliay 2 mameni[122].
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Chemi ck®i baap¥y na charaktedi zsn akoakdi ®sh njaleekky
vz8§kl adn2m st av (frekvegck a x Ul jn ® | ePoalapgdt rRa czefjS.e n 2
povrch vzorku, absorbujemo | ek ul a stg® Seneéer @i i, (kftreekd emndp
vbraddan® funk(p5iskppnip2 podm2nky [28Nny d
Frekvence z8Sen? mabsoowdiekatn®vibrazeha k@ mmo | e k u
[120]. VI s|l edkem | e z K &Ru nsapneBkchdragtériktyc k 5 mi absorp
obl ast mi , kftreekev @rdlpm@mi&mijadol ®NDmt o char akter
oblastem se S2k§ Aotisk prstuid, kterl je g
dviD mo( e&dclsttugtay®n e mo h osut em?2nt® | [R2251P3g kt r um

P o |vei tb malekwy Izedefinovatp o | t em vi br al n Molékulasp ab R§ mv o
N at o3dPprostorun§3N st up RiJTa wollgreo svtykioargs/lad |(ve2 pot
smiDr u .TSkotad )n2j spoouh ybryl eny pro rotdvapio nel i
l i ne8r n2 Paonoé te kjud gm & € P ejdankilo urra zedn? | cel kov®h
mol ekuly a polet traRsbah abtokiug/g lo @8&ampoc h p

| i n% 8g tnr3N-% \iburrdg@® 121]

Instrumentace

Rozeznd@at§pyiRs pekt rometirdfir alismpweerindspaker vm
spektrometr& our i er ov o u(FTIR) [AB26,4Z1Jo r ma c 2

Princip di sperzn2ho spektrometru j e zal
monochr m@8tkov( mo rOprotilFTIBRohgbumr2)c.e zr cadel |,
mS2gku a gtDrbinu,Nt ga mkezneerr@gti§bro cphr8meh ke e j
I nfral ervenl spekt flaofeurierovptrarsformgce jneah opgr i znScki
soul §sithglesoMTv zPpskamiomsignsl pSevede ma
Fourierovout r ansf or mac 2, na.FTIREpaker o Bm@mus vehtor
napS.chihRSen2 vsypieddt er v ostvyg@oemMmD SeingmE& | 0t &
vedelek val i t nDj g2 mu a , drddi@arndF8Rjg@2crhu ?majedkdute )
[120].

Mez hl avn?2 k G @ a tezSr:yo | | iRterfer@r@tedetektor zesilo a |
signgl u[la2. p®¢ asdomi? § p 6 jedzv.M0 [ b e | irstesferofnetr(obr.

26), kterTzdjnd idleo (perp ras kplo h ysht lait yilRk2B.hzor c ad | a
ZelIR zdrojev y ¢ h § z Hopa§jShaqm?6 | opr dpPu s 1 n b anpar skid Telr Pan?
kr ozdDIl eh?2edjmaip rl s8ks t paprsku kdg®hyb! iraddypw st 2
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zat 2 Malgl gedr age nat at i cKN®bhloe dhnkead&kazu papr s
obou zrcade n8vp®tudo dDIi| e paprskT.,jsbuna pol
dnl il i pSanpyebe rk iy, & ¢ € b Sirtetferekc , d 2 ksg jedert paprsek
dost $tederometruapr oc h§z2 Wzamrpkekm papbyék ablkobeb]
dopad§ n d120d &22]dehdsgm §elzes 2 IpsSrevaden na digit
Visl edkem mNRSen2 | ez &wivs | oisna deteksbpehaoppzica m,
pohybl i v@®hmwt erfcarddgr am | e n Bosrlerewtrari3forpage v e d e
natzv.Asi ngl e bueavydtS usjp2€ck?i s | ost inatlemddmb)ly z § S
Ter m2n Asi nbgylle obdevaonziie n ze skuyefghoS§tipou
jednopapr sKl@a.®ho z§Seno?

PSed samotnou anallTzou vzorkudjly dRt eg®mi
nor mal ipekrm8nmd& e svaBrkugl22].

S Staticke zrcadlo

Interferometr -4

Dé&li¢ paprska ¥
Zdroj IC zafeni

Laser
(ref. signal)

Detektor

< Vzorkowy | -
prostor ; Pohyblivé zrcadlo ¢
_) Zdroj IC zafeni
|
'_. b) d Detektor

Obr.26a) FTI R spektr omet r interkerpmesic h ®ma Mi ¢
Aplikace

a)

| nf r aduspekiraskopil ze wyEghhemi ckT ch amraTrhys Inwe bp
stanoven?2 amaekubht alkitlead zaei j edn8 ,qoskytajelestr
mognost szlkooguma® sekund&8r n?2 motekulyjkatkuor yj skooumpn
proteiny nebo DNA121].

42 Nukl e8rn2 magneNMMRc k8 rezonance

Nu k | engagnetitlourezonah n 2 s p eedNMRplze kiglipviatj ak o0 nedest r t
analytickoumetody, kteroulzer y u g 2 t [ &iv amrta ltTaz d wtruktuyd a k ®a |l i
| 8t khwp z8kl adnb absorpce radi ofrekven| n®ho
magne i ¢ k ®24,425]02 ky t omuz adlmrcd&hBaer?2 kat mrokuia mo |
vpevn®mNERmetodn2 zkomol ekullzZ8e n2ythg 2lt§tiekk pop
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struktur, jako jsou sekund8rn2 a tercié8rn:
[126].

Princip

Jak napowfody| e@icpspol 2v8 ve stmav @ho njt&dra
magnetickKi2shZzpetdemdzad,edfx §tsadmwmvB®rRukkeé GaE, z
zkl adnnhD mradtiadeha nenabitTch neutronT, pSi
spinov® kvant.ov®pilm sud8Vv(8& psmir rotaln2ho
moment hybnosti). Ske®l seclwdi T Segeco mo& s tii
j ader nd2 ksyp iltmoenuur | i tz,vojl esitl | iatund d i a meoll Tekeau |
pomoc2 NMR metody. ObecnhD jsou nejl ®pe mDN
H, ¥C, 1%F atd.[126].

Spiny element8rovocbvigs®mcsmayd ~N8hodn® uc
se sobhD rovnaj 2. Pokud na atomyr aadgtin@p epn
z8kl adn2ho energetick®ho s(@baaruNa §jderdan @& ah |da
budou m2t rsipd gByT veohdena2di na a ne2B? b w B RnshpdidngTt e k
zat2mco druh8 hl adi mg@gepdd ebohd dsepe mell ggdti2 , h Iga
j e magnepilsk®2pdl aai ] BBDjg2atomm jsou vDNDtg?
jednot | i viamiz 8hrloavdeiRrn @misNDogpedandiphniflladi n§
127]

A my=—12
A

AE=hy

A m=+1/2
By=0 By=0

Obr.27TEner geti ck® hl adi nvyn Irjojz2ghtol pmeang@REpt Ti scokb®et

Podm2nkowat omev®kmag@etriacksi m polem je ne
moment . Ten vlyikcarzeTum 2 p g|8tderma psr ot onT i neut

nukl eonT.

PSi Sm2z8§at omu radi of r p&kkvtenV .n 2 ma grécSteife je® droe .
definov§8matjiakd erSerchod mezi rozgtRhNDpenl mi
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absorpci nebo emisi z8§Sen2 o frekvédnol mikt
sl ovy u takto rozgt Dpen®ho absgpcinnebo®Migi sy ¢
jednot!| iTvimda wypg i26, w8ladZ d8en? odpov2ds v |
vradi of rekv f 27. RSi omND&seh? stev. deexct mame n SkveS  k
dochgz2 pSi ukonl en?2 pTsoben?2 e|lZ2dktr omagne

Instrumentace

Nezbyt no NMR spekiroSkspige s upr avodi,zdr anjaggnreadi of r e
z § Sadetektof127,128] Supravodi vl magnet vyt[i26S2 hc
128l VpodstathD se jedn§8 o c2vku s nulovim ol
z8vity. C2vkou t el H26pz ruadv eoR veed ni ekrowsjte madgn
10 T [428)vPucpe avodi vl magnet mus?2 blt pSi sv
(4 K), proto je pdreBeNs§dobhkakalmB@mel@®i ér
je, vd Ts| erdeked ch§sob a pwySs akovdakcl2and § m ohd®lak ol n
progt Sedl ovans§kamalgdl m(o RY[A6,29]Soul §st 2 NN
spektrometru je i tzv.(1INMP Ssigredmea,c?ktherag vjy:
| 1 8nku reguluj?2c?2 teplotu vzor ku d126.3) c 2\

Piivod hélia

Privod dusiku

Privod vzduchu

Vakuova komora

Kapalny dusik

Kapalné hélium

Magnet

Vzorek

Sonda

—

Obr.28H1 a v n NMR spekttometr129]
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Aplikace

Vgechny uveden® komponenty tvocSel ®aNRaickhpaeck?t
Jednou nej zaj 2 majvd)jj2g 2 prheaudjiiet 22nzo b rtazw.v 8§ n 2 magn
rezonanc?2 Vi KNBdRr MRbbspab¥g€B82VmNDicbé asul §&nbd
hustotou (LkapB6® mid®eEcKk) adent genovi®hpr a §i6e s
zobrazit nejdg128]. NMR metochj e i r oc e cheyiu § 6 a stAsktuiyd iv u

n2zkomol ekul 8rn2ch neb@26l. vysokomol ekul 8§r

43 Skenovac?2 elektronov8 mikroskopi e

Skenovac? el eképe pam®®z§ rmielcrhmi ky umogRuj 2c?
SEM poskytuje informace o toprmelgmcaemiclhph®@m]
s | o gzerku{130].

