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ABSTRAKT

Tato disertacni prace je zaméfena na vyvoj materialti na bazi kyseliny hyaluronové (HA) vyuzitelnych
Vv regenerativni medicing, predev$im pro 1é¢bu srdecni tkan€ po infarktu myokardu. Pfedmétem studia
je oxidovana forma HA (HA-Ox) a hydroxyfenyl derivat HA (HA-TA). HA-OX lze zesitit pomoci
bifunkéniho alkoxyaminu POA a HA-TA podstupuje ve vodném prostiedi v pfitomnosti peroxidu
vodiku enzymatickou reakci katalyzovanou kienovou peroxidazou, vedouci k tvorbé gelu. Cilem bylo
studium chemickych a fyzikalnich vlastnosti, kinetiky gelace a podminek sitovaci reakce vyvijenych
materiald. U hydrogell byly charakterizovany mechanické a viskoelastické vlastnosti, degradabilita ¢i
stabilita v simulovanych télnich tekutinach. Tyto hydrogely slouzi jako scaffoldy pro vybrany typ
bunék. Pro podporu bunécné adheze a viability byla do struktury hydroxyfenyl derivatu HA navazana
RGD sekvence. Tento finalni material byl také kompatibilni s vybranymi aplikaénimi zafizenimi. Jeho
viskozita a vytlacna sila byla dostatecné nizka, aby umoznila aplikaci pomoci katetru s velmi malym
vnitfnim praimérem. Také byla zajiSténa aplikovatelnost materialu ptes piivodni hadicku do nosné kapsy
druhého zatizeni SPREADS s dobrou homogenitou, bunéénou distribuci a viabilitou. V neposledni fade
byl material aplikovan pomoci téchto zafizeni in vivo béhem preklinické studie.

KLICOVA SLOVA

Hydrogel, hyaluronan, gelace, reologie, infarkt myokardu, regenerace srde¢ni tkané, kmenové bunky

ABSTRACT

The thesis is focused on material development based on hyaluronic acid usable in regenerative medicine,
especially for heart tissue regeneration after myocardial infarction. The object of the study is
the oxidized form of hyaluronic acid (HA-Ox) and hydroxyphenyl derivative of HA (HA-TA). HA-Ox
can be crosslinked with a bifunctional alkoxyamine POA and HA-TA undergoes an enzymatic reaction
in the presence of hydrogen peroxide catalysed by horseradish peroxidase leading to gel formation.
To describe the materials, chemical and physical properties, gelation kinetics and conditions
of crosslinking reactions were studied. Hydrogels were characterized by mechanical and viscoelastic
properties, degradability or stability in simulated body fluids. These hydrogels serve as scaffolds
for the selected cell type. To promote cell adhesion and viability, an RGD sequence has been bonded
to the structure of HA-TA. This resulting material is also compatible with selected applicators. Its
viscosity and extrusion force are low enough to allow application with a catheter with a very small
internal diameter. The applicability of the material through the supply tube to the hydrogel reservoir
of the second SPREADS device showed good homogeneity, cell distribution and viability. Finally,
the material was applied in vivo using these devices during a preclinical study.
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1 CILE DISERTACNI PRACE

Cilem této disertani prace je charakterizace hydrogelti na bazi kyseliny hyaluronové pro vyuziti
V tkdniovém inzenyrstvi, pfedev$im pro regeneraci srdecni tkané po infarktu myokardu.

U vyvijenych materialt bylo sledovano jejich chemické slozeni, mechanické a viskoelastické vlastnosti,
podminky sitovacich reakci a kinetika gelace. Za timto ucelem bylo nutné navrhnout mnozstvi
dostupnych experimentti, které budou vhodné ke stanoveni fyzikalné-chemickych parametrt.

Pripravené hydrogely by mély slouzit jako scaffoldy pro vybrany typ bungk, a proto byly sledovany také
biologické vlastnosti téchto materialti z hlediska bunécné viability a adheze. U finalné zvoleného
materialu byla testovana kompatibilita s vhodnym aplikaéni zafizenim in vitro a in vivo.



2 UVOD

Mezi nejcastejsi pri¢inu umrti ve vyspélych zemich patii kardiovaskularni onemocnéni, které jsou
spojeny pfedevsim s obezitou, koufenim ¢i stresem. Revaskularizacni terapie je sice uc¢innou lé¢bou pfi
obnoveni toku krve v srdci, ale jizva vznikla po infarktu myokardu je permanentni. Soucasna regenerace
myokardu zahrnuje chirurgickou ¢i farmakologickou 1é¢bu. Bohuzel pomoci dostupnych metod 1é¢by
lze ovlivnit pouze funkéni tkan srdce. V pokrocilém stadiu srde¢niho selhdni je jedinou moznosti
transplantace srdce, ktera je omezena poétem darca.

V poslednich nékolika dekadach byl zaznamenan obrovsky vzestup zajmu o tkanové inzenyrstvi a
kombinaci jeho metod s terapeutickymi postupy vyuzivajicimi buné¢né terapie napf. implantaci
mesenchymalnich kmenovych bungk. | pfes velky potencial bunééné terapie pii 1éCbé riznych typt
onemocnéni, nedosahuji dosavadni klinické studie ocekavanych vysledkt. Jako mozné ptiCiny téchto
neuspéchi byly identifikovany nedostatena doba setrvani bunék v misté implantace spolu s jejich
nizkou viabilitou in vivo. Tyto problémy vyvolaly zajem mnoha védeckych pracovist o nosi¢, do kterého
by mohly byt buiiky inkorporovany, a jenz by prodlouzil dobu jejich setrvani v misté aplikace a podpotil
jejich viabilitu piipadné i diferenciaci v pozadovany typ bunék. Pro tento ucel jsou za nad&jné materialy
povazovany hydrogely, které se v minulosti ukazaly jako vhodné prostiedi pro rust a diferenciaci bun¢k
in vitro. Diky svym mechanickym vlastnostem navic mohou branit nezddoucimu tniku bunék z mista
aplikace a do znaéné miry mohou poskytnout i oporu okolni tkani, napf. ischemické srde¢ni sténé.
Vyhodou hydrogelti je moznost jejich snadné aplikace, kdy ke vzniku finalni struktury gelu dochazi az
v misté aplikace (in situ) a to za fyziologickych podminek. To je velmi dilezity parametr kvili moznym
zpusobim aplikace materialu do srdecni tkan¢, zahrnujici obvykle podani prostfednictvim katetru.

Vyvoj hydrogeltl na bazi kyseliny hyaluronové, které lze ptipravit za fyziologickych podminek, patii
mezi moderni trend ve vyzkumu biomaterialti. Takové hydrogely umoznuji aplikaci materialu pfimo do
mista postizeni, a to i v pfitomnosti bunék a tkané. Kyselina hyaluronova je linearni polysacharid
nachazejici se v pojivové, epitelidlni ¢i nervové tkani obratlovet. V oblasti tkanového inZenyrstvi je
tento polymer Siroce vyuzivan predev§im pro svou biokompatibilitu a biodegradabilitu. Jako
farmaceutickd ingredience je dand makromolekula jiz vyuzivdna v mnoha aplikacich, jako je
viskosuplementace ¢i o¢ni chirurgie.

Tato prace je zamétena na pripravu hydrogelti na bazi kyseliny hyaluronové (HA-Ox oxidovany derivat
HA, HA-TA tyraminovany derivat HA), do kterych lze enkapsulovat buiiky piedevsim pro potencialni
regeneraci srdec¢ni tkané po infarktu myokardu. Charakter hydrogellt musi byt pfizptisoben jak
bunécnému typu, tak i moznostem aplikace materidlu do mista urceni. Musi splnovat fadu kritérii, jako
je snadna inkorporace bunék ¢i moznost zesiténi in situ.



3 TEORETICKA CAST
3.1 Gely

Gely jsou tvofeny trojrozmérnou makromolekularni siti a médiem, kterym je az na nékteré vyjimky
kapalina (lyogely). Pokud se jedna o vodu, jsou gely nazyvany hydrogely. Prestoze je disperzni prostiedi
geld kapalné, tak svym charakterem, a ptedev§im soudrznosti, odpovidaji spise tuhému stavu. Svou
hmotnosti a objemem se vice podobaji kapalinam. Tato charakteristika mezi kapalnou a pevnou latkou
je dana trojrozmérnou siti, tvotici opé€rnou strukturu schopnou zadrzet velké mnozstvi vody — az 99,9 %
z celkové hmotnosti gelu. Hydrogely se proto vyznacuji vysokou hydrofilitou — mohou pojmout
1 000krat vice vody v porovnani s hmotnosti jejich susiny [1, 2, 3].

3.1.1 Klasifikace hydrogeli
Gely mohou byt rozdéleny do mnoha podskupin (Obr. 1).
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Obr. 1 Schéma klasifikace hydrogelii.

Na zakladé puvodu Ize hydrogely rozdélit na gely ptirodni, syntetické ¢i ,,smiSené* (kapitola 3.1.4.1)
S ptivodem gelti mnohdy souvisi také jejich biologicka odbouratelnost, podle niz mtizeme gely rozdélit
na degradovatelné ¢i nedegradovatelné [1, 2, 3].

Gely mohou byt klasifikovany také podle chovani v suchém stavu na reverzibilni a ireverzibilni. U prvné
uveden¢ho typu je gel schopen prechazet do plivodniho stavu pii pfijimani disperzniho prostiedi
(botnani). Tento typ gelil 1ze pfipravit botnanim xerogelt €i z roztokt linearnich polymera. Naproti tomu
preména ireverzibilniho gelu na xerogel je nevratna a tento typ gelu dokaze pfijmout jen ¢ast disperzniho
prostiedi. Lze jej pfipravit z lyofobnich solt [3].



Na zakladé¢ povahy disperzniho prostfedi lze gely rozdélit na organogely s disperznim prostiedim
tvofenym organickou kapalinou a hydrogely s vodnym disperznim prostiedim. Pokud je disperznim
prostfedim monomer disperzniho podilu, nazyvame gely izogely, pfikladem miize byt polystyren
ve styrenu [3].

Gely je mozné klasifikovat i podle fady dalSich hledisek, napt. dle iontového charakteru 1ze gely rozdélit
na neiontové, kationtové, aniontové ¢i amfoterni [1, 2, 3]. Na zakladé zptsobu zesiténi délime gely
na fyzikalni a kovalentni (kapitola 3.1.2) a dle pfipravy na homopolymery ¢i kopolymery. Gelace miize
byt iniciovana teplotou, UV svétlem ¢&i pH, dle ¢ehoz také lze gely ¢lenit [2].

3.1.2 Fyzikalni a kovalentni gely

K vytvofeni sit¢ gelu mize dochazet chemickou reakeci (vznik chemickych vazeb) ¢i plisobenim
fyzikalnich sil (Coulombické sily, vznik vodikovych vazeb ¢i hydrofobnich interakci). Dle téchto dvou
zakladnich typt zesiténi jsou gely klasifikovany na kovalentni a fyzikalni. Vzniku gelu lze také
dosahnout tvorbou zapletenin (Obr. 2). K zapleteni fetézct dochazi, pokud je molekulova hmotnost
polymeru dostatecné velkd, Ci se jedna o vétveny polymer. Sila vazby je vSak slaba, a proto je tato
konfigurace nestala [2].

Obr. 2 Ukdzka zapletenin.

Fyzikalni vazby, vzniklé napt. zménou teploty, pH ¢i sloZzenim rozpoustédla, jsou vratné. Do kategorie
fyzikalnich geli spada mnoho piirodnich polymernich materialt, jako jsou polysacharidy ¢i proteiny,
U nichz je zesiténi zaloZeno na tvorbé vodikovych vazeb. Mechanické vlastnosti a chemicka stabilita
fyzikalnich gel je obvykle slabsi v porovnani s kovalentnimi gely, jejichz vysledna 3D struktura je
vétSinou velmi pevna a stala. Na druhou stranu, pii vzniku dostateéného mnozstvi fyzikalnich vazeb lze
dosahnout pevnych vazeb srovnatelnych se silou kovalentnich vazeb. Obecné gely sitované pomoci
chemickych vazeb nelze znovu rozpustit, a proto jsou nazyvany ireverzibilni. Kovalentni typ vazeb se
uplatiiuje u syntetickych materiall a mezi reakce vyuzivané k jejich vzniku patfi polymerizace
(polykondenzacni a radikélova), zesiténi funkénich skupin, zesiténi na zékladé radiace, UV zéfeni ¢i
sitovani plazmou [2].

3.1.3 Vznik gelu — bod gelace

Proces vzniku gelu je obecné nazyvan gelace. Ta nastava pii vytvofeni dostate¢ného poétu spojit mezi
makromolekulami [2]. Bod gelace je charakterizovan vznikem nekonecné trojrozmérné struktury —
Vv tomto bod¢ se objevuje v systému jedina bohaté rozvétvena molekula makroskopickych rozméra
(polymerni sit)) a ptivodn¢ kapalna smés se stava pevnou latkou — gelem. Reakce neni ukoncena ihned
po dosazeni tohoto bodu, ale pokracuje, obvykle jsou zbyvajici malé molekuly s nezreagovanymi
skupinami dale pfipojovany k polymerni siti [1, 3, 4].

3.1.4 Polymerni gely

Mezi skupinu materiald, ze kterych je mozné ptipravit hydrogel, schopny zadrzet velké mnozstvi vody
v 3D struktufe, patii polymery, at’ uz piirodniho ¢i syntetického ptivodu. Polymerni gely, jak je vidét i
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na Obr. 3, jsou tvofeny fetézci polymeru, které jsou spojeny v mistech nazyvanych uzly sité. S rostoucim
poctem uzlu roste i rigidita struktury gelu. Pocet fetézcti, vychazejicich z uzlu, nam udava funkénost
uzlu f, pfi sitovani linearnich polymert vznikaji v idealnim ptipadé ¢tyifunkéni uzly [1].

— - D
—
- S

\

i Retézec polymeru | ’
s V)
. —:— Ugzel sité o= ,‘\
- Kapalna \ \g,i—f}
l _7 —

— -
I

Obr. 3 Vievo: struktura polymerniho gelu. Vpravo: ukdzka pripraveného hydrogelu na bdzi
tyraminovaného derivatu HA.

3.1.4.1 P#irodni a syntetické polymery vyuZivané pro pripravu gelii

Pro ptipravu hydrogel lze vyuzit polymery syntetické, ptirodni ¢i rizné derivaty ptirodnich polymert
(biopolymert)). Vyhodou biopolymerti, vzhledem Kk syntetickym materidlim, je obecné lepsi
biodegradabilita a biokompatibilita, na druhou stranu materialové vlastnosti ¢i degradaci lze snaze
kontrolovat u syntetickych materialii. Mezi syntetické materialy vyuzivané pro piipravu scaffoldi patii
polyethylenglykol ¢i jeho kopolymery s poly(mléénou-co-glykolovou) kyselinou, polyvinylalkohol,
polymery a kopolymery akrylové kyseliny (napi. 2-hydroxyethyl-methakrylat tvofici zaklad o¢nich
¢ocek). Z piirodnich polymert se hojné vyuziva kolagen, alginat, agardza, chitosan, fibrinové lepidlo,
dextran nebo napft. Kyselina hyaluronova (HA) [5, 6, 7, 8].

3.1.5 Vlastnosti geli

Vlastnosti polymernich gelti (Obr. 4) izce souvisi s typem polymeru, jeho interakci s rozpoustédlem a

také se strukturou polymerni sité [2].
Porosita \
/— Difuzivita \
Vlastnosti gelﬁ ]7 Elektricka vodivost ]

Reologické vlastnosti ]

Obsah vody

.

Mechanické vlastnosti ]

.

Synereze

Obr. 4 Vybrané viastnosti hydrogeli.

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 3.1.4.1, mezi vyhody hydrogelt pfipravenych z biopolymert patii
biodegradabilita, biokompatibilita. Na druhou stranu u syntetickych polymeru Ize 1épe kontrolovat
vysledny charakter gelu — jeho materialové vlastnosti ¢i rychlost degradace [9].
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Hustota zesiténi hydrogelii ovliviiuje mnoho vlastnosti, jako je diftzni ¢i botnaci koeficient, mechanické
vlastnosti, rychlost degradace, a také ma efekt na chovani buné€k, pfedev§im adhezi. Hustotu zesiténi
hydrogelu 1ze obvykle ovlivnit koncentraci roztoku polymeru, molekulovou hmotnosti fetézcti (Mw),
pouzitim linearniho ¢i vétveného polymeru [9].

3.1.5.1 Porosita a velikost ok sité hydrogelu (mesh size)

Velikost ok hydrogelové sité (mesh size), nékdy nazyvana také molekularni porosita, piedstavuje
vzdalenost mezi sousednimi polymernimi molekulami v siti hydrogelu v hydratovaném stavu. Velikost
ok sit¢ u hydrogell se pohybuje v jednotkach az stovkach nanometrti, obvykle 5-500 nm a signifikantn¢
ovlivituje prostupnost piedev§im vysokomolekularnich latek Vv hydrogelu. Ukazka velikosti ok
hydrogelu je znazornéna v Obr. 5 u porézniho i neporézniho hydrogelu. Hydrogely mohou byt tedy
porézni ¢i neporézni nezavisle na velikosti ok sit¢ gelu. Vznik a velikost port je ovlivnéna procesem
ptipravy hydrogelu a muze byt podpofena vyuzitim porogent (plyny oxidu uhli¢itého, krystaly
anorganickych latek apod.) [10, 11]. Pro umoznéni snadné migrace bunék v hydrogelu se Casto
ptipravuji hydrogely s pory o velikosti 100-500 um [12, 13, 14].