Princip

Princip SEM metodys p o | 2integakéve | e k t r o n o vs® Wizorkers Elektwoiky u

urychlen® vysokl muzaoekphRohmkdppadaj dekmé §ztr
kr TznTm interakapmdmikterf®@twedow el ektronT
Aby dozgolbor ak en 2 pojsoushgns8lzyorkani kl ® pSi [
spovrchem zachycenyz &vTizsniTonsit i d entae kg gnuagpi Sv® m
rentgenov® mapov§g§n2, sekundg8rn? zobrazen:

el ektronT nebo Auge)[13gl ektronov8 mikroskofy

Strukturu vDtginy pomaoeri SIEM |lbzd amwdt g2 @wha to
vzoreks t aplikbvatnau h | 2 kp @ \wreaesenounaov ov @mOtv@m2 &g i t T m
pSedpokz alreranz «n2 povrchu vzorku pomoc2 SEI
Proto pS2prava nevodi vi e hkko®& Do r@k(pRlladaynipa/d uj e

jejich povrcI82. tzv. pokoven?
Instrumentace

HIl avn?2 | 8§sti SEM jAdmjgmupedmBeg halketl etkit T op® v
dNITo® nez a&ijprogukdie | e k t r somufl, a wsarl yeodjekstgetickou hladinu
ag 3O0Ell&Y.r omagn eapertuky® s Imddrlkefk t r o n oawktorelav a z e k
zaogef & po goadetkosh P§| e spakmacz2elekvikynov®ho
det ekt oryasyisg ®8l uz pproasckoyxt8unjA2a axu @owrchu vzorku
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vi e§l n®ell@ser.ost Sed2 el ekt r omowe®hwy s kKk®no s\
k v pohiybue | ekt r on T, kbteezr Tr o zepdugpefis3d, 132N

elektronové délo —@ ; !
’—_H
anoda -y AN, o

e

skenovaci
generator

elmg. ¢ocky J zesilovac
=

}

skenovaci

objektiv —\ civky
detektor BSE \. /

detektor SE

detektor RTG

vzorek

_ __ pohyblivy stolek

Obr.29HI avn2 KkomplB8lenty SEM
Aplikace

Jak joi @ mBwigeek e n melektche T mikroskoemmT ¢ e zobrhana
topografepovrchy al Repma&® SEM i denti fi koveate kcthre n
vlastnostimat e r[i3@.1Zpoh | edu hsyl dor B&EjeF éx thFrakterizacijejich
strukturyavelikostip - mrfffor f ol o0 gi.e SsEdva ft fak bddiimaa iR wjee b u n |
nebo jejich proliferaci na scafidéch[134].

44 Rotaln2 reometr

Reol ogi e | e vIxdoak e nk tae rdSe fsoer nzaach?T vhiémot y, new
kapalin ((a) | asovlD nez8visl ®, (b) lasovD
se Sad? nap$S. roztoky nebo taveniny pol yme
(tzv. pseudoplastiait ) , Cog znamen§8,r ogset ojuecj2inc hg rvaids keanz
kl es §. Mi mo to se polymery chovaj?2 viskoe
kapalin, al e (Mz 8evliassitoisctkil cnha NleSatsedkV @ gd ¢ Np § Mha
v el iclhiamraa k tteorki znuajttegrhi agniMisiokitge/iskozitu Izedefinovat jako

odpor kapalinyw T 1oku, tedyjakovztahs my k o w & l[@ytcklostis my k defor@ace

Pro newton(@lki®n &&mpmad i niysk:-zn?2 kapaliny, kte
model em) vi skozita nezsgvis? na rychl ost

nenewtonsk®, | arken?2 gmaogrn®i me@sdahm, Newt ono
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VpS2 padkapdlifozrdtuog eme vi skozij @j ? ¢ kjbeo dzodiasénd ni I-
z8Wi sna rychl osti sknaypkad vig@SI2dtetfhood enh 0 B mav| n 2
kapaliny. Zapl eten® makromol ekuly polymer
smRDru toku ( p&idefodd5haceil)nN vel k

Viznamnl vIiiv na zpracovgn2?2 polymern2ch me
smykovou a tahovou deformdti36]. Protojest di um reol ogi ckT ch vl a:
velmi dTlegit® napS. z pohledu 3D tisku (
t k§Rov®m ingenlrstv2 (scaffoldy).

K charakterizaci reologicklch a viskoel as
suspenz?2 atd. sRotuad@PlPnz ona@admét myeowmmaddRuj i n
(viskozita, smykov® naphDt?2, rycphollas t( ksonmypkl o
viskozita, viskoelastick® modul y). Skl §8d§
geometrie, mezi kterTmi je um2sthDnl mNSen’
v konfiguraci deskal e s k a ;v 8§V &Ic edeska.uMiskolti a j e wur | ov8na
znal osti krout2c2ho momentu ur|] en®ho z po
smykov® naphDt 2. Rychl ost smykov® defor mac
| 8sti di®dmetrie

Mezi z8kladn2 mRSen® vel i@ nktdreldyl peatiSéz
Ast or ag@fl (nhad)ul kterT pSessitakajle sbajluzow
a tzv. Al oss GBEERa)r,8tkotvelr)T npSleudst avuj e i mag
viskozitad *( Pa L sf)r,e ktvje.nl nD z8vi sl &8 viskozitn?
s my k o v ®h185].n alpvdar @@ ¢ nij@umilsByvz § vs | o s ttis)naba¥sh lacsve®

frekvenci¥ (rad/s)
Instrumentace

HIl avn2 | 8§sti rotaln2ho reometru jsou uvede
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Motor s kontrolou rychlosti

B

Mgéieni krouticiho
momentu nebo rychlosti '
—  — LoZisko (vzducho’vé, magnetickeé)
s vysokou tuhosti

Senzorovy systém

Obr.30HI avn?2 | 8sti ¥ aln2ho reomet
Pomoco?t aln2ho reometru | ze pirpow@®st tdywa S
oznalit jako tzv. rotaln?2 testy, pSi kterl
typem2mPpS8®nu tzv. oscilaln2 testy, pSi kte
Aplikace
Reol ogi i teke®v8adpPt pvT mylolsanelt d it k @dnvrfer v[2my s
reologie dTlegitou roli z hl edi ska aplik

paranet ry jako je nfhpSmaceat ? c kl@&eel procforhiyosgM e
optimali zaci virobn2ch procesT, pro dl ouh
kone|l n® pougit2 rTznlch kr®mT, pl eSovich
vpotraving§Sski@maprakmesliwuje tok nap$S. kIl a
v2n [#38]dA vr § mc i moigomedi c2 nskjle hdhlpd § ikta® 2 z
reologick® vliastno3Ditimakuwer ( Bil gt izs khul)e ds tsrk
materi 8l u a tak® [9.votaschopnosti bunBhk
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. PRAKTI CKC LCS"
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5 POPI' S EXPERI MENTU

Vn8sl eduj 2c?pkmpdny |l pedmsotul i v® kr ovklyet mdv r
konkr ®t n2 c h(olp.8pt PPp ¥ np ePekimeatibgma synt ®za t h
hyaluronanu(HASH) a opti mali zace pod&dmZimeok nto@tt o HrA
ekvimol 8rragppmBbrP kbonde &tterkace Bbl)dKpf o tkvorvzaenn®
modifikace bylz 2 s kpprndd u kt ¢ h g rda kuthd mpidanaod@n FTI R a
spektroskopie N&sl ednh byly za pS2tomndagelyi t S2dag
krok) n a b 8-85H (tzH Aelicrosslinking).Ch ar akt eri zace gel al n?z
t hi ol ovanT(lht \rytdly blgredk[)ovedena pomoarrk mr®tt ralD
se jednal best psai tkinekky.§ R Sia kd snci bylag ndadv § reas
tuhost gelu,tzn. z8vislost kompl exn?2 siorageknmdulenay a
Yah'l ov ® f rhiogtivNean czi 8 k(IraydchD t e sbtyTl rset aakn| onvZéedi igred ta
za jak dlouho po rozpsSgvAzz poblaptsed o det
vi s k VisknzZitaa modul hyly stapoveysvt iz 8§vi sl oNd i z §lal 4 dal
znalostigeh | N2 h ¢ e| a ® t ipasoudii jestin3® tisk(p o p S. ) jb vhodndu s k
metodou p S2 pravhN hydrogel T na bBaeaiowvwihi péo¥&c
produkt byld 8l g of i | i zov&n, aby mohl a( pb8ittl ngkrroovke)
skenowvdeXmr onov®m m,zkar o¥%lke8lpekng 0 SEMNf or mac 2
visl edn®hdbyaberofEhogm®veni mi hydrogely d§
jejich aplikaci do ¢givTichi otregsatnyi syt o tmuxs
proliferace bn Nkd an ®m maTtDenr | 8Sedladh h @thayvdr ogel u a n:
zkougky syab®mutiyvoda@®DMEM ( kul ti vagdhedelm n
stanoven®m | asNhav ®m8 kilnadeld vadech provedenT c
provedeno samptSi®r ak e d ®bme mkaetdeur i j§ddhlastizv y u §
t k §Rov®ho ingenlrstv?2,
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A) Modifikace B) Charakterizace D) 3D tisk
D L R o @
_O ’ ‘l‘i " | A I 9) : &j
— / .\ -:/
oo S Sl { L
e [
...... : CSA R 25 20 15
HA(Na) £
/ ans
A !
\ ™

Obr.31Sch@®nmeadnot |l ivdaehgé&m®kd experi ment

51 Pougit® materi 8ly

Vexperiment 8l n?2 | §sti byl y Hyalarangn HA¢Na),n 2 g e
kosmetickg8=11234,0t243 M 370 kDa) Cdngptogroupdr g e
a. s. (Dol n2 Do b r oleethyl3-(3densthy@minopeopwyl) tkdrbodiiraid ;
hydrochlorid EDC, 98 %, M = 191,7 g/mol), Mydroxysukcinimid NHS, 98 %, M =

115,09 g/mol), 44,6-dimethoxyl,3,5triazin-2-yl)-4-methylmorpholinium  chlorid
(DMTMM , 96,3 %, M =276,72g/mol)ally dr oxy benz oHoBtj9%a %dM= hy dr
135,12 g/mol)byly zakoupeny od firmy Signi&ldrich (St. Louis, USA. Cysteamin
hydrochlorid CSA, bi ochemick8 | istot a,lA4dithiotejtol M =
(DTT, 99 %, p.a., M = 154,2 g/mol) dodala firma Carl Rokha(r | sr uhe, NDn
Dialyzal nBSnmemBSK®@& 3500, vnitldn2 prTmhdr 2

52 Synt ®za thiolovan®&h)o hyal uronanu (

52.1 Zav e dtehnizofl wrvk® n2 skupiny na SethRzec HA(N

PSed samotnou modifikac?2 byly navoleny z§}

nav8gka ,pol ymer u
- mol ekul ov8 hmotnost pol ymeru
- koncentracepolymery

- mol 8rn2 pomNr reaguj2c2ch | 8tek.
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Tyto parametry byly pSi experimentu obmn
kombinace vstupn?2ch podm2nek k YspRDgn® sy
charakterizuj2cég pyps&dgn@birlabkukceejsdge
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Tab.I1Nav o loedn® spkiyt ®zy t hi ol ovan®ho HA(

Mo | u | ov § o Ekvimol 8r RozdRI| en? )
2 2 2
Znal en proH%b{lle%#kBa] VI choz I§§/(l:(xoz?c 18 @i al Podm2nky di g
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 diallz
HA-SH-3B voda (pH=3,5), 2h
HA-SH-3 370 HA, EDC/NHS, CSA 1:2:4:4
HA-SH-3C voda (pH=3,5) + 0,1M NacCl, 2h
HA-SH-3D voda (pH=3,5), 72h
HA-SH-4A bez diallz
HA-SH-4 124 HA, EDC/NHS, CSA 1:2:4:4 HA-SH-4C voda (pH=3,5) + 0,1M NacCl, 2h
HA-SH-4D voda (pH=3,5), 72h
HA-SH-5A bez dialflz
HA-SH-5B voda (pH=3,5), 2h
HA-SH-5 370 HA, EDC/NHS, CSA 1:2:4:4
HA-SH-5C voda (pH=3,5) + 0,1M NaCl, 2h
HA-SH-5D voda (pH=3,5), 72h
HA-SH-6A bez diallz
HA-SH-6 124 HA, EDC/NHS, CSA 1:3:3:2 HA-SH-6C voda (pH=3,5) + 0,1M NacCl, 2h|
HA-SH-6D voda (pH=3,5), 72h
HA-SH-7B voda (pH=3,5) + 0,02M NacCl, 2
HA-SH-7 370 HA, EDC/NHS, CSA 1:2:4:4 HA-SH-7C voda (pH=3,5) + 0,1M NaCl, 2h
voda (pH=3,5), 1h +0,1M NaCl, 4
HA-SH-7D + voda (pH=3,5), 1h
HA-SH-8B voda (pH=3,5) + 0,02M NaCl, 2}
HA-SH-8 370 HA, EDC/NHS, CSA 1:2:4:4
HA-SH-8C 0,1M NacCl, 1h + 0,02M NaCl, 1
HA-SH-9 voda (pH=4), 48h, Yo« 4 0 k 1
Vianay 3 kr 8t obn
HA-SH-9 124 HA, EDC, HOBt, CSA 1:4:3:4
HA-SH-9-DTT voda (pH=4), 48h, ¥xox 4 0 k 1
Vianay 3 Kkr 8t obn
HA-SH-10 voda (pH=4), 48h, Yok 4 0 k 1
Vianay 3 Kkr 8t obn
HA-SH-10 124 HA, DMTMM, CSA 1:0,5:1,5
HA-SH-10-DTT voda (pH=4), 48h, Yo« 4 0 k 1
Vianay 3 kr 8t obn
voda (pH=4), 48h, ¥xox 4 0 k 1
HA-SH-11 370 HA, EDC, HOBt, CSA 1:4:4:4 HA-SH-11
Vhanay 3kr 8t obn
voda (pH=4), 48h, Mxok 4 0 k 1
HA-SH-12 370 HA, EDC, NHS, CSA 1:2:4:4 HA-SH-12
Vianay 3 Kr 8t obn
voda (pH=4), 48h, Yo« 4 0 k 1
HA-SH-13 370 HA, EDC, NHS, CSA 1:2:4:4 HA-SH-13
Vhanay 3kr 8t obn|
voda (pH=4), 48h, ¥xox 4 0 k 1
HA-SH-14 124 HA, EDC, NHS, CSA 1:2:4:4 HA-SH-14
Vhanay 3kr 8t obn
voda (pH=4), 48h, Mz 4 0 K 1
HA-SH-15 600 HA, EDC, NHS, CSA 1:2:4:4 HA-SH-15
Vianay 3 Kr 8t obn
voda (pH=4), 48h, Yo« 4 0 k 1
HA-SH-16 243 HA, EDC, NHS, CSA 1:2:4:4 HA-SH-16

Vhanay 3kr 8t obn|
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Jakjgbyl o zm2nhDno pr §cecam? et e mk®od 8ba kel ehdm®d
nax§nrSHjekar boxyl ov § medifikapei hyaturonarRiSic h § z 2 k nayv
thi ol ov® pTKwgkhnmsyylowuaskupinupr ost Sedni camwd@n s k u
Prvn2m krokem synt®zy thiolovan&hpbylaer i v
rozpugtnDnz 0, 80g mhy aleu rooQail larvmal) Po @4 hod

r oz p o hyfpkidatokuHA(Na)p Si DI @2 mmol)l § t kydrodysukcinimid

(NHS) a0,767 g (4 mmol)l § t -etlryl343-dimethylaminopropyl) karbodiimid (EDC) ve
formhND pr&gku. blyaltao m2ecahk§ & psSiNsl abor at or n?2
doglo k aktivaci SkeatrAda)y | Po ®u slkyrmpu tny meak |
smiNsi @454gd48mmol)cy st eami nu (CSA), kterT5byl
ml Qmili vody pr obu Nl zdnf®@ odu el i minace vzdugn®ho
samovolnlT vznik dHosdun oftiadipcHk @ evaakzlbry2 s mRs i
475amodi fi kov8na p2x4 birdd.l aReakcsda 81 ®ho m2 chs§
[14, 58]

o™ b,

- N
O\ O Na HO OH /
-0 o] g ;O EDC/NHS, RT Ox—0 HO OH CSA.RT, 24h OxNH  HO OH
- _—
© 2h. H,0 -~ © ° Ho.pr-a7s 0 0 S E O:
HO OH NH ) O o (0]
0= HO NH OH NH
OH O=< o