Neporézni struktura

= Mesh size

Porézni struktura

Obr. 5 Schematickd ukdzka porézni a neporézni struktury hydrogelu a velikosti ok hydrogelu (mesh
size).

Velikost ok hydrogelové sité nelze detekovat pomoci béznych zobrazovacich technik, jako je
napf. skenovaci elektronova mikroskopie (SEM). Je spojena se stupném zesiténi hydrogelu, proto se
mnohdy K jejimu urceni vyuziva nepiimé metody vypoctem ze stanoveného smykového [15, 16,] ¢i
Youngova modulu [17] ¢i stupné nabotnani [18]. Ve vétSiné piipada plati, Ze s rostouci tuhosti
hydrogelu a klesajicim stupném nabotnani, se zmensuje i velikost ok hydrogelu. Teoretickou hodnotu
velikosti ok hydrogelové sité (mesh size) pomoci smykového modulu hydrogelu Ize stanovit dle tohoto
vzorce:

6-R-T
Tmesh = (TT N, 'G*)1/3 (1)
v

kde R je plynova konstanta, T je absolutni teplota, Nav je Avogadrova konstantaa G~ piedstavuje modul
smykovy [19].
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3.1.5.2 Elektricka vodivost a difuzivita

Diftize nizkomolekuldrnich latek uvnitt gelu je obvykle pomérné dobrd, jelikoz polymerni sit’ je
solvatovana velkym mnoZstvim rozpoustédla [2] a malé molekuly a ionty rozpusténych latek se
pohybuji napfi¢ disperznim prostiedim téméi stejné rychle jako v solu. Nerusena difuze v gelech
umoziuje vznik velmi znamych Liesegangovych obrazcu [3]. Diflize v hydrogelu je zavisla na struktufe
gelu, predevsim na stupni zesiténi. Obecné méné zesiténé hydrogely maji vétsi velikost ok hydrogelové
sité, coz umoziuje rychlejsi difuzi Zivin a odpadnich latek do i z gelu (k a od enkapsulovanych bun¢k)
[2, 9].

Elektricka vodivost hydrogelt je zavisld na obsahu disociovanych nizkomolekularnich elektrolyt
v disperznim prostiedi, obvykle je srovnatelna s elektrickou vodivosti solu, z néhoz gel vznikl [3].

3.1.5.3 Obsah vody v hydrogelu, botndni

Voda v hydrogelu se nachazi v n€kolika formach — voda, ktera nemiize byt zmrazena ani za velmi
nizkych teplot, dale vazana voda, jez mrzne pfi -10 az -20 °C a volna voda, kterd ma vlastnosti podobné
,hormalni“ vodé [2].

vvvvvv

nejdiive hydratovany polarni hydrofilni skupiny, coz vytvari primarn€ vazanou vodu. Déle se sit’ gelu
rozpina, gel botna a hydrofobni skupiny se dostavaji do kontaktu s vodou a mohou s ni také interagovat,
coz vede k tvorbé hydrofobné navézané vody, téZ nazyvané sekundarn€ vdzand voda. Dohromady
priméarni a sekundérni voda tvofi celkovou vazanou vodu. Kromé ni hydrogely také absorbuji vodu diky
osmotickym silam, proti nimz ptisobi elasticka retrakcni sila 3D sité gelu. Tato tzv. volna voda vypliuje
mezery mezi fetézci a pory. Nasledné pokud jsou vazby degradabilni, dochézi k rozpadu sité. Labilni
vazby mohou byt degradovany fyziologickymi podminkami, enzymaticky ¢i chemicky, nejcastéji
hydrolyzou [20, 21, 22].

Zadrznost vody gelem zavisi na hustoté zesiténi, pficemz pfi jeji nizsi hodnoté je mnozstvi zadrzené
vody vyssi. Navic v pfitomnosti polarnich skupin na monomeru je voda zadrzovéana na zaklad¢ statické
potencialni energie. Existuji dva parametry, které zajistuji absorpci vody: kompatibilita mezi
polyelektrolytem a vodou (hydrogely zadrzuji vodu diky hydrofilit¢ polymeru) a osmoticky tlak
vytvafeny vysokou koncentraci iontfl v gelu. Cim jsou tyto parametry vyssi, tim je zadrznost vody vyssi

[2].
3.1.5.4 Botnani kovalentnich gelit

Trojrozmérna sit’ kovalentniho gelu pfi styku s rozpoustédlem (vodou) botna. Jedna se o kineticky
proces zahrnujici transport hmoty a mechanickou deformaci (Obr. 6). Zavisi na interakci mezi polymerni
siti a rozpoustédlem. Pii procesu botnani dochazi k pohlcovani okolni kapaliny 3D strukturou gelu a ke
zvysovani jeho objemu [1, 23].

-
(

o N\

w}"

Obr. 6 Makroskopicka deformace sité gelu: vilevo piivodni stav sité gelu, vpravo po nabotndni.

13



Stupen nabotnani zesiténych polymert je limitovan strukturou 3D sité gelu a je imérny stupni zesiténi,
ktery snizuje mobilitu polymernich fetézcii, a tudiz jejich sit méné botnd. Nabotnalé gely, které
absorbovaly velké mnozstvi vody, se nachazi ve stadiu mezi pevnymi a kapalnymi latkami a jejich
vlastnosti se pohybuji od viskéznich kapalin az po pevné latky [2]. ZvySena botnavost je obvykle
negativnim jevem a ve vétSin€ piipada vede ke snizeni mechanickych vlastnosti pfedevSim Youngova
modulu [9].

Botnani kovalentné zesiténych polymert je zavislé na mnoha faktorech, jako jsou interakce polymeru
s rozpoustédlem, jiz zminéna hustota zesiténi, podminky pii procesu gelace a tvorbé sité, ¢i chemicka
struktura polymeru. Obecné bude botnavost vyssi u hydrogeld na bazi polymert obsahujicich hydrofilni
skupiny Vv porovnani s hydrofobnimi skupinami, které minimalizuji svij styk s molekulami vody.
Pfitomnost aditiv, povaha rozpoustédla a jeho slozeni i teplota patii mezi dalsi parametry ovliviiujici
proces botndni. V pfipadé ionogennich geld je botndni znacn€ ovlivnéno stupném ionizace
polyiontového systému a také pfitomnosti externich polyelektrolytl. Tyto hydrogely Casto obsahuji
skupiny zvySujici hydrofilitu polymeru a tim i botnavost. Mezi skupiny schopné elektrolytické disociace
patii napf. karboxylové skupiny a u takového typu hydrogelu dochazi v kontaktu s vodnym roztokem
po ¢ase k ustanoveni botnaci rovnovahy [1].

Pokud gelace probiha v pfitomnosti rozpoustédla v dostatecném mnozstvi a nasledné je rozpoustédlo
odpatfovano, zacne elastickd retrakcni sila plisobit proti odbotndvani, coz vede k tomu, ze si gely
zachovavaji pamét na tvar v dob¢ vzniku [1].

3.1.5.5 Stabilita hydrogelu

U gelt reverzibilnich i ireverzibilnich dochazi ke zrdni a s Casem roste pocet spojl, pficemz sit
hydrogelu se smrstuje a nastava synereze, kdy ¢ast piitomné kapaliny v hydrogelu vytéka ven [1, 3].

3.1.5.6 Mechanické vlastnosti gelit

Hydrogely jsou viskoelastické latky. Maji charakter kapalin, jelikoz jejich disperzni prostiedi je kapalné,
a také se vyznacuji vlastnostmi tuhych téles diky jejich 3D struktufe. Pfi aplikaci namahani u ideéalné
elastického telesa je veskera energie uchovana a vyuzita pfi odlehceni namahani pro navrat materialu
do puvodniho stavu. Na druhou stranu u viskoelastickych materiali, mezi které patii i hydrogely, je jen
Cast energie uchovana a zbytek energie je disipovan a nenavratné pieménén na tepelnou energii. Tyto
materialy jsou schopny odolavat tecnému napéti jen do urCité hodnoty tzv. kritického napéti. Pred
dosazenim této meze, se chovaji jako tuha elasticka t€lesa a plati pro né¢ Hooktv zakon ve tvaru [1, 3]:

o, =E-¢, 2

kde oe predstavuje napéti, & relativni deformaci a E Youngtv modul [24].

Hodnota kritického napéti zadvisi na mnoha faktorech, predevsim na hustoté zesiténi, tedy koncentraci
vazeb a také na jejich pevnosti. S rostoucim poctem vazeb mezi jednotlivymi fetézci vzrista i rigidita
sité, jelikoz klesd moznost zmény tvaru makromolekuly.

Na Obr. 7 je vidét deformace Casti sité dvou stejnych hydrogelt lisicich se pouze v poctu vytvorenych
spoji. Younguv modul predstavujici tuhost materialu bude vyssi u hydrogelu s vy$§im poétem spojd,
na druhou stranu u tohoto typu materialu dojde vlivem namahani diive k naruseni vazby — mozZnost
zmény tvaru makromolekuly i napinani fetézct je nizsi ve srovnani s hydrogelem s mensim poctem
spoju.
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( Deformace tlakem K

Obr. 7 Deformace sité hydrogelu tlakem. Vlevo — niZsi stupen zesiténi, pii deformaci tlakem dochadzi
prvné k napinani Fetézcii. Vpravo — vysSi stupen zesiteni, prvné dochazi k napinani retezcii a nasledné
K jejich naruseni (breaku) diive nez u prvné uvedeného hydrogelu.

3.1.5.7 Aplikacni forma hydrogelu

Charakter a vlastnosti hydrogeli hraji dilezitou roli pfi jejich uplatnéni v konkrétni aplikaci. I pies
optimalizaci téchto parametrti musi byt vzaty v potaz dalsi aspekty, jako je naptiklad forma hydrogelu,
dle niZ muzeme hydrogely rozd¢lit na [25, 26]:

e Zesiténé hydrogely
e Hydrogely vznikajici v misté aplikace (in situ)

V oblasti medicinskych aplikaci se stale vice vyuziva in situ gelace. Vyhodou téchto hydrogelu je
minimalni invazivni zdkrok a obvykle jednoduchost aplikace. Také moznost inkorporace bun¢k,
biologicky aktivnich latek ¢i jinych latek pied vlastnim zesiténim, je velkou prednosti. Polymerni roztok
podléha rychlému sol-gel prechodu v misté aplikace, pfi¢emz je vyhodou mozné piesné zaplnéni tvaru
defektu [25, 26].

V ptipadé in situ vznikajicich hydrogelu je dulezitym parametrem rychlost gelace, kterou je nutné
optimalizovat tak, aby nedochazelo k vytékani materialu z mista aplikace, ale zaroven nesmi dochazet
ke gelaci materidlu v jehle ¢i katetru. S tim souvisi i nizkd viskozita vychozich roztokd kvili
prichodnosti skrz dané transportni zafizeni. Pfi in situ gelaci musi byt zajisténo, Zze probihajici proces
nesmi negativné ovliviiovat okolni tkan¢, napt. vznikem nadmérného tepla, vykyvy v lokalnim pH, ¢i
vznikem toxickych vedlejSich produkti reakce. Stejné jako u jiz zesiténych hydrogell, také zde
mechanické vlastnosti a stabilita hydrogelu musi vyhovovat dané aplikaci. Degradace by méla byt
kontrolovatelna a pfijatelna pro danou aplikaci. V neposledni fad¢ je velmi dilezité zajisténi moznosti
sterilizace materialu a v§ech komponent [25, 26].
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3.1.6 Aplikace gelii

Gely hraji dtlezitou roli v mnoha odvétvich prumyslu uz desitky let. Jiz v roce 1961 byla poprvé tspésné
provedena klinickd aplikace hydrogelu v podobé kontaktnich cocek a od té doby gely zaujaly
vyznamnou pozici i V mnoha dal$ich odvétvich mediciny (Obr. 8) [1]. V potravinaistvi, v prumyslu
lepidel a barev se vyuziva zahustovadel s vyslednou tvorbou gelu. Proces gelace je dilezity pfi vyrobé
vldken, zpracovani kizi a mnoha dalSich. Hydrogely mohou byt vyuZity jako absorbenty napf. pro
tvorbu granuli pro udrzeni vlhkosti ptidy v suchych oblastech ¢i jako napln détskych plenek. Vyuziva
se jedine¢né vlastnosti hydrogelti pojmout velké mnozstvi vody az 1 000krat vice nez je hmotnost jejich
susiny. V nasledujicim schématu jsou znazornény mozné aplikace hydrogeld, at’ uz na poli medicinském
¢i primyslovém [3].

—
(S

Cilena distribuce 1é¢iv

Kontaktni ¢ocky

[ Prevence pooperacnich srustl ]

Dermatologie |,

[ Regenerace myokardu po IM ]
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Plasticka chirurgie
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N7\

Néhrada chrupavky |-

Vyroba vldken
Viskosuplementace
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Kostni implantéty
Zpracovani kuzi
Dutina ustni
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Regenerace michy

amnoho dalSich
Obr. 8 Schéma moznych aplikaci hydrogelu.
3.1.6.1 Medicinské aplikace

3.1.6.1.1 Kontaktni ¢ocCky

Jiz vroce 1954, vtehdejsim Ceskoslovensku, védci Wichterle a Lim vyvinuli kopolymer
2-hydroxyethyl-methakrylat a ethylen dimethakrylat, ktery byl zakladem pro vznik kontaktnich cocek.
V roce 1961 byla provedena prvni GspéSna aplikace tohoto hydrogelu v praxi. V dnesni dobé se
k pripravé  CoCek stale vyuziva 2-hydroxyethyl-methakrylat zesitovany s ethylenglykol
dimethakrylatem, polyakrylamidy &i silikonové hydrogely [25].

3.1.6.1.2 Dermatologie, kosmetologie a plasticka chirurgie

Hydrogely jsou vyuzivané k augmentaci v plastické chirurgii, at’ uz jako prsni implantaty nebo k vyplni
vrasek ¢i jizev. Pro svlj vysoky obsah vody a schopnosti hydratovat, mohou byt gely na bazi
hyaluronanu vyuzity pro kosmetické ucely. Nevyhodou piipravki na jejich bazi je docasny efekt [28].
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3.1.6.1.3 Hojeni ran

Dalsim odvétvim, ve kterém hraji hydrogely dtlezitou roli, je hojeni ran. Udrzuji optimalni vlhkost, jsou
schopny absorbovat piebyte¢ny exsudat a také podporuji odlouéeni nekrotické tkané. Kryti s obsahem
hydrogeld chrani misto poranéni a vlastni ranu pied sekundarni infekci. K hojeni ran Ize vyuzit specialni
polstarky ¢i pfimo gely. Jednim z komeréné dostupnych ptipravki k hojeni ran je Hyiodine, ktery
obsahuje hyaluronan s velmi dobrou regeneracni schopnosti a vysokou afinitou k vodé zajistujici
vhodné vlhkeé prostiedi pro spravné hojeni ran. Diky jodovému komplexu ptisobi piipravek desinfekéné
a ptitomnost 12 a KI zabranuje pfed¢asnému rozkladu hyaluronanu [27].

3.1.6.1.4 Ortopedie

Aplikace nativni vysokomolekularni kyseliny hyaluronové ¢i jeji zesiténé formy do synovialni tekutiny
kolena zasazeného osteoartr6zou je dnes velmi rozsifenou alternativou pri 1é¢b¢€ tohoto onemocnéni. Pro
uspésnost 1écby ma vliv vice faktord. Jedna se o charakter a viskoelastické vlastnosti vstiikovaného
materialu, které¢ by se mély co nejvice blizit vlastnostem synovialni tekutiny. V této oblasti je vyuzito
dobrych lubrikaénich vlastnosti kyseliny hyaluronové. DileZita je také doba degradace, ktera by méla
byt co nejdelsi, bohuzel hydrolytickd ¢i enzymatickd degradace materialu je obvykle zna¢né rychla.
V ptipadé Siroce vyuzivanych material na bazi hyaluronanu je problémem vysoky obsah hyaluronidaz
v mist¢ aplikace. Na druhou stranu na zaklad¢ vysledku klinickych studii byl prokazan delsi terapeuticky
efekt, nez bylo setrvani vlastniho materialu v misté aplikace [29]. V neposledni fadé¢ samotny zakrok
ovlivituje 1écbu, jelikoz aplikace do postizeného mista neni chirurgicky snadnd. Dale je mozné
hydrogely vyuzit pro regeneraci chrupavky a nahradu jeji ¢asti [9].