Obr.32Sch®ma modi fi kacfd4hyal uronanu t

Po 24h byl a r éahapuifkdcpSi epmaven@boad ayt § ok u
Roztok b y | pSeveden d o dduteoff B,2kBd) n 2k dree moy IS n g T
puri fipkovgn vodiDpopHobu 48 hod. ObmDna di
real i 2&kaov8&na Po di al T z enalepldivl @ Aa@du lethr7PaAC a § e
Takto pSipraven® vzorkya byd yustl Ig68MRC tdmyplllaytc
zah8jena hdm2v npSif Stzleaksw g0, 06 mbar. Hlavn2?2 su
zalala druh8 f8ze qme|ln @Gtboars wg edn® lce$ie diklganie
byl a pevn-8H[I4p58lma HA

522 Redukce disulfiditk® vazby pomoc2 DT

Vpr TbDhu purifikace modi fi kovam@hh& ddhyai m
zes2Sovs&n2 thi ol opvSaend® hacs npernmoud wkytt w otSzem.2 ki s
visledkem byl zi sk ve v-&idBimmairde a p U vathy®k ® |
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vwtveteai thiolovimiol ylmepnaami-SSeke®bc&oh

rozpugdgt NDn2e pvooldyMmea un &s | ppadmo@azta @ I 6 ySsoi| viBgln 2

r ed uk e v § § ydghiotretthah (DTT) (obr.33). Samot n8 redukce dis

pr ob2hala n8sl edovnni.
N

s At
|

o OH OH EDC, NHS, S Hh}l OH OH
7 DIT

0 H20, pH=4. 75 /
s : R
HO NH o 0
OH _( O NH
o= \

Obr.33Redukce disulfidick® vazby pon

Kv o dn ®@mokuHA-SH(w=0,5%)byloDT T p Svipd §nidae aipH foztoku bylo
n §s | epdawid na hodnotu,8 pSi kv yek @&®z ub TeFalnien RaoyZghgd?
i ntenzivnBynloa meealBNA2 s mlpe dokuddohedP ud ii & li ko o/\a'
roztok byl n8sledn)) dime agége a z i3Rodddini2cnzkoyp |
redukedi sul fi di ck® vazisH mpoadniofci? k ®EF ntdbcRo uHA v e

Tab.2Shrnut 2 podmSHselXKITreakce HA

Ekvi mol 8rn Doba
2 2
Znal| en pr o Myt [kbDa] Mprr [9/mol] vychoz2chrozpolt Podm2 nky ¢
HA-SH-9 124 DTT byl o p
zaveden? t
HA-SH-10 124 skupin na §
HA-SH-11 370
HA-SH-12 370 154,3 HA-SH:DTT =1:4 2h/ 25
HA-SH-13 370 voda (pH=4), 24h, Mok
40Kr g > 2K
HA-SH-14 124 obmhbDna r 9
HA-SH-15 600
HA-SH-16 243

53 PS2pravaura dbh®zielt hi ol ovan®ho hyal

Hydr ogel na b8zi thiol ovan®htov.shaynmeolzwers@ n dmuw?

seicrosslinking) za pS$S2tomnosti vzdugn® kys
LyofilizovaniTzr® dkpdymere(h %,r2a% nebo 3 %w/w)) byl

rozpu@mDOTv25A@CpP rozpugt Nn? byl kyvglzblKku vy
vznikudi sul fi dikd¢ lke® §v & 2hepitytt ivonlSo U Tamj za wriiku O n a mi
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pol y me ihydrogetupobr. 3). VT sl ednT hd/&lyadligoevi § nb yzZla Yl e

d a Icharakteria c i pokmeomcdvac? el ekikronov® mi kr osko

—0
N OF oM
NH o} O—

HS /T?OHO
0

S HO wo

HN_ OH K

OH
S
\Oﬁo E : O: 0, S
HO 0 NH % oH
OH
ot

Obr.34S2 Sov@ ma atnt®ho hyal uronanu vzdugnl

54 Met ody charakteri zacHA-SHSi pravenT ch

5.4.1 FTIR
Pomoc?2 infral er WNieoletshmy Isyp ejké¢ d monced chuou nedes
stanoveny funkln2z skupiny, kter® jsou VvV§8ze

MNRSen2? pactmkouWER (0zesl abenT Ygpdrnma no dorva®zn) Kkrray
Vzorky HA-SH byly pSed samot&idym nrSzeent2Se dy o itl3
tl oul ku a nDkol i kr 8§t pSehnuty, aby nedogl

vzorek upevRuje ke krystalu.

PSeamotnoanal Tzou byl o potSeba navolit si z
ovlivnitrychlossmNSen?2 s pekt r aRonzel bispglfag?le o pk vaPk imt par a
a byl nastaven na hodnotu 4¢énTent o parametr ud8v§g§, ge ab
rozligiteln® dva p8sy, T™usDrubhiTtm vdzTd Selgei ntyl m
jepolsektenTkt erT definuje kolikrgt bude dan®
HA( Na) byl o z GdatiaeeOronicpdk sken3Fl n2z spektrum

vgech 64 namhRSenlTch spekter. Pol et skenT
signg8lu k gumu. Visledkem mRSen2 je spektr
(cm) . Rozsah vinovich d®l ek, resp LSoftvateo| t T,

Omnict ak ® ugi v atreliio cchauwv plmal age® krean {8kl adnN kit e

zdal i doglo ke zmDnhD ve spektru thiol ovan®h
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5.4.2 NMR

Detai l nhDj g? popi s struktury t hi olovan®ho
nukl e8rn2 magnefNMBk®zreponghlECLEECHAMMKIEO me t r
Ltd., Tokio, Japonsko) PS2 st r o] pracuj e pSi 1H frek
Anal yzvozvoarnk® by | yt IrgokzBp 1@jpkdyih § | Dkaheestrace roztoku
polymerubyla rovna 86 mg/mRo zpu gt DPn® vzorky byly pSene
kyvetz obr az eobrid h n a

Obr. 35 NMR kyvety
V programu ACD/NMR Proessor Academic Editiorbyla suro\8 data z NMR
spektrometrp Se v e d e n a Foyrierowy ctéansformace na NMR  spektrum
scharakteristickimi p2ky odpovidajgi®Bodegdn

bylvyugit | akobyled emenkc®i dRl ena hodnota 4,7

PomocANMRHDYyI stanoven (DS)ttthp ®R 0% ®b stkiutpu me
di sacharidov® jednotce hyaluronanu (DS, %
pomRNr integrace refEelden(uind)ppkipeékiu,odpov padE
N-acetyl ov®lIskkugps enrgi nDu HA( Na) , a p2ku vol ng
(s , popS. p2ku odpov2da2%®pmlsdi sulaf pdugk ®2

0

0¥ t—PpTmT (1)

o

nebo

0
0"\ T(‘l)’—q) T )
o
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L2sl o 4 odpov2d8 poltu protonf[2slkeoedt®zase
protonT tvoS2c2adigsl bi Bi cpkolut -avepyiwkbANap n T t
Skutelnl stupeR substituce DS je tedy pod:-
| 2sl u odpov?2dajviec 2vifaddlbplb | t u protonT

543 Rotaln?2 reometr

Reakl| n2 akiviestliekdai g rtawreamdtchpdydrogeael TS8hlyaa
reolog cdhimN S e n ¥ y ur goit tedfemntetruAntonPaar MCR500 Si t epl ot N
za norm8ln2ho tlaku ve vzdugn® at mosf ®Se.

PromN S e n 2 kinetiky roZtokuHA-SH (3,2 mibylav y ua@gieto met r v& | .A¢ &1 e
Tout o geomevtlXtig?2 soebjmm§2 roztoku ponay @enuT
mnogstv2 analyzovanlch geametriek § Lve§dti tevcdoubley u § i
gap, tktaderal soust Sedn® v§&§lce a dovol u32e ugi
ml). MDS egm® hal o mSnd%kdeforsdciak onst antn2 %H0 ovou
rads.Bylys | ed aw®ry gi ¢ k & owpll ielxinrtg, evli asgktoi zciGtla mo d |
ztr 8§t o vVAEEM®Wiud | o aNiSem&t ba®Mpadvbshald&kem mn:
bylainformace@ e | al n,2 mdly apsnéTaki$k storageGEalossG Erkodulu

Osci | albglypu stkeustteylan IPnSi pkamphéchN zes2 SovanT
MNDSebry2l a provedena -theasksaiste®@mu ioskohkdasa ht px
deformacis¥%zh | ov ou frroezkmeezredo?@ivad®. P$i mNSen2 byl y
stejn® reologick® veliliny jzagvo sp ®ist mDea
frekvenciNa z §lslcachla| aniz8emfi sl ednou tuhosSH pSi g
hydrogel T.

5.4.4 SEM

Pro det epkXiiprpawelnivch | yofilizovanlch vzorec
el ekt r on ov I(SEMyiPkenoms32oPpo (Phenom World) P o mo c 2 SEM
dos8hnout vysok®hammpitti ck Phao®r opti ge®2 par
kontrast nebo hloubka osttd)sVz or ky byl y seS2 zunhult2yg 8m®y| nl
pSipevnhDniyt exraV zkkorvkoyyv p o SEMo vreurs® w Tt vodi v ¢
kinterakcivzorku® | ekt r onov PPnotsov abzykleam na vzor ky pSe
pall adi maproakp®édab tork®@ vien2 prob2halo po dob
mA. PozoSBM Syl ov reali zovs8§no pSi urychlova
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Vel i kost p-r T a cel kov 8 p oreshatdvprogranuyndgel st an
Tento program do km@ikmakosunm % eneRis ppelSP zrean Tmizk r o m
funkcitresholds po| 2t at porozitu mhRNSen®honwox@&mnluna
co nejnigg?2 hodnotu, byla cel kpowrBopiotrypy za mhd
na3s n2 mc2ch ts@Bomgd w golrykbuou mnNSenz .
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6 VhSLEDKY A DI SKUZE

N§sl eduj2c?2 kapitola shrnuje dosparg8cne® v I sl

6.1 Synt ®zSd HA

Sch®ma s ySht 2y uMdbd33.IN§ aktivavanou karboxylowoskupinu byl
navsg8z8n NHS za vVvzni-MHS Kalkttiiwrach o keagthbexwy | dX
pougit k¢ED®.odN§sniaednh b yystealidedn nkathearala &stei vnn :
m2sto HA(Na) nav§zakavmBue $i amiorvawn ®@h oblAy @i nu
SH).

T2mto zpTsPibemaelegmlereap,2 pSi kat eSdicehnabydpt ir
podmxsiyakn®z yz Sokbl mallimy 1z edarameff( e k vi mol §rn2 pomNn
dialTp$i d&n? r eu)tikjakjé uvedenbm 1.d | a

Na z8kIl adnR p o c hhiofaee hyaluronanslA-SH i syniuy p&é pira§teyn
thi ol ovan®hwvz &hwiasl | owlskinoe®hmanost (124 kDa, 243 kDa, 370

kDa a 600 kDa)a skonstantn2zm ekvimol 8rn2Zm pomDr
(HA(Na):NHS:EDC:CSA. Uvedenl ekvizoehnS8ar nz2§ kpl oandlXY o sbifyul c
Bi an et. al . (201 6d)o,s §HeljeusyPsiumPi3 t bbbt bu e mibt
skupinyna HA(Na).Ne zbyt nou soul-SHtbylp&2puaiviyi Hace
pomoicadl Tdzy, olbbeéirag a po dobu 48 hod a frekv
|l inila 2Xirasltl dee nmnylse? ®Wanl pHy aby byl o zabr §
vazby bhDhkRomt ® i gg§ NDineédovala |Iyofilizace prod

IpSestytghei cblydv ® s kyu pp onkysetbtipidkioasI8ynz a| nédohploo r o z
kAs azneos Aip Momdukmempi §n@ (nebo pSed rozpugth
synthezradi k ce di sul fi di ed ®k v oz DEN).Pd mpAiP &8 If 2

bylopozorovg8no zvigen?: stupnhD sub<toigt upcoet vv
“usphNgn® gt Npen?2Podirsewlufkil§isiacedte ambad zah zdzadsf & | e m
doligtNDnpoppGddBatoDUTallza trvala jen 24
frekvenceo b mNdialyz al n2 ho r ozt okudi pbhXkherymietfgiSreawaimiz
par anseytnrtfl®zy | stb3.. Mgedbny wvde uveSHebgh® der
pougidakhplrakteri n8ci edug@tEed ®d 8Sd a .



UTB ve ZI 2n0n, Fakulta technol ogi ck§8 68
Tab.3Shrnut? paranBHtr T synt ®zy HA
ol ekul ov§ . . -
Ng8zev re am c ?\/IW[kDa] Ekvi mol §r n Purifikacen r DTT Purifikace
HA-SH-14-DTT 124
HA-SH-16-DTT HANHSEEDC:CSA o | HASH:DTT 24
= dennl = hod/ 2

HA-SH-13DTT 370 1:2:4:4 1:4 denn
HA-SH-15-DTT

6.2 Charakterizace HA-SH

6.2.1 FTIR

Jednou anetodp o u ¢ iptSTi ¢ homobifkaca PMA(Na) bylaFTIR spektroskopie. Tato
jednoduch8 a nedest gjstkkjiakn 2m merdpeidian i vsm oRhHroi
HA(Na) d o gpb jehomodifikacip 0 md 2 ah skupih.S p e k t hahyaluiorsanu®
(HA(Na)), t hi ol ov an®h dHA{SK) alt ihri @i & hyauno®amw po reduci

pomoc?2 DIHIDTT) (WA = 370 kDa) jsou uvedeny grafu 1 Spektrav z or k T
zbyl Tch mol ekul osvd uwlps8Sshtytot ®bst pr § s e u
""" R o s nr /e L AABanmssns
1620 . 1560
(¢) 370 kDa_HA-SH-DTT \
- .
=
-§ (b) 370 kDa_HA-SH
=
2 .
< T it ket UGS R
(a) 370 kDa_pure
-/\\—
3500 3000 2500 1500 1000
VInodet (cm™)
GraflF T1 R s p e k t(a)dAtNa), (b) 8IA-&Hha¢c) HA-SH-DTT pro
molekulovou hmotnod¥ly, = 370kDa
PSi porovng8n?2 spekttSrHa blyil sat &haoz nHhAnbNa&8)s aa z A

3000cmtag 360DVt @tno

obl as tNHa©#l skppBe\K|rilsvta@m s p e k
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je pozorovs&n (giBg2j al izkSorgo vREAR( NBH§ §&ilpspanh unj ee
HA(Na) modifikovar8t hi ol y. Po navg8z8n2 thiolov® sku
k redukci-OH skupinaks o u|l a s n ® mNH srk&rpT snt, @ FEIRSYp esket rvu pr o
z 4§ e nz28m oawel Ry e n 2 oblagti 860G 3600 cm. Dle auta Ku et al. (2021)

[8], Hong et al. (2020)10] a Yegappan et al. (2019)1] p S2t omn o s t t hiol
potvrzuieip § s, skt eavibhk ®t2 2800od.Absorpce tom®2loi ¢?2
vel k §, a protarhadMpothraz ¢fta.S5peHpaSm), o k¢ er §
s k u t eokazujeabporpcit ®t o wlbrl chisg TT HA( Na) v yldasiz uj e
vinolloom, 16kt er §asymewvrid@k@OY k hr & o iskyding v ®)
zat2mco ve spektru modiofzigk ddwaem®h o dHLESQR Na )p 8
a 1620 crt (vizobr. 353 8 ) .vol#aStis | n d36damodpov2d8§ vi-®GO>x aci
NH, kter8 potvr zuj eapVBxmsoblasti 1620néimdrepre@ntuje-8H b y
skupinu naNHZIanbobypgd8spot v QzHany etsat 202D), Rt e S2
rozgt DppB®s pBjy? vazb2laRwizdgt Dpanh®@mp8dopl &
vI n@lotzorovali ve sv® s[OuSiatal (2019k @ mG@ekiru et a
Ha(Na)d e t epk8usjL6D0 cmt, k t pormiodifikaei HA(Na) thiofr o z1 o dah g h a
dva (1558 crita 1640 crif). Mimotov e s v T ¢ h posopeakabsorgcic dblasti 2500

i 2600 cm' [44]. Na z § k|1 a d Nz npddSreddVilR: $pekter $iteraturou Ize
konstatovat HAg®amodhfokgcprobDhla %spRgnh.

6.2.2 NMR

DetailnhDjgdtar pSrels nN$ gP g P& hmoodiyf i &k az ®r dHvAg F
stupnh substituce thc-BHladv Tvcgh disnidoy®i wadH® u ¢
S, bylo realiHNMR.Bepppoeobyl o zmNRSenozspekt
kt er &haot rjnd v Voblasti 80lp ppm2 k k't er §a matpywlve @& SNk u p
spektru ozn3bklah®blgsh k pédiBbdo43ppm jsou pSi su
sacharidov®muPkrahav adl® Npj kgrauj2,s olut eurvie delms
spektrum | ist®& h( a) ohélupoRen) HASHDP) a ( c) t hio
hyal uronanu po r e-8HZIT) prp matetutovou ribthost (ViE 2V0
kbaaNMR spektra zbylTch mol e kwp $?viToczhe htn®tton ob:
pr 8ce.
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(¢) 370 kDa_HA-SH-DTT

SH

FETRRTARINA FARNARRARN RARTARTANA SRR RRRNINd AARARARTANA AURRRRRAAT] ANRARRANATA AARTARTNT]

(b) 370 kDa_HA-SH

.