3.1.6.1.1 Rizené uvoliiovani a cilena distribuce léciv

Hydrogely byly v minulosti vyuzity pfi vyvoji fady 1ékovych forem uréenych pro postupné uvoliovani
1é¢iv, kdy slouzi jako matrice zajist'ujici pozvolné uvoliiovani aktivni latky naptiklad v pribéhu pasaze
tablety gastrointestinalnim traktem a zajist'uji relativné stabilni plazmatickou hladinu Iéku. Na druhou
stranu cileny transport do uréené¢ho mista je stale problematicky v mnoha aplikacich. V nekterych
pfipadech je mozné vyuzit hydrogel ¢i hydrogelové nanocastice jako nosice léCiv. Mezi vhodné
polymery pro ptipravu hydrogelovych nanocastic patéi chitosan, alginat, polyvinylalkohol,
polyethylenglykol a mnoho dal$ich [30].

3.1.6.1.2 Dalsi aplikace

Hydrogelti je mozné téz vyuzit pro prevenci tvorby pooperacnich sristi, v praxi je aplikovan
napt. Hyalobarrier gel — vysoce viskdzni gel na bazi hyaluronanu [31]. Zavedeny do praxe je také
ptipravek Gengigel na 1éébu parodontitidy ¢i aftozni stomatitidy [32] a mnoho dalSich aplikaci a
produktt.

3.2 Kyselina hyaluronova (HA)

Tento polymer, ale pfedevs§im jeho derivaty, 1ze vyuzit jako vychozi material pro pfipravu hydrogeld.
Kyselina hyaluronova je unikatni linearni polysacharid, objeveny Karlem Meyerem a Johnem Palmerem
vV roce 1934. Tato makromolekula patfi do skupiny glykosaminoglykanii. Je tvofena neustale se
opakujici disacharidovou jednotkou sloZzenou z D-glukuronové kyseliny a N-acetyl-D-glukosaminu, jez
jsou spojeny pravideln¢ se stiidajicimi -1,4 a B-1,3 glykosidickymi vazbami (Obr. 9) [6, 28].

Karboxylové skupiny tohoto polyaniontu jsou za neutralniho pH ionizovany, a kazda disacharidova
jednotka nese zaporny naboj. Dana makromolekula se nachazi ve formé sodné ¢i draselné soli, a proto
je nazyvana hyaluronan [28].
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D-glukuronova kyselina N-acetyl-D-glukosamin

Obr. 9 Struktura kyseliny hyaluronové slozenda 7 D-glukuronové kyseliny a N-acetyl-D-glukosaminu
S axialnimi uhliky (Cervené) a skupinami v ekvatorialni poloze (modre) (Vlevo). Ukdzka prasku kyseliny
hyaluronové (vpravo).

Molekulova hmotnost disacharidové jednotky je pfiblizné 400 daltont (Da) a jeji primérna délka je
1 nm. [6, 28]. Kazda disacharidova jednotka je rotaci kolem O-glykosidické vazby pootocena o 180°
vici jednotce piedchozi a dalsim pootocenim 0180° se dostava molekula do ptivodni orientace. Z tohoto
divodu je struktura hyaluronanu nazyvana jako two fold helix neboli dvakrat sto¢ena Sroubovice.

Chovani hyaluronanu v roztoku je ovlivnéno interakci s vodou pomoci vodikovych vazeb, coz je také
pri¢inou znacné hydrofility této makromolekuly, vlastni strukturou disacharidové jednotky (priméarni
struktura) a vnitinimi vodikovymi mistky mezi hydroxylovou skupinou D-glukuronové kyseliny a
acetylovou skupinou D-acetyl-N-glukosaminu stabilizujicimi danou molekulu (Obr. 10). Nepolarni ¢ast
molekuly hyaluronanu je tvofena axidlnimi atomy vodiku, pfi¢emz druhd polarni hydrofilni strana
molekuly je tvofena skupinami v ekvatorialni oblasti [33]. Molekula hyaluronanu tak nabyva
ve fyziologickém roztoku konformace nahodné svinuté stuhy (Obr. 10) [34]. Celkové tato struktura
nahodilého klubka zaujima velkou doménu [35].
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Obr. 10 Vievo: Vnitini vodikové miistky mezi hydroxylovou skupinou D-glukuronové kyseliny a
acetylovou skupinou D-acetyl-N-glukosaminu (A) Vodikové vazby — interakce s rozpoustédlem (vodou)
(B). Vpravo: Konformace ndhodné svinuté stuhy, Cervena strana predstavuje hydrofobni casti,
hydrofilni casti jsou znazornény modre. Cela doména hyaluronanu v roztoku je zndzornéna prostorem
vdlce.

Diky chovani v roztoku tvoii tento polymer vysoce viskozni roztoky, které se vyznacuji mimo jiné
adhezi na povrch sliznic. HA hraje diilezitou roli v mnoha biologickych procesech a nachazi uplatnéni
pii ptiprave scaffoldd v tkanovém inzenyrstvi, jelikoZ je biokompatibilni, biodegradabilni, bioaktivni,
neimunogenni a netromboidni [28].
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3.2.1 Vyskyt HA

Jedna se o polysacharid télu vlastni, ktery tvofi ptirozenou slozku extracelularni matrix. Hyaluronan se
vyskytuje v nejvétsi miie v kizi, diky jeji znaéné plose, dale se naléza v hojném mnozstvi ve skeletu a
kloubech, a také je obsazen ve svalech a vnitinich organech. Molekulova hmotnost hyaluronanu se 1isi
v ramci tkang, ve které se nachazi, od 100 kDa az po 8 MDa, které dosahuje napt. ve sklivci. Pfitomnost
hyaluronanu je nezbytna pro funkci specializovanych organti (hlasivky) a télnich tekutin (kloubni
tekutina, sklivec) [6].

3.2.2 Biosyntéza a degradace HA

Bunécna syntéza HA je unikatni proces, ktery probih4 v plazmatické membrané pomoci specifickych
membranovych proteind, hyaluronansyntaz. Syntéza hyaluronanu je obvykle vyvaZzena degradaci —
metabolismus hyaluronanu je vysoce vyvazeny, velmi dynamicky proces, kdy téméf téetina celkového
mnozstvi hyaluronanu pfitomného v organismu je pteménéna béhem jednoho dne. Rychlost degradace
v lidském téle zavisi na typu tkan¢. V krvi je hyaluronan velmi rychle degradovan v ramci minut diky
vysokému obsahu enzymu hyaluronidaz [36] a reaktivnich oxida¢nich ¢astic [37]. V malo prokrvenych
Castech téla, jako je napf. chrupavka, trva degradace az 3 tydny. Prebyte¢ny hyaluronan v chrupavce je
uvoltiovan do synovialni tekutiny pro dosaZeni optimalnich viskoelastickych vlastnosti [33]. Pro mozné
vyuziti tohoto polymeru, napf. v tkafiovém inzenyrstvi, je nutné tento polymer modifikovat, mimo jiné
kvuli prodlouzeni doby setrvani v misté aplikace a ¢asu degradace.

3.2.3 Extrakce

Poprvé byl hyaluronan extrahovan z lidského pupecniku, nasledné byl ziskan z kohoutich hiebinkd
s vysokou molekulovou hmotnosti [33]. Od téchto zptsobu se jiz opustilo a kyselina hyaluronova je
ziskavana ze stén bakterii Streptococcus zooepidemicus, Streptococcus pyogenes ¢i Pasteurella
multocida. V Ceské republice je HA extrahovdna ve vysoké Cistoté z bakterie Streptococcus
zooepidemicus spole¢nosti Contipro a.s. [38].

3.2.4 Aplikace

Tento biokompatibilni, biodegradabilni, bioaktivni, neimunogenni a netromboidni material hraje
dulezitou roli v mnoha biologickych procesech a nachazi uplatnéni v fadé aplikaci. Jiz v 50. letech byl
hyaluronan pouZit pii operaci k udrzeni tvaru predni komory oka a také se v oblasti oftalmologie stale
vyuziva [25].

Je tfeba si uvédomit, Ze typ aplikace kyseliny hyaluronové tzce souvisi s jeji molekulovou hmotnosti.
Obecné plati princip aplikace HA s molekulovou hmotnosti odpovidajici My pfirozené HA v dané tkani.
Nejkratsi fetézce oligomery HA (4—18 mert) jsou vyuzivany pii detekci nadorti. Dale se také uvazuje
0 moznosti jejich vyuziti v cilené distribuci 1é¢iv — napt. zaloZzené na nanocasticich. Pfedpoklada se, ze
oligosacharidy mohou v rakovinové bunice indukovat apoptozu, a tim inhibovat rist tumoru a zabranit
metastazovani. Tyto kratké fetézce by také mohly stimulovat tvorbu novych cév a slouzit k 1é¢bé Zzilni
nedostate¢nosti. Polymer s molekulovou hmotnosti do 250 kDa muze najit uplatnéni na poli
k 1é¢bé poranéni ¢i popalenin, jako material pro regeneraci michy a dalsi. Vyssich molekulovych
hmotnosti od 250 do 2 200 kDa Ize vyuzit v o¢ni chirurgii, pro piipravu biologicky aktivnich bandazi,
pii 1é¢bé poranéni §lach ¢i regeneraci chrupavky, jako intra-artikularni injekce, umélé kozni a kostni
Stépy, jako material pro nahradu tukovych ¢i mékkych tkani a v mnoha dalsich aplikacich [39].
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4 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

4.1 Hydrogely jako scaffoldy v tkafiovém inZenyrstvi

Hydrogely jsou nejastéji tvofeny trojrozmérnou siti hydrofilnich fetézci polymeru, které mohou
absorbovat mnohonasobné vice vody, nez je jejich hmotnost susiny. Diky jejich strukturni podobnosti s
extracelularni matrix jsou extenzivné zkoumany pro mozné vyuziti v medicinskych aplikacich, jako je
regenerace chrupavky [40], kosti, zubli, meziobratlovych plotének, svali, kize, srdce, hlasivek ¢i
regenerace michy [5, 6, 41, 42].

Vyhodou hydrogelii je moznost inkorporace 1éCiv, biologicky aktivnich latek ¢i rastovych faktori
do jejich struktury a moznost postupného uvoliiovani téchto latek (kontrolovatelna difiize) po implantaci
do okolni tkan¢. Uvoliiovani latek z hydrogelu je vétSinou zalozeno na velikosti ok hydrogelové sité
(mesh size), botnani v misté aplikace ¢i kontrolované degradaci (obvykle hydrolyza ¢i enzymatické
Stépeni). Tento proces je mimo jiné ovlivnén nabojem polymeru, z n€jz je hydrogel pfipraven [42].

Hydrogely mohou byt také vhodné pro enkapsulaci bunék. Kli¢ovym parametrem je opé&t velikost ok
sit¢ gelu, ktera umoziuje snadnou difuzi malych molekul, pfedev§im kysliku, zivin ¢i metabolita
produkovanych buiikami [41].

Snad nejdiilezitéjsim parametrem pii vybéru vhodného materialu v dané aplikaci je bezpecnost. Obecné
jsou hydrogely diky podobnosti s extracelularni matrix a hydrofilni povaze dobfe snaseny organismem
— jsou ,,biokompatibilni“. Legislativni hodnoceni biokompatibility materialu ale neni tak snadné.
Na zaklad¢é mista aplikace (povrch kiize/implantaty/styk s krvi) a délky setrvani v ném, jsou materialy
rozdéleny do kategorii pro hodnoceni biokompatibility. Dle 1SO norem tyto kategorie musi spliiovat
zadané parametry, aby byly hodnoceny jako biokompatibilni. Kromé cytotoxicity to dle uréené kategorie
také muze byt senzibilizace, drazdivost, akutni systémova toxicita, pyrogenita materialu,
subakutni/subchronicka toxicita, genotoxicita, hemokompatibilita, chronicka toxicita a karcinogenita
[43].

Velmi dulezitym aspektem pii vybéru materialu jsou moznosti jeho podani. Hydrogely mohou byt
predem pfipraveny pied vlastni aplikaci (,,pre-formed* hydrogel) ¢i ve formé scaffoldti — bez buné¢k ¢i
jiz s predkultivovanymi bunikami. Tyto materialy je potieba chirurgicky implantovat do pozadovaného
mista (invazivni metoda). V nékterych ptipadech, napt. pro viskosuplementaci ¢i dermalni filery, je
mozné i ,,pre-formed* hydrogely aplikovat injekéné. Mezi minimalné invazivni techniky patii
endoskopy, katetry ¢i jehly. Injektovatelné hydrogely, vyznaujici se in situ gelaci, mohou byt
aplikovany do mista urCeni a vyplnit cely defekt nezavisle na jeho tvaru. Vyhoda vyuziti tohoto typu
materialu tkvi také v jeho snadném pouziti [41].

4.1.1 Materialy pro pripravu hydrogelu vyuZitelné v tkafiovém inZenyrstvi

Velkou vyhodou hydrogeli je jejich strukturni rozmanitost. Pro ptipravu hydrogeli jako scaffoldii
Vv tkanovém inzenyrstvi je vyuzivano mnoho typt syntetickych ¢i ptirodnich materialti [5]. Obecné mezi
vyhody hydrogeli ptipravenych z biopolymeri patii jejich biodegradabilita a biokompatibilita, jelikoz
mnoho z nich se vyskytuje v lidském téle [40, 5]. Na druhou stranu u syntetickych polymert je mozné
lépe kontrolovat a reprodukovat materialové vlastnosti [40]. Lze velmi dobie fidit molekulovou
hmotnost, strukturu blokovych polymerd, sitovani ¢i degradaci. Doba setrvani materialu v tkani je
dilezitd kvuli zajisténi ucinku, ale ve vétsin¢ aplikaci je dulezitd také degradace po urcité dobe.
V idealnim ptipadé dochazi k postupné degradaci a material je nahrazovan plynule novou funk¢ni tkani
[5]. Cas degradace in vivo je také klicovy pro klasifikaci materiala do kategorii v ramci hodnoceni
biokompatibility [43]. Dalsim dilezitym parametrem je adheze materidlu k tkani (bioadhezivni
vlastnosti) ovlivilgjici setrvani materialu v misté aplikace. Pouze nékteré polymery maji bioadhezivni
vlastnosti bez chemické modifikace — napfiklad chitosan ¢i polyakrylova kyselina [42]. Také schopnost
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bunck adherovat na povrch scaffoldu je kritériem ovlivilujici vybér vhodného materialu vyuzitelného
ve tkdnlovém inZenyrstvi. V tkani bunky adheruji pfimo k extracelularni matrici, proto je vyhodné
ptipravit scaffold napodobujici danou tkan, do které je aplikovan. Mezi procesy regulované bunécnou
adhezi patii vlastni komunikace mezi bunkami, migrace bun¢k ¢i vyvoj tkané. Naruseni buné¢né adheze
muze vést ke zméné bunéénych procesu. Adheze bunék na materialu ovliviiuje také proliferaci ¢i
diferenciaci bunék [44].

Mezi vyuzivané syntetické materialy pro piipravu hydrogeli patii polyethylenglykol, polyvinyl alkohol,
polyakrylova kyselina, kopolymer polypropylen fumaratu a ethylen glykolu [5], polyestery a riizné typy
polypeptidi [41]. Mezi vyuzivané piirodni polymery a jejich derivaty patii agardza, alginat,
methylceluldza [5], Matrigel [45], chitin, dextran, pektin, heparin, chitosan, kolagen, fibrin, Zelatina a
kyselina hyaluronova (HA) [5, 45, 41].

4111 Kyselina hyaluronova a jeji modifikace

Kyselina hyaluronova je po desetileti vyuzivana Vv medicing, ale navzdory mnoha vyhodnym
vlastnostem, se tento polysacharid nevyznacuje dobrymi mechanickymi vlastnostmi [46] ¢i dlouhym
setrvanim v misté aplikace diky rychlé degradaci zapti¢inéné piredevsim pritomnosti hyaluronidaz v téle
[47]. Moznosti je chemicka modifikace samotného polymeru, ktera je zaméfena na 3 funkéni skupiny
fetézce HA: N-acetylovou skupinu, ale pfedevsim na reaktivnéjsi karboxylovou skupinu glukuronové
kyseliny a primarni a sekundarni hydroxylové skupiny [48], za vzniku modifikaci, z nichZ nejb&zn&jsi
jsou zobrazeny v nasledujicim Obr. 11 [49].
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Obr. 11 Chemicka modifikace HA — modifikace hydroxylové a karboxylové skupiny [49] (pouzito s
dovolenim autora).