(a) 370 kDa_pure
oo\ O-Nj HO, OHO
HO 7
OH O:(NH
1

5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5
chemicky posun (ppm)

Graf2ZNMR s p e k t r(a)HA(Na), (b)H&® BHa(c) HA-SHDTT pro
molekulovou hmotnost M= 370kDa

Po modifikacit hi ol ov T mi skupi HRASHIdeb elkyvEay s pektr
v oblasti2,922,98 ppm; 2,62,71 ppm 82,362,583 ppmj ak | e w@gaunlal2e no
P2 k \plasti2, 922,98 ppma2,62,7lppnodpov2 daj 2 ¢ hmati leykl®mul @l
protonT tvoS2c2 GCHAHISSCHOHMAK)) o a tv odsn?,3§ N H
253 ppmj e pSisuzov§na mehtemiclockv@mbt pofminuj e t !
skupi naadvi8zaSnhaar i d ov T (NHiCH6H3Hy Rd up Dinda§ong?l oD T
kr ozgt Dpen?2 di skutlefri8jedngb®] Svadbenbityvyo bl ast i ¢ he mi
posunu o dnpmevt2hdyalj @wi2mNHCHECH.SHajmednak zvIi gen?
substitucgDS)v o | n ® skhpinp | ov ®
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Aut o0Si Yu wtt hilal o v2aOn2@HNWR $pgkadd et ek aval y n o\
vev el mi powdo@mrsit @t h ¢ he mojsok ®édeny p @Bro raidv § erk
po pSidg§n2 DTT Tgeseakopakilppdio®lBaste2is ppra &4
zm2nNDnlch oblastech (2,68 ag [2.Pd mpoe | i
zpTsobeno odlignTm zaubyobem cwani®zMA( Na) i
Michae | ov o uSvaodu crrol ie a pdii vdowrtg@Medc,thatmj & j i st
zvolenT ekvimol §enptchpo@mBeé va &aEDCHOBICSA)
Kolektiv autor(ROBKan westh$al@dj studibieolpS? pma@
hyaluroanu pozorovalin o v ®  pobldstgch 2,45 ppm a 2,68pm, kter® sol
spS2tomnou di s [l4.Siteij oo p? wehasié i2eopmy asdynt ®z
HA(Na) thiolya u t Xoa®t al.(2021)[141].

Po sroveBedisYl §§&Ruvedeni mi autory | ze kons
thioly probDhIl a uspPgod, pprbtei @vtfabigaethc® p
chemi c k ®hMimoposesel nuupektr eghbhpmho\emaad j s foa pg8Sn

nezreagokvesm®Pnzbht | 8t ek, reduk| n2z | inidlo

dostatelnhD odstirap®ngvoyvBPeybgn®sdi mbiizei ka
potvrzena stupnilDm su(St%vVipel ¢ehi stophBhsas
r e al ipenmo#@®2n KNIR spektraJako refereeae by | zvol en -apetyk odp
skupi nhD diSgani®a rmiadov ®rmp r lo tbhdlghee mN anfoHds yh2i rklanc @
skupinyn e d o ¢ ieBoy8 dkh ® R $nddmide a@lgem v T BSlue dzkkTouman T ¢
mol ekul ovich hmeabhdaost2 je uveden v

Tab.4Dosagen® st (S isoubosvtipctho csekkuopuimma n ® mo | e
hmotnostihyaluronanu

N§zev realvlkoclijkUI ovS8 StupeR s
w[kDa] DS [%)]

HA-SH-14-DTT 124 30,9

HA-SH-16-DTT

HA-SH-13-DTT 370 33,8

HA-SH-15DTT

Ekvi mol §nl4:4)p 8§ mBKk vstupuj 2z2wlkercpodedd | Bk lkcau
Bian et al.(2016) kteS2 u tohoto pomRru zaznamenal
(50-60 %dl e mol ekul ¢i&®a) f4hozti reg Stcih vIi sl edku |
srost pwadmemguj 2céshel S§tekVpaBesmubpSe padtec
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DSvi sl edk Tm pryRidnatald phgakupir omp §md:R3:2) nam2 st c
pougi tT chOod(l1:gn:byl naterennvdp S2 padiNsbhSonamol ek ul ov @
hmotnostiHA-SH. St u p e R s dleaustdT Bianuetag (2016)sr o st ouc2 mol ek
hmotnost?2 kil eas§ e hdajped mtoomuv §nPeSs2n| 11 nnaa oppoazko.r C
jevu bude pravdid@Bodoechrin smoadneskkdtev ® se pr
omezenou mobilitoG e t Nz ¢ Tj eHhdd &l A pbddewe ynipe 12 all afd]. VT r azn
ni g2 stupeR substituce Vv eGusMié6un (2818D8i 2 ch
21% (My1007 200 kDa)[142], Xu et al. (2021) (DS 17% (M30 kDa)[8], Xia et al (2021)

(DS 35 % (Mw 4-6 kDa) [141]. Od | i ¢ niZe ovivGit n a p\6s t u preaktanty

poskytup dHolovou skupinuif a pPCSA, L-cystein atd, e k vi mol §r n2 pomBr
| Stad&st atel nh2kkdi@omgennm2eak| n2 smBDsi atd.

63 PS2prava hydroge! T na b§zi HA

Vexperiment 8§l n2 |\gIlsyipPhagkda ESek P-Spla 8b & Tz nk

koncentraci HA(Na) 1 % (w/w), 2 % (w/w) a 3% (w/w). Nej prve byl ro
lyofilizowWASHDTpvQndukina op®2 s| ugn o WP ok amazerutd
byla hodnotgp Si p r apHeozt@khzov T gnammodnotu pH 8t akt o upravenl
byl ponecsha8movol ni2as pSevwadtmnosti . v¥dsge®@ke mk

zes2 Sovan §-SEDTT (okri3@).r a HA

Obr.36PS2kl ad | yofilizovan®hoSHDITor ku a hy

UpSipraven®ho 1% (w/ w) roztoku vtyhivolScewma
zes2Sovan® st rMepktTatyo apkeov dDl@gEsimi®n M 2szkwwi s
k once HA-BHDXTT vroztoku (jen 10 mg/imdlKe v gem pSipravenT
t hi olhohyauno@anw vy gg2ch Kk o,n.c2e mg/mlaa3eq%j.c38 mg/ng %

byly p Si d § nNyaOHB(naglIml roztokhzd Tvodu v I gen? pH, d?z k-
ki ni ciaci vzni katedykivyt vbiSeé o¢ ®BiD@ spyry wrk2t up o/h |
3% (w/w) vzorky HA-SH-DTT jevilypev nlj @a¢dDpddelbdld ygg? ko
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polymeruvroztoku P o ur | en2 pSeisnlPy hyfgebDPenywhosti
testy. St ejniin fpSkkastye bdyolgt v o Ken?2 p@Bdolbylyl ch v
vzorky podrobeny t est T reakln2 mgi vétsiSeylkoema jge | satca

Dal g2m mognim dTvodem, pr ol vzorky o nig
thiolovlich skupin, kter® nejsou sclolfp)ny vy

6.4 Reologie

Pro pS2pravu hydrogel Tz ejse2 SdoTvlaeng® ts® rzurk&tu rdy
hyal uronanu (gelaln?2 | as), al e i visledno
nap$ks&§Rov®m ingenlrstv?2.  hyRleraokgenl2T kbiynleyt i st
z8kl adn reologicklTch mnSenz2.

Reak| n2 kinetika 1 t uzh8ovsits Ihoysdirio gneal Tmobl yel kyu Ir
kDa, 243 kDa, 370 kDa a 600 kDa) a koncentraci hyaluronanu (2 % a 3 % w/w). Vzorky s
koncentrac?prlo % geveto)y yMc har akt er i zjejigh§ny,
zes2Sovgn2, PS2]inou byla pr avdDRrpzokupjdkn D p-

jeuvedenoyw Sedchoz?2 kapitole.

641 Reak| n2 kinetika

Nejprve byla provedena charakterizace doby Igele2 h e d y tzv. reak]|r
t hi ol ovan®h op ohhyl aelduur ornfTaznnu® zmol ekul ov® hmot n

r e a kihetik¥ jsou uvedeny grafu 3.