4.1.1.2 Hydrogely na bazi HA

Hydrogely na bazi derivati kyseliny hyaluronové [50] jsou pouzitelné jako perspektivni material pro
ptipravu scaffoldl v oblasti tkaniového inzenyrstvi. HA hydrogely mohou také slouzit jako scaffoldy pro
inkorporaci bunék ¢i ristovych faktorti. Hydrogely na bazi HA Ize rozdélit na zakladé povahy vznikajici
vazby na fyzikalni ¢i kovalentni [51] a zvlast’ jsou uvedeny supramolekularni komplexy (Obr. 12).
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Obr. 12 Schematické deéleni hydrogelii na bazi HA dle typu vazby

41.1.2.1 Fyzikalné zesiténé hydrogely na bazi HA

Fyzikalng zesiténé hydrogely na bazi HA vznikaji na zakladé¢ Coulombickych sil, vodikovych vazeb,
hydrofobnich interakci, stereokomplexaci, zménou teploty, iontové sily ¢i pH [50]. V praxi jsou
vyuzivany k zesiténi kyseliny hyaluronové zelezité kationty [52] ¢i vapenaté [53]. Wang a spol.
ptipravili dvakrat zesitény kompozitni hydrogel na bazi smési alginatu s kyselinou hyaluronovou
zesitény  ptidavkem  chloridu  vapenatého vedouci k iontové wvazbé a  vyuzitim
1-ethyl-3-[3-(dimethylamino)-propyl]-karbodiimidu a dihydrazid adipatu vedouci k vazbé chemické
[53]. Dale jsou rozsifené termoresponsivni kompozitni hydrogely na bazi HA a pluronové kyseliny
vedouci k sol-gel piechodu pii 37 °C, tedy teploté lidského téla, dale v kombinaci s methylcelulézou
[54], polyethylenglykolem ¢i poly(N-isopropylakrylamidem) [55].

4.1.1.2.2 Supramolekuldrni komplexy na bazi HA

Prikladem tvorby supramolekularniho komplexu je hydrogel na bazi derivatti hyaluronanu s navazanym
adamantanem a cyklodextrinem vyvinuty skupinou Rodella a spol. Tento typ hydrogelu obsahuje
»guest-host™ vazby vykazujici velmi zajimavou schopnost ziidnuti pti toku (shear-thinning), kdy
dochazi k naruSeni vazeb pusobenim namahani vedouci ke snizeni viskozity, coz usnadiuje
aplikovatelnost materialu pomoci jehly. Po odeznéni napéti dochazi zpétné ke znatelnému zvySeni
viskozity ¢i elastického modulu, tedy ke gelaci materidlu v misté aplikace. Vyhodou je, ze tvorba
komplexu na supramolekularni tirovni probiha velmi rychle, coz je nezbytnym kritériem pfi in situ
aplikaci [56].

4.1.1.2.3 Kovalentné zesiténé hydrogely na bazi HA

Pro piipravu kovalentné zesiténych hydrogeli na bazi HA a jejich derivati mohou byt vyuzity
kondenzac¢ni, radikalové ¢i adi¢ni reakce. Nejbézné€jsi zplsoby pfipravy hydrogelti, vychazejici
z nemodifikovaného hyaluronanu, jsou reakce elektrofilnich dvojfunkénich c¢inidel (bisepoxidy,
divinylsulfon) s nukleofilnimi skupinami polysacharidového fetézce HA (hydroxyly, karboxyl). Pro
zesiténi fetézcl hyaluronanu lze rovnéz vyuzit kondenzacéni reakci karboxylu HA s bifunkénimi aminy
za vzniku amidd, nebo s hydroxyly dalSich jednotek fet€ézce HA za vzniku vnitinich esterti. Tyto reakce
ovSem probihaji za nefyziologickych podminek, pouzita ¢inidla vykazuji znanou toxicitu, a proto
nejsou vhodné pro piipravu hydrogelt in situ [46, 49].

Pro piipravu kovalentné zesiténych hydrogelit HA za fyziologickych podminek ¢&i ptimo v organismu
ptijemce (Obr. 13 Situjici in situ) je nutné vyuzit reakce vychazejici z chemicky modifikovaného
hyaluronanu. Akrylované derivaty hyaluronanu podstupuji radikalové sitovaci reakce, které mohou byt
iniciovany elektromagnetickym zarenim (UV/VIS) nebo pfidavkem redoxnich c¢inidel. V ptipade
vyuziti vhodné modifikované HA lze zvolit i metody z oblasti click chemie (Huisgenova adice,
Diels-Alderovy reakce, thiol-en reakce), nebo napt. enzymaticky katalyzované reakce [6] [41].
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Obr. 13 Schematické trideni kovalentné zesitenych hydrogelii na bazi HA vyuZitelnych v tkdnovém
inZenyrstvi a regenerativni mediciné.

4.1.1.2.3.1 Hydrogely zesiténé pied aplikaci

Hydrogely zesiténé pted aplikaci jsou vyuzivany ptredevsim jako viskosuplementacni ¢i augmentacni
materialy a v dalSich aplikacich, kde je vyhodné pouzit jiz zesitény hydrogel. Mezi nejrozsifené;si
hydrogely na bazi HA tohoto typu, patii materidly zesiténé epoxidy [57]
1-ethyl-3-[3-(dimethylamino)-propyl]-karbodiimidem (EDC) [58] ¢i divinylsulfonem [59] (Obr. 13

Zesiténé pred aplikaci).

Hyaluronan lze zesitit pomoci epoxidu 1,4-butandiol diglycidyl etheru za vzniku hydrogelu vyznacujici
se nizkou tuhosti umoziujici aplikaci pomoci tenké jehly (27-29 G) vhodného jako dermalni filer [57].
K tvorbé gelti dochazi také interakci HA s EDC, kdy dochazi k vytvofeni esterové vazby mezi dvéma
tetézci. EDC je vyuzivano jako sitovaci ¢inidlo pro pfipravu geli vyuzitelnych v tkanovém
inzenyrstvi na bazi kombinace HA [58]. Hydrogely lze ptipravit také na bazi HA s divinylsulfonem.
Nejvyssiho elastického modulu (300 Pa) bylo dosazeno pfi nejniz§im poméru HA:divinylsulfonu 2,5:1.
Hydrogely s niz§im elastickym modulem do 100 Pa by mohly byt vyuzity jako viskosuplementa¢ni
material ¢i dermalni filer. Dle vysledkil nebyly vlastnosti téchto gelii (elasticky modul) ovlivnény
injektaci materialu ptes jehlu [59].

4.1.1.2.3.2 Hydrogely sit’ujici in situ

Enzymatickeé sit’ ovani

Z pohledu chemického je enzym bilkovinou, kterd vykazuje katalytickou aktivitu s vysokou
substratovou specifitou. V reakcich uréuje jeji rychlost i povahu. Tento typ sitovacich reakci je ¢im dal
vice vyuzivan v tkafiovém inZenyrstvi, jelikozZ mohou probihat za fyziologickych podminek a vykazuji
dobrou kompatibilitu s buitkami a tkani [60, 61, 62].

Kurisawa pripravil derivat na bazi kyseliny hyaluronové konjugovany s tyraminem. Cilem bylo pfipravit
jednoduchy enzymaticky katalyzovany systém, schopny tvofit biokompatibilni hydrogely in situ [63].
Dana enzymaticka reakce je zalozena na katalytické dekompozici peroxidu vodiku (H202) pomoci
kfenové peroxidazy (HRP — horseradisch peroxidase). Jedna se o jednofetézcovy hemoprotein, jehoz
zakladem je porfyrinova struktura obsahujici Zelezo. Katalyzuje mnozstvi fenolovych a anilinovych
derivatt za vyuziti H,O; jako oxidantu (Obr. 14). Béhem enzymatické reakce dochazi diky vazbé H.0-
na atom zeleza k vytvoreni oktahedralni konfigurace okolo atomu zeleza. Vznika tak reaktivni enzym,
ktery interaguje se substratem. Katalyzovanou reakci dochazi ke vzniku fenolovych radikali, které
izomerizuji a dimerizuji, a vytvati se tak C-C (Obr. 14), ptipadn¢ C-O-C vazby [64, 65] vedouci k tvorbé
gelu.
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Obr. 14 Krenova peroxiddaza HRP Katalyzujici fenolovy substrat za vyuziti peroxidu vodiku (H20,) jako
oxidantu (vlevo). Schéma sitovaci reakce iniciované pritomnosti peroxidu vodiku a katalyzované
krrenovou peroxidazou (vpravo) [61].

Reakci Ize pripravit scaffoldy bez bun¢k ¢i hydrogely se zabudovanymi buiikami. Kurisawa i mnoho
dalsich vyzkumnych tymu se zabyva systémem HRP/H>O,/substrat obsahujici fenolovou skupinu, které
mohou byt vyuzity v cilené distribuci 1€¢iv ¢i v tkanovém inzenyrstvi [63, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73,
74, 75, 76, 77, 78, 79]. Napiiklad skupina Calabra vyuzila hydrogely na bazi HA piipravené danou
reakci pro regeneraci chrupavky [47]. Vyzkumem spojenym s tyraminovanym derivatem kyseliny
hyaluronové  se  zabyval také tym  Claudie  Loebel.  Opakovanym  piidavkem
4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorpholinium chloridu a tyraminu k HA docilila skupina
zvySeni funkcionalizace tyraminu az k 20 % a tim 1 zvySeni Y oungova modulu pfipravenych hydrogeld.
Do hydrogelii s riznou koncentraci peroxidu vodiku (0,68 mM a 1,1 mM) byly inkorporovany lidské
mesenchymalni buitky hMDS s viabilitou 85-98 % po 6 dnech. Adheze bun¢k byla detekovana pouze
u hydrogelli s niz§im stupném zesiténi (0,68 mM H»0,), kdezto u hydrogelli s vy$§im stupném zesiténi
mély buiiky morfologii zakulacenou [75]. Mechanické vlastnosti hydrogelti na bazi tyraminovaného
derivatu HA (HA-TA) mohou byt také zvySeny piidavkem HRP [76]. Je potfeba si uvédomit, Ze vliv
aktivity HRP ¢i koncentrace H,O2 na rychlost reakce jsou na sobé zavislé. Pokud zvolime nizkou aktivitu
HRP a zvysSujeme pouze ptidavek H»O,, dochdzi k urychleni reakce a zvySeni mechanickych ci
viskoelastickych vlastnosti hydrogelti jen do jisté koncentrace H2O-, poté jiz ptidavek nema na dané
vlastnosti vliv. Stejny princip plati i v ptipad€é zvoleni pfili§ nizké koncentrace H202, kdy zvySeni
aktivity HRP ma vliv pouze do jisté hodnoty a pak jiz se neméni [75, 76].

Do reakce nemusi byt H,O» piidavan piimo, ale 1ze jej generovat napiiklad pii oxidaci glukdzy, pomoci
enzymu glukézo-oxidazy (GluO). Rychlost reakce a vlastnosti hydrogelli 1ze kontrolovat pfidavkem
enzymu (HRP ¢i GluO) ¢i substratu (glukozy) nezavisle na tom, jestli je polymerem HA ¢i jiny polymer
[80].

Obecné je adheze bunck k hydrogelim na bazi HA termodynamicky nevyhodna diky hydrofilni a
polyaniontové povaze polymeru [82]. Ke zvySeni bunécéné adheze je mozné vyuzit adhesivnich molekul
jako je fibronektin [81], laminin, fibrinogen, kolagen [83, 84], ¢i peptidové sekvence — IKVAV, YIGSR
[85], RGDS [86] ¢i RGD, které mohou byt navazany na polymerni fetézec HA [82, 87, 88, 89, 90].
Pravda a jeho tym popsali syntézu derivatu na bazi kyseliny hyaluronové nesouci hydroxyfenylovou
skupinu a RGD. Hydrogely mohou byt pfipraveny enzymatickou reakci s HRP a H>O; na stejném
principu popsaném vyse [88].
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Kromé kienové peroxidazy je mozné vyuzit i transglutaminazu k zesiténi derivatu HA a polymeru
polyethylenglykolu s navazanou peptidovou sekvenci umoziujici rychlou gelaci v ramei minut [91].
Déle je vyuzivana také tyrozindza k zesiténi makromolekul nesoucich hydroxyfenylové skupiny.
Obdobn¢ jako u enzymaticky katalyzované reakce vznikaji C-C a C-O-C vazby. V tomto piipad¢ je
tyrozinaza aktivovana vlivem ptitomnosti kysliku [92]. Hydroxyfenyl derivat HA (tyramin) byl také
enzymaticky zesitén v kombinaci s furanem s rychlosti gelace v fadu minut [93].

Fotochemickd piiprava hydrogeli

Mnoho publikaci se také zabyva fotositovanim derivati na bazi kyseliny hyaluronové, jako je
napt. metakrylovana HA. Sitovani je mozné docilit pisobenim UV svétla v pfitomnosti fotoiniciatoru
[94, 95], napt. Irgacure [94, 96]. Tento piistup umoznuje kontrolovat stupen zesiténi trvanim UV
expozice, koncentraci monomeru ¢i funkcionalizaci [95]. Mezi vyhody derivatu GMHA (glycid
methacrylate hyaluronic acid) patii, kromé dobré kontrolovatelnosti vlastnosti hydrogeld, také moznost
navazani adhezivniho peptidu RGD [94]. Dalsim vhodnym derivatem je hydroxyfenyl derivat HA,
stejny jako v pfipadé enzymaticky sitovaného systému. Systém lze kombinovat s fadou inicidtorii
naptiklad riboflavinem [97] ¢i eosinem [98], kdy dochazi také k tvorbé C-C ¢i C-O-C vazeb plisobenim
UV zafeni ¢i viditelného svétla (Obr. 15).

OH OH

UVIVIS
—_—

Iniciator OH

Obr. 15 Schéma hydroxyfenyl derivatu HA piisobenim UV zdieni ¢i viditelného svétla za pritomnosti
iniciatoru vedouct k tvorbé C-C vazby [97, 98].

Click chemie

Pro piipravu hydrogeld na bazi derivati hyaluronanu je velmi rozsitené vyuziti click chemie. Postupy
click chemie zahrnuji vysoce efektivni reakce, které vychazeji z piedem syntetizovanych stavebnich
blokti (napt. specifickych funcknich skupin). Reakce jsou vysoce chemoselektivni a relativn€ nezavislé
na vnéjsich vlivech — ¢ili probihaji rychle a efektivné napt. i ve vodném prostiedi za fyziologickych
podminek v pritomnosti biomolekul apod. (tzv. bioorthogonalni reakce). Pro tyto ucely jsou vyuzivany
nékteré cykloadi¢ni reakce (Huisgenova cykloadice, Diels Alderova cykloadice), dale thiol-en reakce a
fazeny jsou sem i nékteré nukleofilni adice na karbonylu. Vyhodou téchto reakci je, Ze jsou
biokompatibilni, u nichz nedochazi ke vzniku toxickych vedlejsich produktt a vznikly produkt se tak
nemusi precistovat [99, 100, 101].

Cykloadice

Tradi¢ni click reakci vyuzivanou pro pfipravu in situ situjicich hydrogeli je 1,3-dipolarni cykloadice
azidl s alkyny, typicky probihajici za katalyzy méd’nych iontti (Huisgenova cykloadice). Béhem let se
objevila fada variant této reakce vyuzivajicich derivati cyklooktynt, kdy k usnadnéni pribéhu reakce
je namisto katalyzatoru vyuzito napf. sterické napéti cykloalkynového kruhu [99]. Hydrogely s gelaci
30 minut l1ze také piipravit click chemii Diels-Alderovou reakci na bazi furanového derivatu HA
v kombinaci s dimaleimidovym derivatem polyethylenglykolu [100].
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Thioly jako sit’ovaci funkcéni skupiny

Tento typ sitovacich reakci nastava u derivatu HA obsahujici thiolové skupiny. Principem thiol-en
reakci je interakce derivatu majici nukleofilni skupiny (thiolu) s polymerem nesoucim elektrofilni
skupiny, jako jsou vinylsulfon, maleinimid, norbornen, akrylat a alyl ether. Kromé derivatl na bazi
kyseliny hyaluronové tak lze sitovat i derivaty jinych polymeru, napi. polyethylenglykol, dextran ¢i
chitosan [101].

Piikladem thiol-en click chemie je norbornenova reakce cyklohexanového kruhu s methylenovymi
mustky reagujici s thioly v pfitomnosti volnych radikalt. K tvorbé gelace dochazi béhem nékolika minut
pusobenim UV svétla v pFitomnosti fotoiniciatoru Irgacure [94, 96] ¢i viditelného svétla s vyuzitim
eosinu-Y jako fotoiniciatoru [98]. K in situ gelaci vyuzitelné v tkanovém inzenyrstvi by mohly slouzit
také hydrogely na bazi HA zesiténé thiol-en reakci, ktera je iniciovana viditelnym modrym svétlem
s obsahem fosfatovaného riboflavinu ¢i UV zafenim [102]. Ke vzniku disulfidickych vazeb za vzniku
gelu dochazi také napiiklad u derivatu pyridyl disulfid HA s dithiolem polyethylenglykolu. Gelace je
pomérné rychla do 5 minut od iniciace reakce [103]. Vyhodou polymerd obsahujici ve struktufe S-S
vazbu je jejich prirozeny mukoadhezivni charakter dany stejnym procesem probihajicim v lidském téle
u mucinu [104].

Karbonyly jako sit’ovaci funkéni skupiny

Dalsi moznosti modifikace kyseliny hyaluronové je piiprava jeji oxidované formy (aldehyd HA) [105].
Tento polymer Ize zesitit pomoci hydrazidi ¢i alkoxyamind [106]. Obecné aldehydy dobie reaguji
S hydrazidy a dochazi k tvorbé hydrazonové vazby (Schiffova baze). Obdobné jako hydrazidy, také
alkoxyaminy reaguji s aldehydem s vyslednou oximovou vazbou (Obr. 16).
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Obr. 16 Reakce hydrazidu/alkoxyaminu s aldehydem vedouci k tvorbé stabilniho konjugdtu.

In situ gelujici hydrogely na bazi aldehydu HA sitované genipinem byly pfipraveny tymem autora Tana.
Na zaklad¢ histologickych dat z in vivo experimentu na modelu malych zvitat (mysi) nebyla zjisténa
zadna negativni reakce organismu na dany material [107]. Skupina stejného autora také pfipravila
hydrogely na bazi oxidované kyseliny hyaluronové s N-sukcinyl chitosanem vyuZzivajici reakce
aldehydické a amino skupiny [108].
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4.2 Regenerace tkané po infarktu myokardu

Kardiovaskularni onemocnéni jsou jednou z hlavnich pii¢in umrti ve vyspé€lych zemich [45, 109, 110,
111]. Kromé& vysoké mortality tvofici az 1/3 vSech umrti v USA [109, 110], jsou tyto nemoci také
spojené s enormnimi naklady na zdravotni péci [45, 109, 110, 111].

Pfi tomto onemocnéni dochazi k nadhlému preruSeni krevniho zasobeni ¢asti srdce. Pfi¢inou je uzavieni
srdecni artérie, coz vede k imrti kardiomyocytt. Do postizené oblasti poté migruji bunky zodpovédné
za imunitni odpoveéd’, jako jsou makrofagy, monocyty a neutrofily. Secernované metaloproteinazy
degraduji extracelularni matrix, coz zpasobuje odplaveni myocytl, celkové oslabeni struktury
kolagenového scaffoldu vedouci ke ztenceni srdecni stény a tvorbé jizvy. Tento proces je nazyvan
remodelace levé komory [45, 112] (Obr. 17).

Pomoci dostupnych metod 1écby lze ovlivnit pouze funkéni tkan srdce. Obvykle je vyuzivana
farmakologicka terapie ¢i stenty k rozsifeni ucpanych cév. Revaskularizacni terapie je U¢inna pii
obnoveni krevniho toku do srdce, nicméné zbytkové zjizveni myokardu zlstava natrvalo. ZlepSeni
zjizveni po infarktu a obnoveni srdeni funkce muze eliminovat kaskddu uddlosti, kterd vede
k srde¢nimu selhani. V pokro¢ilém stadiu srde¢niho selhani je jedinou moznosti transplantace srdce.
Nevyhodou je samoziejmé omezené mnozstvi darca [113].

Obr. 17 Vievo: Zdravé srdce s priichodnymi cévami, které zasobuji srdecni sval krvi. Vpravo: blokace
korondrni artérie zpusobujici infarkt myokardu [114] (pouZito s dovolenim koordindtora projektu
AMCARE).

Jednou z moznosti regenerace nekrotické tkan€ po infarktu myokardu je vyuziti bunééné terapie [115,
116, 117]. Buiiky samotné mohou byt aplikovany pomoci katetru jako minimaln¢ invazivniho nastroje
[118]. Na druhou stranu s rozvojem tkafiového inZenyrstvi se vyzkum stale vice zaméfuje na pfipravu
scaffoldu s inkorporovanymi butikami ¢i ristovymi faktory (Obr. 18). Vyhodou vyuziti scaffoldu je jeho
prostfedi vhodné pro inkorporované bunky, a pfedevs§im prodlouzeni setrvani v daném misté aplikace
pro zvyseni ucinnosti 1écby. Kromé samotnych bun¢k ¢i kombinace s vhodnym scaffoldem lze vyuzit
k regeneraci i samotny hydrogel bez pfitomnosti bunék [112, 116, 119, 120].
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Obr. 18 Aplikace injektovatelného materialu s obsahem nanocdstic s inkorporovanymi riistovymi
faktory ¢i jinymi biologicky aktivnimi latkami a obsahem bunék (kmenové buiiky, kardiomyocyty ¢i jiny
bunecny typ) do srdecni steny [114] (pouzito s dovolenim koordindtora projektu AMCARE).

4.3 Vyuziti bunécné terapie pri regeneraci srde¢ni tkané po infarktu myokardu

Bunéény typ by mél byt zvolen dle typu tkan¢, ktera je cilena k regeneraci. Lidské srdce obsahuje dva
typy bunék: kardiomyocyty a buiiky pievodniho srdeéniho systému (cardio pacemaker cells).
Kardiomyocyty jsou schopny se smrstovat a natahovat, coz je dilezité pro pumpovani srdce. Druhy typ
bunék je zodpovédny za pienos elektrickych impulzd stimulujicich srde¢ni stah a komunikaci mezi
buitkami. Donedévna bylo srdce povazovano za postmitoticky organ s terminalné diferencovanymi
myocyty neschopné sebeobnovy. Nicméné tento pohled byl zménén pii objevu srdecnich
progenitorovych bunek [121, 122, 123], které jsou schopné diferenciace do kardiomyocytt, bunek
hladkého svalstva a endotelidlnich bunck. Tyto buiiky tvofi pfechodné stddium mezi kmenovymi a
zralymi, specializovanymi buitkami [45].

Pti infarktu myokardu dochazi k smrti kardiomyocytd. Jedna z moznosti 1é¢by srde¢ni tkané po infarktu
myokardu tkvi ve vyuziti kmenovych buné€k. Pro své unikatni vlastnosti sebeobnovy a diferenciace maji
velky potencial pfi terapii kardiovaskularnich onemocnéni [115, 124].

Na zaklad¢ pivodu lze kmenové bunky rozdélit do dvou typti: embryonalni (ESC) a somatické. Vyuziti
embryonalnich kmenovych bunék se potyka s etickymi, pravnimi, biologickymi a imunologickymi
problémy. Prozatim je jejich vyuziti v klinickych studiich odloZeno diky nedostate¢nému prozkoumani
[115, 124].

Dospélé kmenové buitky (ASC) maji schopnost se diferenciovat do zralych bunék s charakteristickou
morfologii a specializovanou funkei, navic jsou schopné sebeobnovy po dlouhou dobu. Mezi tyto
kmenové bunky patii srdeéni kmenové buiiky (CSC), hematopoietické pluripotentni kmenové bunky
(HSC), endotelialni progenitorové buniky (EPC) a mesenchymalni kmenové buniky (MSC) [115, 120,
124]. U CSC bungk je velkou nevyhodou problém s identifikaci, izolaci a kultivaci. Naproti tomu HSC
bunky jsou jiz vyuzivany v klinickych studiich. Ke zlepSeni angiogeneze a vaskularizace srde¢ni tkané
by mohly byt vyuzity endotelialni progenitorové buriky [115, 124].
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Dalsi moznosti je vyuziti bunék kostni dien¢ (BMSC — bone marrow stem cells, BMMSC — bone
marrow-derived mesenchymal stem cells, BMMNC —bone marrow mononuclear cells). Vyhodou téchto
kmenovych bunék je moznost ziskani jejich velkého mnozstvi (velkd vytéznost), a také obsahuji dillezité
bunécné typy, jako jsou hematopoietické kmenové bunky (HSC), mesenchymalni buinky (MSC) a
endotelialni progenitorové bunky (EPC), které maji potencial diferencovat do kardiomyocytt. [115,
124]. Vyhodou BMMSC je produkce ristovych faktordt VEGF (vascular endothelial growth factors) a
FGF (fibroblast growth factor), které zlepSuji angiogenezi. Tuto schopnost maji také bunky ziskané
z tukové tkané (adipose-derived stem cells, ADSC) [125].

Dale lze k 1é¢bé vyuzit kmenové bunky periferni krve (PBSC — peripheral blood stem cells). Na rozdil
od BMMNC neobsahuji MSC. S nizkou dostupnosti zdrojového materidlu a malym mnoZstvim
kmenovych bun¢k se védci potykaji pti vyuziti kmenovych bunék pupecnikové krve (UBC — umbilical
cord blood cells) [116]. V neposledni fadé¢ se vyzkum ubira smérem k vyuziti indukovanych
pluripotentnich kmenovych bun¢k (iPSC — induced pluripotent stem cells) [126].

Obecné je u kmenovych bunck diskutovan problém s kontrolovanou diferenciaci do specifické linie. Je
predpokladano, Ze bunky nachéazejici se v prostiedi napodobujici tkan srdce, budou diferenciovat do této
bunécné linie. Z tohoto divodu je dilezité zvolit vhodné mikroprostiedi, kterym by mohl byt pravé
hydrogel [120].

4.4 Vyuziti hydrogeli pri regeneraci srdecni tkané po infarktu myokardu

Jednou z moznosti regenerace myokardu je vyuziti hydrogelt. Ty mohou byt acelularni ¢i slouZit jako
nosic¢e bunék ¢i jinych latek podporujicich angiogenezi. Pfi regeneraci srdce, obdobné jako u vétSiny
tkani (kromé chrupavky a rohovky), je vaskularizace velmi dilezitym hlediskem, jelikoz je nutné
zajisténi krevniho zasobeni do postiZzenych mist [42, 118].

4.4.1 Materialy pro pripravu hydrogeli

Mezi materialy, vyuzitelné pro ptipravu hydrogeld pro regeneraci myokardu, patii pfirodni ¢i syntetické
derivaty ¢i pfimo piirodni materidly [112, 119], jako je alginat, agardza, chitosan, decelularizovana
extracelularni matrix, fibrin, kyselina hyaluronova ¢i jeji modifikace, keratin, Matrigel [45], kolagen,
zelatina ¢i laminin [120]. Jejich pfitomnost ¢i podobnost s molekulami nachazejicimi se v lidském téle
sniZzuje moznost nezddouci imunologické odpovédi po implantaci [120]. Ze syntetickych materialt by
mohly byt vyuzity derivaty polyethylenglykolu, termoresponsivni poly(N—isopropyl)akrylamid [45],
polylaktat, kopolymer kyseliny mlécné a polyglykolové, polykaprolakton ¢i polyuretan. Obecné
u syntetickych polymert existuje vétsi riziko cytotoxicity. Pouze jen n€které ze syntetickych materidli
(polyethylenglykol, polylaktat, kopolymer kyseliny mlécné a polyglykolové) byly uznany FDA pro
klinické pouziti. Dalsi moznosti je pouziti hybridnich hydrogelt sloZzenych ze syntetického a ptirodniho
polymeru [120].

4.4.2 Acelularni hydrogely

Vyuziti samotnych hydrogelti bez bun¢k ¢i jinych atraktanti pro lécbu infarktu myokardu spociva
Vv tvorbé mechanické opory ischemického srdce. Z tohoto diivodu bylo provedeno mnoho preklinickych
studii zaméfenych na porovnani vlivu mechanickych vlastnosti (Youngova modulu) hydrogelu a ¢asu
jeho setrvani v misté aplikace na regeneracni schopnost srdecni tkané po infarktu myokardu.
Predpokladem je vyuziti hydrogelli s mechanickymi vlastnostmi srovnatelnymi se srdecni tkani. Tuhost
srdeéni tkané se pohybuje od 10—20 kPa (konec diastoly) do 200—500 kPa (konec systoly) [127].

Dle prace Dobnera je rychlost degradace dulezitd pro regeneraci srdecni tkané. Na ptikladu
nedegradabilniho hydrogelu na bazi polyethylenglykolu ukazal pozitivni vliv del§iho setrvani materialu
v misté aplikace [128]. ZlepSeni opory srdecni tkané po 8 tydnech po implantaci diky pomalejsi
degradaci bylo zaznamenano i u metakrylového derivatu HA [121]. Byl také zkouman vliv
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mechanickych vlastnosti. Za timto ucelem byly pfipraveny hydrogely s Youngovym modulem 8 kPa a
43 kPa. Pozitivni vliv byl zji§tén pti implantaci obou typt materialu na modelu velkého zvitete (ovce).
Statisticky mensi velikost tkané postizené po infarktu myokardu, byla zaznamenana pouze u hydrogelt
S vy$$im Youngovym modulem [129]. Obdobné¢ byly do srdecni tkdné€ u ovcei injektovany hydrogely na
bazi HA také s riznou tuhosti — 1 kPa a 41 kPa. U hydrogelu se zvy$enou tuhosti bylo dosazeno zlepseni
remodelace LVEF (gjek¢ni frakcee levé komory) v porovnani s méné zesiténym hydrogelem a kontrolou
[130]. Obdobnych vysledki bylo docileno i u dalsich studii [131]. V klinické studii se nachazi hydrogel
bez buné€k na bazi alginatu (Algisyl). Terapeuticky ucinek byl lepsi u pacientt 1écenych pomoci Algisylu
se standardni farmakologickou l1é¢bou v porovnani se skupinou lééenou pouze farmakologickou 1é¢bou
[132, 133].

Také typ hydrogelu hraje svou roli pii regeneraci myokardu po infarktu myokardu, predev§im pokud
hydrogely pfirozen¢ obsahuji ve své struktute peptidové sekvence, kolagen, glykosaminglykany, které
mohou podporovat bunéénou komunikaci neboli crosstalk, coz mize poté vést k migraci bunék,
vaskularizaci a regeneraci myokardu [134]. Piednost acelularnich hydrogelt tkvi v jednoduchosti
aplikace a manipulovatelnosti, jelikoz neni nutna zdlouhava ptiprava, jako je tomu pfi inkorporaci
bunék. Navic z legislativniho hlediska spadaji hydrogely bez bunék do jiné kategorie pro registraci
produktu. Obecné je snazsi prevést acelularni hydrogely do praxe nez hydrogely obsahujici buiiky.

4.4.3 Inkorporace bunék do hydrogelu

I pres velky potencial, nemaji terapie pomoci kmenovych bun¢k Vv klinickych studiich uspokojivé
vysledky kvili lokalizaci do mista aplikace, zivotaschopnosti a nizké ucinnosti inkorporovaného graftu.
Mezi faktory ovliviiujici zivotaschopnost bun€k patii netésnost v misté vpichu, inik materialu z mista
aplikace, generace neadekvatni extracelularni matrix ¢i nasledna apoptoza [135]. Bunécna viabilita
po aplikaci je Casové omezena — V zavislosti na bunééném typu se pohybuje od 24 do 48 hod. Pro
dosazeni lepsich vysledki je nezbytné zvysit zivotaschopnost kmenovych bun¢k. Jednou z moznosti je
vyuziti hydrogelu jako matrice pro inkorporaci bunék, at’ uz bez nebo s dalsimi podptirnymi latkami.
Hydrogel tvoii mechanickou oporu i vytvaii vhodné prostiedi pro rast ¢i diferenciaci bunék. Jako mozny
bunéény zdroj mohou byt pouzity vSechny bunééné typy uvedené v kapitole 4.3. Ke zlepSeni
komunikace (crosstalk) mezi butikami by mohly byt vyuzity specialni materialy s riznou povrchovou
upravou ¢i vyuzity peptidové sekvence, jako je RGD [134].

4.4.4 Inkorporace ristovych faktori ¢i jinych latek do scaffoldu

Do scaffoldu Ize inkorporovat mnozstvi 1éCiv s farmakologickym tucinkem anebo rdstové faktory.
Vzhledem k aplikaci je vhodné vyuziti proangiogennich ristovych faktord, jako jsou VEGF (vascular
endothelial growth factors), FGF (fibroblast growth factor), intermedin, angiopoetin ¢i erytropoetin.
Proliferace kardiomyocytii mutze byt podpofena piidavkem periostinu ¢i neuregulin-1. IGF-1
(Insulin-like growth factor 1) je vyuzivan spolu s kmenovymi ¢i progenitorovymi buiitkami pro zlepSeni
jejich viability. Proti apoptéze puasobi napiiklad HGF (hepatocyte growth factors), PDGF
(Platelet-derived growth factor) ¢i G-CSF (Granulocyte-colony stimulating factor) faktory [136].
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4.5 Metody aplikace

Velmi dulezitym aspektem, ovliviiujicim vybér materialu a jeho formy, je zpusob aplikace. Obecné
existuji 3 metody pro injektaci materiali do srde¢ni stény [117] ¢&i lze aplikovat tenkou vrstvu
biomaterialu (patch) na povrch epikardu [112, 119].

Jednou z moznosti aplikace je piima injekce do epikardu (Obr. 19 a), ale tato metoda je invazivni a
vyzaduje otevieni hrudniku. Proto je cilem nalézt techniku, ktera by byla minimaln¢ invazivni. K tomuto
lze vyuzit katetr predstavujici ,,hadicku®, ktera je zavedena do artérie (arterialni katetr) a to bud’
transendokardialné (Obr. 19 b) do oblasti postizené po infarktu myokardu ¢&i intrakoronarné (Obr. 19 c)
za pomoci koronarniho balonku [45, 112, 117, 119, 137, 138].

Polymerni struktura patch materialu muze vytvafet podpirnou strukturu pro ischemické srdce
(Obr. 19 d) nebo muize byt material piipevnén pomoci adhezivniho materialu na postizené misto srdce
(Obr. 19 e). Mezi komeréné dostupna a vyuzivana tkanova lepidla patii BioGlu zalozené na kombinaci
bovinniho sérového albuminu (BSA) a glutaraldehydu [139]. Vazba je zaloZena na interakci amino a
aldehydické skupiny. Déle je mozné vyuzit komeréné dostupny produkt CoSeal [140]. Nevyhodou
vyuziti patch materialu je nutnost otevieni hrudniku béhem jeho aplikace.