60.0
55.0
50.0 | T/ 2 % (Wiw)
450 F Y43 Y (WIW)

Doba gelace (min)

NN

AN EMNN

[
(%]
w
|
=
=)
S
=)

z
2
2

Graf3Z8vi sl o doby gel ace-SH@24km)243kkDd, 3¥@ ® h m
k Da, 600 a) thiolovan®ho RkRy%WwWwr onanu
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Bodgelacd ze definovat jako wysown8ive IKkddaem ®tmy
Al ossfi mold2ukl uk SipwrelbFeAs t AMDMayssiv i(s| osmDSam2 | ¢
(vi z p.Q%al dkRant o bodem, tedy bodem kdy Ast ot
neg Al ossfi modul, jig ve vzorku pSevaguje
tuhTZvT sl edkT grafu 3 je tedy patrn®, @§ge bec
u vgech vzjoekiTchozeé 2 kopSa @ By z6ox kifii, n.geV
Ssrostouc? mol ekul ovou hmotnos§2124dkDa) aagt
hodnotu 49,67 min(M=6 00k Da) . Obdobn® chovg8n2 byl o
gel al mr2o st apsuostd z higdnoty 0,08 min (M=124kDa) na hodnotu 50,50 min

Myw=600kDa) . tProemd ovamdMw=j 23 7v0z okrCkay, kter ® n
srovnatelnou dobu gelacezorky My=243kDaPr avd Dpad @A | i nou poz
chov&n2dosiagehlst uDSR z0wkksEt370kDagviztab. 40d 1 i gnl
vislkbdekpozorovg§mMizak®24u kDo, kjTej inaopak gel
nej k(ria tkigRozitpo d p o vr? edjav yag gi291nPa.gjirogt B§ gel ace v
mTge blt zpTsoben n22kKiymkg teu pSimikupinee vaprkit iett u c
omezenl a pS2t opmmrsnkil pjintardm psduoghvez ni ku  di s u

vazby.

Jak ug bylo jseosboucdzmal ehRo) ovou hmotnost
roste getabtndytbash 8och8z2 Kk n8r Tstu viski
mobi | i thy tvhoilonTocv T ch skupin v§8§zanlTch na Set
reaktivitou, teéGwogetabh?z2m(Ra8gd8MN se ve sVE
z8vislosti gel aln2ho | asu hydr ogeliSH) na
shyaluromnem modi fi kovanIim pomoc2 katechol una
gel aceS&d®s8z vAnekonel n®hof nbeosd?u§ u [pld <7y Tbboedcu
70 s(pH 7),25s(pH 8),30s( pH 10) . Nejnigg?2 gelaln?2 | as
s2Sovan®hdl43.SiNapH &k I8 dND visledkT autorT C
prol bylo pSH &§3y8om§médiTH&xpEEsmMenb&kmai §Ss
upraveno pH na hodnotu 8. -FHSkubysgl ®BmoRgHV
aby nejdejjil oh kpSed|l asn®mu zes2Sov§n2 za vzn
hodnotu 8, doch8z2 ke vzwriku( zaespSotvamm®o P
kysl2ku), jej2¢g visledkem je hydrogel.

Po ukonlen2 mhRSen2? reakl| n2 Reometrieredmgtrubylon § s |

pozorovs8§no, ¢ge vzorek je mhRkkT, tzn. ge |
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HANa)tot i § s2Suje za pS2tomnosti vzdugn®ho Kk
zcela uzavSeng, nebyl vzorek pravdBRDpodobn
l i nidl a, protoge jig po p8&r minut8ch | eh
ted ot N) jdeohgol ookkamgi t &mwmed o KUSPWSFmpr.avenl ch
t hiolovan®ho hyaluronanu zkoumal i veges v ®
srostouc? konc e n tacaymysteirosteeK taisw n 2c G®H § tekbyd dM ® h ¢
hydrogelu (max 165 Pa My 10i 50 kD3, projevuj 2c? se vysoko
mat ernao@ka ost ouc?2 kon cdobatgelaadz 20 mingro 8, h%nigwi j e

na 5 min pro 1 % (m/vMw 10i 50 kD9 [66].

642 Oscil aln2z testy

Vzhledemk o mu, § et uvhlossite dhny8d rvolgievl Tna mi gr aci a |
charakterizace reologickich vliastnost2 mat
[66]. V grafu 4 je uvedenaS&v i s| ost Ast@GE@Bgmd| enowlud w® h mo
SH,vr ozsahu Yh|0di0®rad/ssr ek vence

2000

2 % (wlw)

18001 1 3 % (wiw)

1600 |

1400

1200

1000 |

G’ (Pa)

800 |

600

400 |

200 |

0

124 243 370 600
M, (kDa)

Graf4Z§vi sl ost Astoragef moduSH, nAas tnoorlaegkeuil om
mNDSernozvsahu %hl e@rad/sf rekvence 1

Tuhost vzorkT byla urlena jahbapt i [mihl bwe ®n
1710 rad/s. Tuto olvleaste hacn otz n%h lippbhle@uaf nt ek
struktury gel u, paoru gketner ®s tmeudkuigubroyc 2kh ygderoare
Zvi sl edkT wwedenT4&£hje patrn®, ¢ge Vvyg@gg2 t
koncentr ac ?2-SH Detyytuhastrau%e HHAZ or KT roste z hodno
na hodnotu 716 Pa (600kDa), zat2mco v pS2p
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na hodnotu 1710 Pa (600kDa)gzr af u j e rovnhDNg vidhDtrosdeutcd|
mol ekul ovou hmot ntorsearrd pProazvod pRohdkoobun Np osl oyunvei
SetNzce, vkytgegr2§ moolsetkeu Isovou hmot vygtg2. tMZmt c
hustRj g2 je -DHlprnoejrenujs2c¢S? HAe poy 0gdviam®oms t
pSedstavuj e =870r &kkDao Meho¢§ vdS2dpah® 3%ho
koncentrace, virmohBkoil @§o unddodtknivas)e.R ZTW o
(stejnWS3im&kdND vreakl n2 kinetiky), mTge bilt,
vichoz?2 mole&ulloyg&l hmonanu dekl|l arovan§ mat
si | ze vgi mnow-=t243 kaea Mv=z o&rkoy koDaM maj 2 (Eodo b
modul u, projevuj?2c?2 se podobnou tuhost?2 ¢tI
podobnl staefve@b.gubst i tu

Touto problemati kou se zabTvali i vggtd 8i
stupnilDm substitGBEesteElnst skki emoadst nel ze
visledkT zcela potvrdit, protog@kostevd &d N: 3 %
Mw 124kda, 370kDa, 243kDa, 600kDa U vzor kT s koncentrac?

vtuhosti mezi jednonl ijpdSka awdDo[BRey (twd kv) v T r a
Bian et al. (2016) d§IGdsrtowrtdu,c2genop ikus toe |
Tento visledek raeli zevypwoten d, jelikog pS

hyaluronanu byl dfldlag®ovERRgE§pPSini @7 oDBEN *
thiolovaeobgehThbdl @ S2ZjpiagtNDrsa,ovineatwe!l n® mol e
(100kDa (DS 37,30) a300kDa (DS33%) ) vykazuj ? Bapeta.d206) v a
Vy g2 (GEdE2KRag124kDa)G E t5kPa (30RDa)vpor ovn8me pSi pr av e
hydrogely(G E &,7kPa (124kD3)G E &,9kPa (37RDa)).

Z § v i 6 knodsltiaviskozityd na ¥hl ov® frekvenci analyzo\
5.
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Graf5Z28vi sl ost ASGE)raagkecﬂmmioengﬂ'l 2un ¢ i fsekvenbiv By  (
(¥), kter 8 IoypéhadDBdENn a Vv

Na z8kl adhD techni c kB® XadfirmycCellfnkl ledyé e vB Bk bz istkd r

mat erint@vau0d% 10 Pa.s (pSi smykov® rychlosti ¥

vi sl edkncBz ivtia vgech 2% vzorkT o danTch mol ek

viskozity na extruzn?2 tisk. Jedinl 3% vzor

ztrendu a nespl RpjSe ptrak Np didrd?r mkgye l ua met odou

Ztohotografulzes2 ci , §e As troorsa goeuic 2movehurlk vjnes tshn e k ¥ ¢
tedy znameng§g, ge bNDpemu@esrci | peenmnetdiochSizp
Tuhost 2 hydrogel T byl Guo etalv(BODYN az kzo8ukr 8andald ajt
vi sl edkkolnsltzag ovat , ge nejvygg? tuhost (sto
zjigtNDna u vzor k®8,5. $iédSota sterag®moalulGESdyrogte-to 18H

88, 5, kde | e tuhost hydrogelu nejvygg?.
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hydrogel y tendenci Dbl t GENk kj148.s $E loa satgiec kmio dmd
thiolovan®ho hydrogelu z8viVWiskcekaemDch® <¢h

hydrogel T zkoumali tak® autoSi Yegappan et
3% wvzor kT hydr ogdl T( 1bhd KkKPai) A hy&dHogel
snanol 8sti cemi pol ydopaminu (PDA) . Euhost

odpov2dalGEYYPa@mrotllI50 kDa), zat2 m8ddsoRDRemt |
| §stic byl a p®H$68Ra (M3 150 kIp)1d], PHi porovnsgn
storage moduGE99Pa(M = 150 kDa)) zjigthRDn®ho u vzec
(2019)j e pat rB@rd getpenmentuby | vy p Sti p dyfogein(yGE
700Pa(Mi=124kDa) ). NS8mi pSipraven® hydrogely
shydrogelyp S2 davkem. PDA | §stic

6.5 PorozitahydrogelT na b-SHi HA

Pro charakterizaci mor f ol ogie a povrchov®
skenovac? el ektronov§8 mi k popisukerpprimentu,(vEEKM) .
byly po | yosfeiSlzizznauctiy paSz2plonzibr ovg&ny A&l T sayc
SEM s nuwrkngkzTal a vysoce ypdors@yzen 2g ksotur wk tsurry buc?
jej2g visled¥y reflektuje obr.