Na zédkladé moznych metod aplikace hydrogeld je vhodné vyuZiti in situ gelujicich materidl
(injektovatelnych hydrogelti) [45, 141, 142]. Cilem je pfipravit material, ktery by zgeloval ihned pfi
aplikaci do pozadovaného mista. Na druhou stranu ke gelaci nesmi dochézet v aplikatoru (katetru/jehle),
abychom se vyhnuli jeho blokaci [42, 45, 142]. Dulezité je si uvédomit velikost jehly (26-28 G) a
vnitiniho poloméru katetru, ktery je velmi maly, coz zna¢né ovliviiuje vlastnosti vybraného materialu
[142].

Obr. 19 Metody aplikace hydrogeli do srdce situjicich in situ: a) prima epikardidlni injekce b)
intrakorondrni aplikace c) transendokardidlni injekce [141] d-e) epikardidlni aplikace patch materidlu
[138] (pouzito s dovolenim koordindtora projektu AMCARE).
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4.6 Preklinické a klinické studie

Bunécna terapie tkané po infarktu myokardu bez bunééného nosice byla studovéna v ramci fady
preklinickych studii a postoupila i do faze klinického testovani. Naproti tomu kombinace scaffoldu
s inkorporovanymi buiikami je pfedevs§im ve stadiu preklinickych studii.

Srde¢ni progenitorové buiky byly pouzity v mnoha preklinickych a uz i také v klinickych studiich, jako
jsou CADUCEUS, SCIPIO, ALCADIA. U studie SCIPIO byli pacienti rozdéleni do vice skupin —
na zaklad¢ velikosti a lokalizace tkané postizené po infarktu myokardu a bylo jim aplikovano odlisné
mnozstvi bunék. Bylo zaznamenano snizeni velikosti infarktu u pacienti, ktefi podstoupili buné¢nou
terapii. V pripad¢ studie ALCADIA byl v kombinaci sbunikami pouzit ristovy faktor FGF.
Po 6 mésicich od aplikace byl zaznamenan narGst LVEF a snizeni velikosti infarktu. Terapeuticky
ucinek srdecnich progenitorovych bunck izolovanych z endokardidlnich biopsii, které¢ byly nésledné
dodany u pacienti po infarktu myokardu, byl zkouman v ramci studie CADUCEUS. Ve studii byla
zaznamenana redukce velikosti mista postizeného po infarktu myokardu a také zvysSeni zdravé srde¢ni
casti. Na zdklade vSech tfi studii (CADUCEUS, SCIPIO, ALCADIA) nebylo mozné stanovit
terapeuticky efekt 1éCby, jelikoz se jednalo pouze o Fazi I klinické studie, kde byl zkouméan maly pocet
subjektu. Vice prikazné vysledky budou ziskany z Faze II klinické studie [143].

Kardiopoietické kmenové bunky byly také pouzity v klinické studii C-CURE. Nebyla zjisténa
systémova toxicita ¢i zhorSeni stavu pacientd. Byl zaznamenan nartist LVEF, ale je nutné dalsi klinické
testovani [144]. Bezpec¢nost aplikace kardiopoietickych kmenovych bunék byla prokazana také
Vv klinické studii (CHART-1) stejného autora, ktery poukazuje na nutnost dal$ich studii pro prokazani
terapeutického efektu [145]. V ramci jiné klinické studie byly také aplikovany BMC. B&hem terapie
doslo ke zvySeni ejekcni frakce LV a snizeni velikosti infarktu. Byl zaznamenan pozitivni G¢inek
na ventrikularni arytmii, recidivitu infarktu myokardu a mortalitu pacientd [146].

Jak jiz bylo popsano v kapitole 4.4.3, 1é¢ba pomoci kmenovych bunék v klinickych studiich nedosahuje
uspokojivych vysledku, predevs§im kvili nizké zivotaschopnosti bunék. Zvysenim retence bunék v misté
aplikace se zabyva studie skupiny autorky Roche, ve které jsou diskutovany mozné bunééné nosice.
Byly zde testovany 2 typy hydrogelti na bazi chitosanu a alginatu a 2 rizné matrice (patch) na bazi
alginatu a kolagenu. V porovnani s kontrolou (0,9% roztok NaCl) bylo u konstruktt dosazeno zlep$eni
retence bun¢k (hMSCs) v misté aplikace. U hydrogelt a matric bylo zachovano v misté aplikace
50-60 % bungk, kdezto v pfipadé solného roztoku pouze 10 % [116].

Z téchto duvodt je mnozstvi preklinickych studii zaméfeno na testovani hydrogeld, at uz
s inkorporovanymi butikami ¢i acelularnich hydrogelt. V ramci in vivo experimentu byl na modelu mini
prasete testovan hydrogel na bazi HA obsahujici oligopeptidové vazby (GGRMSMPV), které mohou
byt rozstépeny ptisobenim metaloproteinaz [147]. V jiné praci byl vyuzit injektabilni fibrinovy scaffold.
Na modelu malych zvifat doslo u skupiny, u které byl pouzit in situ sit'ujici hydrogel, ke sniZeni
umrtnosti, zmenseni velikosti oblasti postizené po infarktu myokardu a zvyseni pritoku krve oproti
kontrole [148]. Srde¢ni progenitorové buiky byly také inkorporovany do patch materialu na bazi
zelatiny a HA ptipraveného pomoci 3D tisku [149]. Do injektabilnich hydrogelt také na bazi HA byly
enkapsulovany endotelidlni progenitorové bunky. Signifikantni zvySeni vaskulogeneze a zlepSeni
ventrikularni funkce v porovnani s kontrolou byly zaznamenany po aplikaci konstruktu v ramci klinické
studie [150].
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5 METODICKA KONCEPCE PRACE

Disertacni prace je zaméfena na vyvoj a charakterizaci fyzikalnich vlastnosti hydrogell na bazi derivati
kyseliny hyaluronové (HA) pro regeneraci srde¢ni tkan¢ po infarktu myokardu. Mezi vybrané konjugaty
patii hydroxyfenyl derivaty HA (HA-TA, HA-PH-RGD, HA-PH-FITC) a oxidovana forma HA
(HA-Ox). V prvém pripadé lze gely pfipravit reakci hydroxyfenyl derivatu HA a peroxidu vodiku, ktera
je katalyzovana kienovou peroxidazou HRP. Hydrogely na bazi druhého derivatu HA-Ox lze pfipravit
reakci s alkoxyaminy.

Rychlost gelace od par sekund az po né€kolik minut 1ze regulovat vlastnostmi HA derivatu, jako je
molekulova hmotnost (Mw) ¢i stupen substituce (DS), koncentraci roztoku derivatu a v neposledni fadé
také mnozstvim sitovacich ¢inidel (koncentraci peroxidu vodiku a aktivitou enzymu HRP, resp.
koncentraci alkoxyaminu POA pii zesiténi HA-Ox derivatu). Obdobné i stanovované mechanické,
viskoelastické vlastnosti ¢i botnani hydrogeld jsou ovlivnény témito parametry. Rychlost gelace a
vlastnosti hydrogelti jsou v pfipadé reakce HA-OX s alkoxyaminem znac¢né ovlivnény také pH roztoku
¢i iontovou silou.

Charakter hydrogelti musi byt ptizptisoben pro moznou inkorporaci bunék a in situ aplikaci materialu
do mista urceni. Jednou moznosti minimaln€ invazivni aplikace hydrogelu je vyuziti katetru, coz v§ak
ma i mnoho uskali. Viskozita prekurzorovych roztokl derivatu HA musi byt uzptisobena malému profilu
jehly a délce katetru s malym vnitinim polomérem. Gelace musi byt dostatecné rychld, aby bylo
zamezeno Uniku materialu z mista aplikace zplisobujici moznou embolizaci. Na druhou stranu nesmi
byt prili§ rychld, aby nedoslo k zatuhnuti materialu v katetru ¢i jehle. U druhého zafizeni pro aplikaci
hydrogeli — zatizeni SPREADS, musi byt vhodnymi vlastnostmi prekurzorovych roztokl a hydrogelu
zajisténa aplikovatelnost do vnitiniho prostoru této , kapsy*.

33



6 MATERIALY A METODY
6.1 Materialy

V tabulce je uveden souhrn materialdt a Sarzi pouzitych v této praci. Chemikalie pro potiebné pro
kultivaci (neni pfedmétem této disertaéni prace) jednotlivych bunéénych typt a K vyhodnoceni
rastu/viability bun¢k jsou uvedeny v ptiloze 12.1.

Tab. 1 Souhrn materialii a Sarzi

Zkratka/
Skupina Nazev [.)Otl%lte VZOTee Cislo Sarze CAS Ko-n<_:./ Dodavatel
chemikalie pouZité aktivita
chemikalie
Aldehyd . .
HA/oxidovana HA-Ox Kapitola - - Contipro
6.1.1.1 a.s.
forma HA
Tyraminovany/ . .
hydroxyfenyl HA-TA 6K iplltgli - - Cogtslpro
derivat HA T -
Derivaty Hydroxyfenyl
HA deer%}t HA HA-PH-RGD Kapitola 0 i i Contipro
S navazanou a.s.
RGD sekvenci
Hydroxyfenyl
deerE}t HA HA-PH-FITC Kapitola i i Contipro
S navazanou 6.1.1.2.3 a.s.
FITC skupinou
K¢ . PL001201211 310 U/mg Enzvmo
e HRP PL001061014 - 253 U/mg Iﬁs
P PL001091215 256 U/mg P
Gluko6zo-
(()éll(jif)ze 160-240 Sigma-
. GluO 1345292V 9001-37-0 (207) g
Oxidase from Aldrich
. U/mg
Aspergillus
Enzymy niger)
Galaktozo-
oxidaza
(Galactose 0. 500-1500 Sigma-
Oxidase from Ga0 SLBBL701 | 9028-799 | 506 y/mi | Aldrich
Dactylium
dendroides)
- 37326-33- Sigma-
Hyaluronidaza BTH SLCC2160 3 - Aldrich
Tryptone Soya _ ) )
Stanoveni Broth 1572001 OXOID
sterility Thioglycollate
Medium U.S.P. - 1215607 - - OXOID
jatka
Piiprava Praseci plazma - - 6132-04-3 - MASOEKO
prasedi Letohrad
palzmy C‘ltrona}n sodny | CeHsO7Nas-2Ho 1904110414 | 6132-04-3 ) PENTA
dihydrat 0
Sirius Red CasHlzsN10Nas 1369139 2610-10-8 - Fluka
02156
. Methylenova
Barviva .
modf C37H34Na2N20 AL } Slgma-
(Erioglaucine 9S3 MKCG5403 | 3844-45-9 Aldrich
Disodium Salt)
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Zkratka/

Skupina Nizev pouZité VZOrec Cislo Sarze CAS NGy Dodavatel
chemikalie pouZité aktivita
chemikalie
Chlorid
vépenaty CaCl;2H,0 | A0746382 100385'04' i MERCK
Piiprava a dihydrat
stanoveni | 0@ S04 yNao,3m0 | PPIRO16/1320 | 6131 90.4 | 0.2M LACH-
aktivit trihydrat 7 NER
HRP y Kyselina octova CHs;COOH - 64-19-7 99% PENTA
Pyrogallol CeHsO3 2012111217 87-66-1 5% PENTA
Bovinni sérovy BSA SLBW 1397 | 9048-46-8 - Sigma-
albumin Aldrich
Stanoveni | O-Dianisidin CiHiN,0; | MKBG4002V | 119-90-4 . i‘lgr:i‘;']
aktivity Glukéza Sigma-
Gluo (D-(+).Glucose) Glu E1591 50-99-7 - Aldrich
Peroxid vodiku H202 1909120917 7722-84-1 30% PENTA
v Manganistan
Priprava a , KMnOg4 2206090617 7722-64-7 0,0117M PENTA
, draselny
Stanoveni Kyselina Sigma-
konc. H202 | Y , CoH204-2H,O | 1004950100 | 6153-56-6 | 0,0294M gm
Stavelova Aldrich
Kyselina sirova H2S04 - 7664-93-9 96% PENTA
0,0'-1,3-
propandiyl- BCBV2416 | 44485.g0- Sigma-
. . POA BCBT7173 - .
bishydroxylami 1356536V 1 Aldrich
n dihydrochlorid
Methylcerven, Sigma-
. 4'-(dimethylamino)azobenzen-2- 05912ME 493-52-7 - gm
Titrace . : Aldrich
POA karboxylova kyselina
Kyselina =~ HCI PPI2013/1295 | 7647.01.0 |  35% Lach:ner
chlorovodikova 2
Hydr0x1d sodny NaOH PP/2017/0118 1310-73-2 i Lach:ner
mikroperly 3
Hydroge:nuhhcn NaHCOs PP/2010/1351 144-55-8 Lach:ner
an sodny 8
Nativni HA i i i i Contipro
(1,91 MDa) a.s.
1 37326-33- 1753,5 Finepharm
Degradace Hyaluronidaza BTH 190115 3 IU/mg SA
4- . Sigma-
(Dimethylamino) CoH11NO BCBR2575V 100-10-7 Aldrich
benzaldehyd ric
Galaktoza Siama-
(D-(+)- Ga SLBH4735V | 59-23-4 - gm
Aldrich
. Galactose)
Ostatni .
Fluorescein Sigma-
isothiokyanat C21H11NOsS SLBN3614V | 3326-32-7 - g
. Aldrich
isomer |
nglnerallzova DEMI ) ) ) Contipro
na voda a.s.
Solventy Injekéni voda ) ) ) ) Contipro
a.s.
Chlorid sodny NaCl - 7647-14-5 - Baxter
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6.1.1 Derivaty kyseliny hyaluronové

6.1.1.1 Formyl hyaluronan sodny (HA-OX)

Formyl hyaluronan sodny (oxidovana forma HA, aldehyd HA, HA-Ox) je chemicky modifikovany
hyaluronan sodny — poly(sodium-B-D-glucuronate-[1-3]-(6-0x0)-p-N-acetyl-D-glucosamine-[1-4])).
Jeho syntéza je zalozena na oxidaci primarnich hydroxyskupin v poloze 6 N-acetylglukosaminu.
Oxidace primarnich hydroxyskupin vede k pozadovanym aldehydickym skupinam a karboxylovym
skupinam jako vedlejsi produkt (Obr. 20). Obsah aldehydu a karboxylovych skupin je popsan jako
stupen substituce pomoci NMR [151, 152]. V Tab. 2 a Tab. 3 je popsana specifikace daného derivatu.

/w& Oxidace
1 >

Obr. 20 Schéma pripravy a struktura formyl hyaluronanu sodného (HA-OX).
Tab. 2 Specifikace HA-Ox — vlastnosti

Analyza Specifikace

Vzhled Bily nebo témér bily prasek nebo granule
Identifikace pomoci NMR Detekce substance
Molekulova hmotnost (SEC-MALLS) (kDa) 55-1050*

Stupen substituce (NMR) (%) 3-12*

Ztrata suSenim (%) <15

Popel (%) <10

Mikrobialni kontaminace (CFU/g) <100

Bakteridlni endotoxiny (IU/mg) < 0,06

*Tab. 3 Specifikace HA-Ox — parametry standardné pripravovanych HA-Ox derivatii

A B C D
Molekulova hmotnost (SEC-MALLYS) (kDa) 55-85 250-350 420-630 750-1050
Stupen substituce (NMR) (%) 7-12 7-12 7-12 3-8
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6.1.1.2 Hydroxyfenyl derivity HA

6.1.1.2.1 Tyraminovany derivat HA (HA-TA)

Tyraminovany derivat HA je chemicky modifikovany hyaluronan (Obr. 21), ktery je tvoten reduktivni
aminaci oxidované formy kyseliny hyaluronové (formyl hyaluronat sodny HA-OXx) s vyuzitim
6-amino-N-(2-(4-hydroxyfenyl)ethyl)hexanamidu [77]. Specifikace produktu tyraminovaného derivatu

je popsana v Tab. 4 a Tab. 5.

co-Nd

OH

EMW i/%w Lgﬁww Redukce

Obr. 21 Struktura tyraminovaného derivitu HA.

Tab. 4 Specifikace HA-TA — vlastnosti

HO\Q\L
NH

\
CO

fﬂ

2

Analyzy Specifikace
Vzhled Bily nebo téméf bily prasek nebo granule
Identifikace pomoci NMR Detekce substance
Molekulova hmotnost (SEC-MALLS) (kDa) 60-1080*
Stupen substituce (NMR/ UV/VIS) (%) 0,5-4*
Ztrata suSenim (%) <15

Obsah isopropanolu (% (w/w)) <05

pH 5-8
Bakterialni endotoxiny (IU/mg) <0,05
Mikrobialni kontaminace (CFU/g) <100
Tyramin (pg/ml) <0,7
Pikolin (% (w/w)) <0,03
Hyaluronat sodny (%) >90,0

*Tab. 5 Specifikace HA-TA — parametry standardné pripravovanych HA-TA derivdtii

A B C D E
Molekulova hmotnost (SEC-MALLS) (kDa) 60-90 | 240-360 | 400600 | 720-1080 | 240-360
Stupet substituce (NMR/UV/VIS) (%) 2-4 2-3 12 0515 12
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6.1.1.2.2 Hydroxyfenyl derivdt nesouci RGD sekvenci (HA-PH-RGD)

Tento derivat HA-PH-RGD vznika reduktivni aminaci formyl hyaluronanu sodného (HA-OX)
navazanim hydroxyfenylové ¢asti nesouci RGD (HPA-RGD) [88], jak je vidét na Obr. 22.

DGRG-AHA 7\g \/Q

\EMW L%W %% Reduktivni aminace

Kys. asparagova (D
Arginin (R) paragové (D)
Glycin (G)

\é Glycm (G)

Q”?

Obr. 22 Reakcni schéma pripravy HA-PH-RGD.
Tab. 6 Specifikace HA-PH-RGD - vlastnosti

Analyzy Specifikace
Vzhled Bily nebo téméf bily prasek
Identifikace pomoci NMR Detekce substance
Molekulova hmotnost (SEC-MALLS) (kDa) 60-360*
Stupen substituce (NMR, UV/VIS) (%) 2-4*
Ztrata suSenim (%) <150
Obsah isopropanolu (% (w/w)) <0,5

pH 5-8
Bakterialni endotoxiny (IU/mg) <0,05
Mikrobialni kontaminace (CFU/g) <100
Pikolin (% (w/w)) <0,03
Hyaluronat sodny (%) >90,0

*Tab. 7 Specifikace HA-TA — parametry standardné pripravovanych HA-TA derivatii

A B
Molekulova hmotnost (SEC-MALLS) (kDa) 60-90 240-360
Stupen substituce (NMR, UV/VIS) (%) 2-4 2-3
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6.1.1.2.3  Fluorescencné znaceny hydroxyfenyl derivat HA (HA-PH-FITC)

Pro pfipravu fluorescen¢né znaceného hydroxyfenyl derivatu HA byl pouzit fluorescein-5-isothiokyanat
s molekulovou hmotnosti 389,4 g/mol. Tato fluorescenéni znacka ma absorpéni maximum pii 495 nm
a emituje zateni (fluoreskuje — zeleny fluorofor) pfi vinové délce 525 nm. Obecné se jedna o Siroce
vyuzivanou fluorescencni latku pro detekci proteint, u kterych se vdze na pfitomné amino skupiny
[153]. V dané praci je pouzit Izomer I FITC (Obr. 23), ktery byl navazan na tyraminovany derivat
HA-TA (8arze MK-244, spec. B, My, 240-360 kDa, DS 2—-3 %) ptes isothiokyanat.

o o OH
A
_0
OH

N
C~
~s

Obr. 23 Struktura izomeru | FITC [153].

6.1.2 Enzymy
6.1.2.1 Kienovd peroxidiza (HRP)

Jedna se o alfa-helikdlni protein o molekulové hmotnosti ptiblizn€ 44 Da, ktery se ziskava ze selského
kienu, odkud pochazi i jeho nazev. Tento metaloenzym vazajici hem jako kofaktor ma snadno dostupné
aktivni misto. V molekularni biologii se vyuZziva jeji schopnosti zesilit slaby signal a zvysit odhalitelnost
cilové molekuly. Pouziva se k ur¢eni malych mnozstvi specifickych proteinii ve western blot dale
v ELISA ¢i imunohistochemii [61] a je Siroce vyuzivan v enzymatickych reakcich vedouci ke vzniku
gelu (4.1.1.2.3.2 podkapitola Enzymatické sitovani).

6.1.2.2 Glukozo-oxidaza

Tento enzym mikrobidlniho pavodu spada do tfidy oxidoreduktaz. Kofaktorem je
flavinadenindinukleotid FAD slouzici jako akceptor elektronti. Béhem reakce dochazi k redukci na
FADH?2 a kyslik je redukovan na peroxid vodiku. Tato oxidoreduktaza umoziuje oxidaci p-D-glukozy
na glykoprotein D-glukono-1,5-lakton, ktery poté hydrolyzuje na glukonovou kyselinu za soucasné
produkce peroxidu vodiku (Obr. 24). Jedna jednotka enzymu oxiduje 1,0 mikromol beta-D-glukézy
na D-glukonolakton a peroxid vodiku za 1 minutu pii pH 5,0 a teploté 55°C. Pouziva se ke stanoveni
glukézy v klinické biochemii, v potravinaistvi k odstraiovani zbytkt kysliku a glukoézy ¢i k vyrobe
kyseliny glukonové [80].
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Kyslik  f-D-glukéza  Peroxid vodiku D-glukono-1.5-lakton

0=0 oH o=0, 0
H H H HO @

4

Glukozo-omdaza

Obr. 24 Schéma enzymatické aktivity glukozo-oxiddzy umozZnujici v pritomnosti kysliku oxidaci
S-D-glukozy na glykoprotein D-glukono-1,5-lakton.

6.1.2.3 Galaktozo-oxidaza

Tato oxidoreduktaza potiebuje pro funkci méd jako kofaktor. Katalyzuje oxidaci D-galaktozy
na D-galaktohexodialdozu v pfitomnosti kysliku za soucasné produkce H.O, [154] schematicky
obdobné jako v ptipade gluk6zo-oxidazy.
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6.2 Metody

Zakladem této prace je popis a charakterizace hydrogelti s vyuzitim ve tkanovém inZenyrstvi a
regenerativni medicin€é. Opakovatelnost pfipravy a vlastnosti hydrogelt, ale nelze docilit bez popisu
vlastnosti jednotlivych komponent, jako je samotny polymer a sitovaci ¢inidla a jejich prekurzorové
roztoky. Piedev§im se jednd o stanoveni parametrti derivata — stupen substituce DS ¢i molekulova
hmotnost My, viz kapitola 6.1. V pifipad¢ vyuziti enzymu pii sitovaci reakci je nutné stanoveni jeho
aktivity ¢i ur€eni koncentrace peroxidu vodiku spektrofotometricky. Stabilita jednotlivych slozek je
velmi dulezita pro vyvoj ptipadného produktu, proto je aktivita roztoku HRP ¢&i koncentrace roztoku
H-0; sledovana v ¢ase. Dulezitym parametrem pro snadnou aplikovatelnost prekurzorovych roztoku je
jeho viskozita a vytlacna sila, ktera je pfedevsim ovlivnéna molekulovou hmotnosti polymeru, obsahem
susiny derivatu vroztoku a typem rozpoustédla. V neposledni fadé je sledovana cytotoxicita
jednotlivych komponent.

Pfi sitovaci reakci je stanovovana zavislost elastického a viskdzniho modulu na ¢ase a je uréovan bod,
kdy se jejich hodnoty rovnaji, tedy Cas gelace. Popisované systémy jsou viceslozkové — finalni gel
vznikd smisenim dvou roztokl. Pro homogenni smiseni dvou roztok je vyuzit sméSovac a hydrogely
jsou pripraveny do teflonovych formic¢ek pro vznik srovnatelné velkych hydrogeld s porovnatelnymi
vlastnostmi. Gely jsou charakterizovany stanovenim viskoelastickych ¢i mechanickych vlastnosti
v kompresi. Velikost ok sité¢ (mesh size) gelu byl stanoven vypoctem a struktura hydrogelu v bezvodém
stavu (lyofilizatu) byla zachycena pomoci skenovaci elektronové mikroskopie. Ve vétsing aplikaci je
dulezité zachovani nizké botnavosti hydrogelt. Metodou pro stanoveni botnaciho Kkoeficientu je
gravimetrie. Délku setrvani materidlu ve tkéni lze simulovat degrada¢nim procesem pomoci
hyaluronidaz.

Pro regeneraci tkdn€ po infarktu myokardu jsou velmi dilezité buiiky a jejich interakce s pfislusnym
materidlem. Byla sledovdna adheze bun¢k ve dvoudimenzionadlnim provedeni a dale byly buiky
inkorporovany do struktury hydrogelu. Viabilita bun¢k byla hodnocena pomoci ATP testu a vizualnim
hodnocenim (Live dead staining). Pro detekci materialu v tkani lze pouzit p¥idavek barviv (Sirius Red,
methylenova modf) nebo fluorescenéné znaceného derivatu (HA-PH-FITC). V neposledni fadé byla
u finaln€ zvoleného materialu testovana kompatibilita se specialné vyvinutymi aplikacnimi zafizenimi.
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6.2.1 Roztoky a jejich priprava

Piiprava jednotlivych roztokt potfebnych pro analyzy je soucasti kapitol danych metodik.

6.2.1.1 Roztoky polymerit
Roztoky polymeru (HA-TA, HA-Ox, HA-PH-RGD, HA-PH-FITC) jsou vZdy michany pies noc po dobu

minimalné 12 hodin na magnetické michacce. Roztoky jsou pfipravovany v riznych rozpoustédlech
(fosfatovy pufr PBS, fyziologicky roztok 0,9% chlorid sodny...) 0 rizné koncentraci od 10 do 50 mg
nalml.

6.2.1.2 Roztok alkoxyaminu POA

Zasobni roztok POA byl ptipraven o koncentraci 10 mg/ml. Tento alkoxyamin je hydrochlorid, a proto
je jeho pH nizké a je nutné roztok titrovat na pozadované pH pomoci roztoku hydroxidu sodného
(0,5 M). Prislusné roztoky POA byly poté ptipravovany fedénim z daného zasobniho roztoku POA
Vv piislusném rozpoustédle.

6.2.1.3 Roztok peroxidu vodiku

Zasobni roztok peroxidu vodiku o koncentraci 0,1 % (w/w) pro naslednou ptipravu hydrogeli na bazi
hydroxyfenyl derivati HA je pfipraven nafedénim komer¢né dostupného 30% roztoku peroxidu vodiku.
Jako rozpoustédlo je pouzita DEMI ¢i injek¢ni voda bez pridavku stabiliza¢niho ¢inidla.

6.2.1.4 Priprava praseci plazmy

Odbér proveden do roztoku citronanu sodného dihydratu z divodu tvorby krevni srazeniny
Vv pfitomnosti vzduchu. 3,8 g citronanu sodného dihydratu je navazeno a zalito 100 ml DEMI do zasobni
lahve. Po rozpusténi je k roztoku pii odbéru krve ptidano 900 ml praseci krve. Ta je dale zpracovavana
Vv laboratofi, kde je centrifugovana. Ziskana plazma se uchovava pii teploté -20 °C.

6.2.2 Gely na bazi derivati kyseliny hyaluronové

Prace je zaméfena na hydrogely na bazi oxidované formy kyseliny hyaluronové (HA-OX) a
hydroxyfenyl derivata kyseliny hyaluronové (HA-TA, HA-PH-RGD, HA-PH-FITC).

6.2.2.1 Oxidovany derivat HA (aldehyd HA, HA-OX)
Tento polymer lze zesitit pomoci alkoxyamint s vyslednou oximovou vazbou [105, 106] (Obr. 25).
O )
RE/Y + Rrﬂh,_o,NHz R{/RO/N“\ R,
H H
Aldehyd Alkoxyamin Konjugat

Obr. 25 Reakce alkoxyaminu s aldehydem vedouct k tvorbé stabilniho konjugatu.

V dané praci byl z alkoxyaminti vybran O,0’-1,3-propandiylbishydroxylamin dihydrochlorid (POA).
Schéma vazby tohoto bifunkéniho alkoxyaminu na nasyceny HA-aldehyd je ukazano na Obr. 26.
Predpokladem je vznik kovalentni vazby mezi amino skupinami sitovadla a aldehydickymi skupinami
polymeru.
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Obr. 26 Vazba bisoxoaminu O,0'-1,3-propandiylbishydroxylamin dihydrochlorid (POA) a derivitu
HA-Ox.

6.2.2.2 Hydroxyfenyl derivdt (HA-TA, HA-PH-RGD, HA-PH-FITC)

Gely byly ptipravovany na bazi hydroxyfenyl (tyraminovaného) derivatu HA (HA-TA), hydroxyfenyl
derivatu HA nesouci RGD sekvenci (HA-PH-RGDP"®) nebo fluorescenéné znaceného derivatu FITC
(HA-PH-FITCPURE) ¢&i jejich kombinaci s HA-TA derivatem (HA-PH-RGDMX, HA-PH-FITCMX).
Reakce je iniciovana piidavkem peroxidu vodiku (H20,) a katalyzovana kienovou peroxidazou (HRP).
Prvné dochazi k navazani reaktivniho H;O, do aktivniho mista enzymu HRP za vzniku reaktivniho
enzymu, ktery interaguje s tyraminem navazanym na HA za vzniku hydroxylového radikélu a nasledné
dochazi ke vzniku dityraminovych vazeb (vazba mezi dvéma uhliky C-C ¢i v mensi mife vznika C-O-C
vazba) a za vhodnych podminek i k tvorbé gelu (Obr. 27).
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Obr. 27 Schéma pripravy gelii na bazi HA-TA derivdtu.
Peroxid vodiku je mozné ptidat do reakce:

1) Piimo — roztok peroxidu vodiku s velmi nizkou koncentraci
2) Generaci pomoci dalsi enzymatické reakce (Obr. 28), napi. oxidaci glukézy Glu (resp. galaktozy
Ga) za ptitomnosti enzymu glukézo-oxidazy GluO [80] (resp. galaktozo-oxidazy GaO [154]).
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Obr. 28 Schematické zndzornéni enzymatickych reakci, pri kterych vznikd peroxid vodiku vyuZitelny
v reakci s hydroxyfenyl deriviatem HA v pritomnosti enzymu HRP za vzniku gelu.

Rychlost gelace od par sekund az po nékolik minut lze regulovat vlastnostmi derivatu (Mw, DS),
koncentraci roztoku HA-TA a V neposledni fad¢ také mnozstvim sitovacich Cinidel (koncentraci
peroxidu vodiku a aktivitou enzymu HRP). Velmi rychla gelace umoziiyje in situ aplikaci. Obdobné i
mechanické, viskoelastické vlastnosti ¢i botnani jsou ovlivnény témito parametry. Lze pfipravit méné
zesiténé gely, az po gely velmi tuhé [77].

Ke zvySeni bunééné adheze 1ze pouzit hydroxyfenyl derivat HA s navazanou peptidovou sekvenci RGD
(HA-PH-RGD), ktery lze zesitit stejnym zptusobem [88]. Hydroxyfenyl derivat HA s navazanym
fluoresceinem FITC (HA-PH-FITC) Ize vyuzit k detekei gela ¢i prekurzorovych roztoki v tkani.

6.2.3 Priprava hydrogela

Hydrogely lze ptipravovat mnoha zplsoby. Dulezitym aspektem pii vybéru postupu piipravy hydrogelu
je jeho homogenita. Vyhodného usporadani pro ptipravu hydrogelil je dosaZzeno u homogenizatoru typu
Benchtop ve dvoucestném provedeni (Obr. 29 A). Byl vyuzit kovovy homogenizator pfipraveny
ve spole¢nosti Contipro a.s. (Obr. 29 B) sterilizovatelny v parnim autoklavu (131 °C, 20 minut) pro
opakované  pouziti a  komercné  dostupny  homogenizator  spolecnosti MEDMIX
(https://lwww.medmix.ch/, MEDMIX MA 15-00M-L Adapter L-System, 15mm ML 3.2-16-LLM,
MEDMIX Mixer, DN3.2x16, 1:1, light green, Luer Lock) (Obr. 29 C). Do sttikacky je nabran roztoku A
a do druhé stiikacky roztok B. Stiikacky jsou nasroubovany na dvouslozkovy homogenizator a nasledné
jsou roztoky do né&j vytlacovany, kde pomoci $neku dochazi k homogenizaci 2 slozek. Vznikla smés je
aplikovana napft. do teflonovych forem (Obr. 29 B) ¢i kultivaénich panelt, kde dochazi ke vzniku
transparentnich gelt.

V ptipadé bunécnych testli, botnani hydrogelti a in vivo testl, je nutné pfipravit vzorky sterilng.
Sterilizace byla provedena filtraci pies 0,22 um PES filtr. Sterilita byla kontrolovana kvalitativné. Malé
mnozstvi vzorku (roztoku) bylo pifidano do 5 ml kultiva¢nich médii (30 g/l Tryptone soya broth,
29,75 g/l Thioglycollate medium U.S.P). Kultivace je provedena v termostatu pii 37 °C. Pro vylouceni
kontaminace média je kultivovan roztok samotnych médii. Po 7 dnech jsou vizudlné a piipadné pomoci
densilamtetru zkontrolovany vzorky, pokud nedochézi k tvorbé zakalu, vzorky nejsou kontaminovany
a lze je povazovat za sterilni.
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Obr. 29 Schéma dvouslozkového homogenizatoru (sméSovace) typu Benchtop pro pripravu hydrogelii
(A). Homogenizator pripraveny spolecnosti Contipro a.s. s teflonovou formou pro pripravu hydrogelu
(B). Homogenizator od spolecnosti MEDMIX (C). Ukdzka pripravenych hydrogeli s vyssim (E) a nizsim
(D) stupném zesiteni.