Obr.37(a)SEM s np2ome®truktdryt hi o | ohydaoge® (M@ =124 kDa)a (b)
det ail ISwe2zr ostriktur® hi ol ovan ®Me=1MkDdr ogel u

Dl e anallzy SEM s nfmagedb yp camaopco?t vprrzoegaetieossik u t e
vRNtypiTO50 .Dmsagen® visledky gauBozity jsou ¢
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Porozita (%)
W W A
hnh <
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T T

I 2 % (w/w)
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124 24, 370

Mw (kDa)

O

60

Graf6Z8vi sl osHA-SEDTToai mp | e k ul oakdcehtnaoid®% (wowe t i
a3%Www)vzor kT

Zgr afu 6 j eporqzitatraste &, o sg ® u c 2

koncentrac? |

pravdDpodo b nnbleknlev@hgnotnost Ko m@aent rovanhDj g2 vzo
Vy gg2 @08%(MlR4kDa), 50,8 % (M 243kDa), 50,%% (Mw 370kDa), 48,4 %
(Mw 600kDa))n e § Vv 2204 (Ww)k ® n c e n t-8HDd F (37k886 (Mw 124kDa),
41,7% (Mw 243kDa),39,1% (M, 370kDa), 35,8 (Mw 600kDa)),c 0 § | e

dBovygg?2 konc e nwewakat?h ipooll oyvmaenr &h o

pravdDrg

HA( Na) .

Na obr.38 jsouuvedeny EM s n 2 mloy ®teuktdry HASHDTThy dr oggkmoas

mol ekul ovou

hmot nost 2

a

koncentrac?

hydr oc



UTB ve ZI 2nD, Fakulta technol ogick§g8 80

Obr.38Sn2 mkystSrEWKt ury analyrdvaoplbcmohpdubogebT
il 2 ¢1adyoznal uj e keSHOETMtyrda mig eH Ai(A-B)r w4 meairc 8
molekulovou hmotnost polymeru (12400 kDa)
Vel i kost p- rafamgtrem 3D Bttuktullyii tofpro lpy mer u, ovl i vRu
uvnitS i vnhD paonim®@tom& hwom anabtuenrl | 8nlofa]. pr ol i f er

Na porozitu pr otdeupkltout ampgzSavnpri aafvedn@® [®ollinse g d r 0 g
Birkinshawa (2010) sydiogelunia ib Slampreantim@8a vEl Vvkbep
zamragen? materi Plokl pSech tgpfohiygeménkagend-
Vr 8§mci experimentu byly -3z dArCky tza nproadgl een ys tpus
autorT znamen§, ge velikost p-rT by mRla bl
hydrogely na b8zi thiolovan®ho hyaluronanu,
pozorovalmiat elpi & | @6rza rpaovz oSEMMaeplctyz a mr agen2 pr o
na v I sJelikastrporuff Si |zejnigs tpiSlii ,z ayenag ene p2 ®t A8 kel o
zpTsob Selynavdikostp k.Uleopakp Si azjéma i §glootAlC)( by
p 0 z o rraeds Gévelikostip - p HiS®Mn a nr@anv iBASE u
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ZCVnR

Vr§mci ef8patim&sti byhkSuil Egrbaswkédv $tr Slpgad 2ur on
t hi(HA-SH).Pr vn2 m kr olyaummnamy mty®zay akti vace kar bo
SeechBAaNa)l §t kowWrEME.m krokemt hyblbon@vEkEpiny

cystaminem a aktivovanou karboxylovou skupindlA(Na). Po opti mal i zaci
rekcebyyp Si praveny reakce o 4 r T@2kDah43kbd, e k u |
370 k Da, 600 OB Er ppmidvd ekhwiz 2 ¢ h | §t ek

(HA(Na):NHS:EDC:CSA).

Ke vzniku disulfidick® vazby a tedy =zes? S
polymern2 s2tND@EzdhopBgz2ommBistpHvEIdRIGNA@hby k¥
smhNs udr govs&na pSi ddge@mnkedH?2 t(Ipnk <a 7v)zni k
vdi alyzal n2 Protoe mrdEnd®gi t Tm kr ok eSH redugcat ®z y
di sulfidicklch vazeb, kter® vznikaj?2 pSe
Reduk|lnzm |Jinidlem byla | 8tka DTTPRoj kf @ mg
pSi d8rp2 zylov&§no zvigen2 stupnh s(pdveeno t uce
p o mANMR spektroskopie)

DspnNgn® tnhaivos§lzo§vni2ch skupin n potv&edATIRaNMRhy al u
spektr ek spiek.t rech FTI R ghiolovpul8skupinuob i ev®@j
v oblastech 3000 360Q 2500 a 1620 crh V oblast 3000- 3600 cmts e p S epk&rsiyv a j
ng§l eg2c2 OH a NH skup$ethnz elchildA (oN&) s\KkSidpd ng
jeng se projev?2 zYge n3000-3600zm)l Goblast 2600 s u v
seprojeviaabsor pce t hi oAGo8vt® sokbldgpiseyi d g ipectobyat el 1
ur| epnaciha po @GepederamS2 Kk be e NE® ffialhopploghymod

p2kem-SHj édAnepatrnl, ale pSesto potvrzuje |
Det ai Ichafkjeigece sy nt et i zoB&n ®hyl aHApr ovedena p
spektroskopie. Charakterviocsltn®& k ®h ip?lkoyv, ® kstk
det e k owtBIngys tvi chemB6t R ®EB ppmyna dstlfidigkour ef | e
vazbu byl y oblastz2@d2- 3% $pmya 292 298 ppmP o moc2 NMR s pe
byl spol2t8&n tak® st upeRm swatskrdedfnde &€ ni miz2 onlu
det ekoveblas®ie0 ppmodpov2d8§8 chemNak®myl posanis
HANa)).Nej vy gg2 < hu pdnStducco y | o0 damalekhwl ov &My hmot r
=243 kDa(49,6 %)a My, = 600 kDa46,9%)Dosageén@®PnhN sUubarznDuoel i

reol ogick® vlIastnost.i
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Vi 8§mci ex pep $ime mhgdwegealywr | Tyzkan@entracpolymeru(l % (w/w),

2% (ww)a3%Www), pSiletmgvmedbdgvzokukesaB®v strukt
Tat o s kpurtaev chidbpsabduovhinsi? s p S2 1 i ¢SHDTEWartoku k o n ¢ -
an2 zkoushNBto6Bkl adRDrepobdtvegdekiycto mp Sdghednb

gelcenez8vi s?2 na ko(B%adhdw wea)aleroste s loysmeruwec 2 mol ek
hmot nost 2 Zmprodwenearul.ch obylcri 6 whnB§ chp i M AQg e 1
modul GE Joste sr o st ouc 2 ik ornccsaindt & ¢a3cl2 o v o polyrhenucatton 0 s t 2
z hodnoty 185 Pa (124 kDa) na hodnotu 716 Pa (600 kRayw v z azrhédijoty 700 Pa

(124 kDa) na hodnotu 1710 Pa (600 kD@ $2 B%.&ZR 1 s | es & [l al tedyc h t e
vyplynulo, Ig2em vy gg?2 S8Shmeotnospdymdecwgleo vw zor ku ),2 m2 ce
vygg2 je viskoZdTaodanpPBedpablr&dan® pS2pr
metody 3D tiskubylok | 2 | ov ®, aby viekbvnoktablasi §osinm a v ®
(0-10Pa.s). PSi pSekrhéemdét yt ®t tpomatiieamEd e ® il a
materi fnd, jphopaevygkbaPehPamvy. Na z8§kl adh
testT je mogn® konstatovat, ge vgeghny z
600kDa) HASH (v pS2pande st®r a @le z26z gkrok T Op odbbph
aplikaci 3D tisku. Vp S2 padh k(@®%den®r ad¢eskozitn? obl as
vzorek sMy = 124kDa.Vneposl|l edn? SadnN byl a powzivov ede
pSipr awzemrikcTh pofMet? k SEM. dpe-tretkporvand &0 h o dn
€ mMimo to Ize zkonstatovaty @ or oz i t a rse@s tmeeuit®ku | ® vou h m
thiolovan®ha 2p®HKJysadd provedenTch anallz |z
pSipravenl na hy§ludnanytl lzieo | bvkayn ®heho wd sl ed
(porozita, reol ogick® chovgn2z, YaspRNDgnost

pot encs loind@ahtnePprrio§ It k BRem®r st v?2
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