6.2.4 Reologické parametry a metody

Reologie je jedna z mala disciplin, u které je znamé piesné datum jejiho vzniku — 29. dubna 1929. Pfi
svém zalozeni definovala spole¢nost na podnét E. C. Binghama a M. Reinara reologii jako nauku o toku
a deformaci vSech forem hmoty zalozené na vyroku Heraklita ,,mavta per“ (Panta Rhei) neboli ,,vse
tece [155, 156].

Reologie charakterizuje odezvu materiald na pusobeni vn&jsi sily, kdy dochazi k jejich toku ¢i
deformaci. Pokud se po odeznéni vnéjsi sily material vraci do ptivodniho stavu, jedna se o idealni pevnou
latku a odezva tohoto materialu se fidi Hookovym zakonem. Na druhou stranu pfi piisobeni vnéjsi sily
na idealn¢ viskozni material dochazi k disipaci energie diky pfeméné prace vynalozené na piekonani
tiecich sil na teplo. Tato deformace je trvala. Oba piipady jsou idealnimi typy latek, ale vétSina realnych
materiald vykazuje vlastnosti lezici mezi témito dvéma extrémy, tedy viskoelastické. Odezva materialu
zavisi také na cCase, coz vystihuje vyrok Debory ,,Hory teCou pfed Hospodinem®, a proto parametr

popisujici tento jev byl pojmenovan po prorokyni, jako Debotino ¢islo:

tr

De =
tp

3)
kde tr (Cas relaxacni) pfedstavuje dobu potiebnou k ptizptisobeni daného materialu na aplikované napéti
¢i deformaci, tp odpovida dobé trvani experimentu. Debofino ¢islo muze nabyvat hodnot od 0 do
nekoneéna. Pokud je hodnota relaxa¢niho ¢asu 0, tak i Debofino ¢islo je rovno nule, coz plati pro idealné
viskdzni kapaliny. Naproti tomu pro idealné€ elastické t€leso je tr rovno nekonecnu. Ostatni materialy
vyznacujici se viskoznim i elastickym modulem maji hodnoty Debofina ¢isla mezi témito extrémy a dle
velikosti Ize stanovit, ktery charakter pfevazuje pro dany material [156].
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6.2.4.1 Viskozita

Viskozita patii mezi zdkladni reologické parametry. Vyjadiuje miru odporu proti vnéj§imu zatiZent,
resp. miru odporu proti toku [156, 157].

Mezi dvéma paralelnimi vrstvami kapaliny vznika te¢né napéti v disledku chaotického tepelného
pohybu ¢astic a mezimolekularnich sil. Tento jev lze popsat pomoci modelu sestavajici ze dvou
paralelnich desek ve vzdalenosti y, kdy vrchni z nich s plochou S se pohybuje v te¢ném sméru rychlosti
v (Obr. 30). Spodni deska i vrstva kapaliny k ni pfilnuta je nehybna a rychlost je tedy nulova. Vznikajici
tecné napéti lze vyjadrit podilem sily Fx plisobici na plochu S. Viskozita vytvari napéti v jednotlivych
vrstvach a nehybné deska tak brzdi desku horni, zpomaluje jeji rychlost. Vznikly gradient rychlosti
dv, /dy mezi paralelnimi rovinami je pfimo umérny tecnému napeti zyy:

E, dv, ) dy dx
Ty S I SNV SN G = o (4)

kde 7y je te¢né napéti, F je sila ptisobici na plochu S ve sméru pohybu vrchni desky X, d v, je vzajemna
rychlost pohybu smykovych rovin ve vzdalenosti dy a jejich podil ndm dava gradient rychlosti
predstavujici smykovou rychlost y. Smykova rychlost piedstavuje zménu deformace/smyku v ¢ase
dy/dt a samotna deformace Cili smyk Ize vyjadrit jako podil dx/dy. Konstantou imérnosti je dynamicka
viskozitan s jednotkou Pa-s. Podilem dynamické viskozity a hustoty ziskame viskozitu kinematickou
v [156, 157].
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Obr. 30 Dvé paralelni vrstvy kapaliny predstavené jako spodni staciondrni a horni pohybliva deska
[156, 157].

Vyjadreni viskozity ze vzorce 2 ziskame Newtonuv zakon viskozity:

TX
n =— 5
y (5)
Newtontiv zakon plati pro v§echny plyny, mnoho Cistych kapalin a roztokt nizkomolekularnich latek.
Dynamické viskozita je konstantni a plati pro newtonské materidly, naproti tomu nenewtonské latky
jsou charakteristické zdanlivou viskozitou zavislou na smykové rychlosti. Zdanliva viskozita nam tedy
vyjadiuje podil okamzitého smykového napéti a smykové rychlosti [156, 157].

Nenewtonské kapaliny mtizeme rozdélit na zékladé chovani pii pisobeni vnéjsiho napéti (smykové
rychlosti) na 4 hlavni typy (Obr. 31):

e Pseudoplastické (shear-thinning)
¢ Dilatantni (shear-thickening)

e Binghamovy (idealn¢ plastické)
e Viskoplastické (realn¢ plastické)
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Obr. 31 Zavislost smykového napéti a viskozity na smykové rychlosti. Odezva riznych materidalu
na namdahani [156, 157].

Pseudoplastické kapaliny jsou nejbéznéj$im typem, u kterych zdanliva viskozita klesa s rostouci
smykovou rychlosti. Dochazi k ziidnuti pii toku (shear-thinning). Jedna se o nejb&ézngjsi typ chovani,
kterym se vyznacuji napiiklad polymerni roztoky ¢i emulze [156, 157].

Prbéh viskozitni kiivky polymerniho roztoku nativni kyseliny hyaluronové se v logaritmickém métitku
vyznacuje 3mi oblastmi (Obr. 32). Ob¢& dv¢ plata jsou charakteristicka konstantni viskozitou, pti¢emz
Vv prvni ¢asti kiivky je viskozita nejvyssi a pti aproximaci k nulové smykové rychlosti je nazyvana zero
shear rate viscosity, a v posledni ¢asti je hodnota nejnizsi (infinity shear rate viscosity) [155]. V druhé
¢asti dochazi k charakteristickému poklesu viskozity s rostouci smykovou rychlosti, tedy je ztidnuti pti
toku (shear-thinning).

]
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v

Smykova rychlost (1/s)
Obr. 32 Chovani roztokii nativni HA a dalsich polymernich roztokii. Zridnuti pri toku nativni HA.

Suspenze mohou byt pseudoplastické, ale také dilatantni. Tato vlastnost je pomérné vzacna, kdy dochazi
k nartstu viskozity v zavislosti na smykové rychlosti (shear-thickening) [155]. Né&které materialy
vykazuji mez toku neboli yield stress. Nejznaméjsim materialem vykazujici tuto vlastnost je kecup.
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Pokud material namahame, nedochazi zpocatku k toku, ale az po piekroceni jisté hranice napéti, tedy
meze toku [156, 157].

Viskozitu Ize stanovit pomoci viskozimetrt. Existuje nékolik typt, jako jsou prutokové, padové a rotaéni
viskozimetry. Posledni typ je vhodny pro stanoveni i zdanlivé viskozity nenewtonskych latek, jelikoz
umoznuje mefeni celé tokové a viskozitni kiivky (zévislost napéti a viskozity na smykové rychlosti).
Rotaéni reometr je slozen z pohyblivé obvykle horni geometrie a spodni stacionarni desky (Obr. 33 A).
Stanoveni viskozity pomoci rotacniho reometru je zaloZeno na nastaveni rychlosti otaceni vrchni
geometrie neboli smykové rychlosti (Obr. 33 B) [156, 157].

A) B) =Y

Horni pohybliva deska (geometrie)

Stanovovany material

Spodni stacionarni deska (geometrie) r

Obr. 33 Schematické zobrazeni horni a spodni geometrie reometru (A). Smer otaceni geometrie (B).

=4 ©

kde 1 je zdanliva viskozita, M piedstavuje moment sily, w thlovou rychlost a A je konstanta zahrnujici
parametry piistroje a zvolené geometrie [156, 157].

6.2.4.2 Stanoveni viskoelastickych vlastnosti polymernich gelii

Viskoelastické vlastnosti geld 1ze stanovit pomoci statického a dynamického testu. V praxi se vice
vyuzivaji testy dynamické — oscilaéni [158].

Vyuzitim oscila¢ni reologie je mozné kvantifikovat visk6zni i elastické vlastnosti materialli, coZ je velmi
dilezité pro spravnou charakterizaci nejenom geld. Béhem experimentu je vzorek vlozen mezi dvé
desky (Obr. 34). Jedna z desek je stacionarni a druha se pohybuje a ptisobi ¢asové zavislou deformaci
na vzorek. Soucasné ¢asoveé zavislé napéti je kvantifikovano méfenim krouticiho momentu, ktery se
pienasi pfes vzorek na nehybnou (statickou) desku [4, 159].

Obr. 34 Schéma oscilace horni pohyblivé geometrie.

Zakladem linearni oscilaéni reologie je aplikace malé oscilaéni deformace (SAOS — Small Amplitude
Oscillatory Shear) ve formé [159, 160]:

Y = Yo " sin (wt) (7

kde y je deformace (strain), yo je amplituda, w je frekvence oscilace, pficemz je v zavislosti na frekvenci
stanovovana odezva materialu ve tvaru:

0 = 0y - sin (wt + §) (8)
kde o je napéti a 0 je fazovy posun. Tato odezva materialu nam dava vypovidajici hodnotu o rozdilu

mezi jednotlivymi materialy. Odezvy riznych materialti jsou znazornény na Obr. 35. Odezva (napéti)
idedlné elastické latky je vzdy ve fazi s aplikovanym namahanim (deformaci), kdezto u idealné viskozni
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kapaliny je tomu naopak. Odezva materiall, jako jsou napt. i gely, lezi v oblasti mezi t€émito dvéma
extrémy (tedy mezi idealné elastickou pevnou latkou a viskdzni kapalinou). Takovéto materialy se tedy
vyznacuji viskoelastickymi vlastnostmi [158, 159, 160].

Ddezwv stické pevné latloy a . s ..
Odezva elasticke pevne latk Odezva viskoelastického materidin

Deformace Deformace
| |—"==
Naped | Napét
a=>0 [—
D=<d<a2
Odezva viskézni kapaliny T
Deformace
Napét

N

d=m/2

Obr. 35 Odezva materidlu v zavislosti na aplikovaném namahadni pro idedlné elastickou pevnou latku,
idealni viskozni kapalinu a viskoelasticky material.

Komplexni modul pruznosti ve smyku G* je slozen ze dvou &asti: viskézniho (ztritového) G”
a elastického (pamétového) modulu G'. Viskdézni modul neni ve fazi s deformaci a udava fluidni
prispévek viskozni kapaliny, naproti tomu ve fazi s deformaci je pamétovy modul, jenz je
charakteristikou idealné elastické pevné latky [4]. Vztah mezi moduly lze znazornit pomoci dvouosé
zavislosti, kde realna osa piedstavuje elasticky modul a imaginarni osa modul viskézni (Obr. 36).
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Obr. 36 Schematické zndazornéni komplexniho, elastického a viskézniho modulu a ztrdtového hlu
pomocl imaginarni a redlné osy.

Vztah mezi moduly lze vyjadiit také pomoci ztratového uhlu nasledujicim vztahem:
G
an§ = - 9)

kde 6 je ztratovy tihel, G”je viskozni a G'je elasticky modul [4]. Jak je patrné ze vzorce, pokud je
hodnota modulu stejna, tak tan § je roven 1 a thel pak nabyva 45°. Nizka hodnota ztratového uhlu
pripada pro tuhé materialy a naopak.
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Viskoelastické vlastnosti 1ze uréit pomoci deformac¢niho testu (strain sweep), pii kterém je udrzovana
konstantni frekvence, pfi¢emz dochazi ke zméné deformace (Obr. 37) [162].
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Obr. 37 Zavislost elastického a viskozniho modulu na deformaci (strain).

Aby nedoslo k naruseni vzorku, musi byt aplikovdna nizka deformace, coz znamend pracovat v linearni
viskoelastické oblasti (LVR — linear viscoelastic region). V této oblasti jsou hodnoty modulii konstantni
a struktura materialu je nenarusena. Po dosazeni piili§ vysokého napéti (kriticka hodnota deformace)
nastane deformace ¢i destrukce materialu (tedy i gelu) a hodnoty elastického modulu za¢nou klesat.
Délka LVR je také daleZitym parametrem, jelikoZ je ukazatelem pevnosti a stability materiali. Dulezité
je si uvédomit, Zze nasledujici oscila¢ni mé&feni musi byt provedeno také v oblasti LVR — jakmile je
urcena oblast linedrni viskoelasticity, Ize stanovit zdvislost modulti na pouzité frekvenci (metoda
frequency sweep) pii konstantni hodnoté deformace urcené z LVR [160, 161, 162]. V uvedeném grafu
je elasticky modul konstantni az do hodnot deformace (strain) 100 %, na druhou stranu visk6zni modul
se méni jiz diive a pro spravné nastaveni frekvenéniho testu (frequency sweep) je vhodné si zvolit
hodnotu deformace mnohem nizsi, napt. 1 %.

6.2.4.3 Stanoveni rychlosti gelace (kKinetika gelace)

Bod gelace 1ze urcit ze zavislosti elastického (pamétového) G' a viskézniho (ztratového) G” modulu na
Case [19] (Obr. 38). Na zacatku reakce jsou hodnoty obou moduli velmi nizké a nasledné dochazi
k jejich nartstu. Hodnota elastického modulu je niz§i v porovnani s viskoznim modulem G” az do bodu
gelace znamého jako cross-over point, kdy dochazi k vyrovnani hodnot obou modult a dale jiz
prevysuje modul elasticky, jehoz hodnota nadale roste [4]. Ke konci reakce elasticky modul dosahuje
rovnovaznych hodnot tzv. plata a jiz by nemélo dochazet k jeho zméné. Hodnota elastického modulu
v platu je také dalezitym parametrem uréujicim charakter gelu. Cim je hodnota vyssi, tim je gel
jenz nam vypovida o dozravani gelu. Pokud je doba velmi dlouha a elasticky modul nartista pomalu, tak
gely dozravaji delsi dobu.
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Obr. 38 Kinetika gelace — zavislost elastického a viskozniho modulu na case.

Hodnoty ztratového thlu se pohybuji od 0 ° do 90 °. Pfi vysoké hodnoté ztratového thlu se materialy
chovaji jako viskozni (liquid-like, kapalné). Pfi stanoveni gelace tomuto stavu odpovida zacatek reakce
(stav pred iniciaci reakce). Dale béhem sit'ovaci reakce dochazi k poklesu ztratového thlu. Pti vyrovnani
obou modulil dochazi ke gelaci a ztratovy uhel je roven 45°. Poté obvykle dochazi k dalSimu poklesu
ztratového thlu. U velmi tuhych geli je hodnota elastického modulu mnohonasobné vyssi nez hodnota
viskdzniho modulu a ztratovy uhel tak dosahuje velmi nizkych hodnot. Ztratovy uhel 6 mensi nez 1 je
charakteristicky pro elastické (solid-like, pevné) materialy [4].

Proces gelace je ovlivnén mnoha faktory, mezi které patii teplota, iontova sila, pH roztoku, koncentrace
roztoku, koncentrace sitovacich ¢inidel [3, 4], u polymernich geli také parametry derivatu jako je
molekulova hmotnost (My) ¢i stupeni substituce (DS). pH obvykle ovliviiuje amfoterni polyelektrolyty
(pfi hodnoté pH odpovidajici izoelektrolytickému bodu probiha gelace nejlépe) ¢i napf. enzymy
u enzymatickych reakci. Gely, u kterych dochazi pii zméné pH, teploty ¢i pii ptisobeni UV ke gelaci, se
nazyvaji pH-responsivni gely, resp. termoresponsivni ¢i UV-responsivni [4].

6.2.4.4 Instrumentace

Ke stanoveni reologickych vlastnosti jsou pouZivany rota¢ni reometry (Obr. 39). Skladaji se ze dvou
¢asti — rotoru a statoru. Prvni jmenovana se ota¢i konstantni tthlovou rychlosti a druha je staticka.
S rozvojem reologie je pouzivano ¢im dal vice typti geometrii. Kazda z konfiguraci je vhodna pro riznou
konzistenci vzorku a typ méfeni. Mezi nejbéznéjsi geometrie patii kuzel-deska, deska-deska ¢i soustava
dvou valci. Povrch geometrii Ize také volit dle typu materialu. Pro stanoveni viskozit se pouzivaji hladké
plochy, kdezto naptiklad pro stanoveni viskoelastickych vlastnosti hydrogela se vice vyuziva hrubsich
povrchi (crosshatch geometrie).
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Obr. 39 Reometr AR-G2 (vlevo). Crosshatch geometrie (vpravo).
6.2.4.5 Metodika

6.2.4.5.1 Stanoveni zddnlivé viskozity

Zdanliva viskozita (dale v praci jen viskozita) prekurzorovych roztokt pro pfipravu hydrogeli byla
meéfena na reometru TA Instruments AR-G2 s vrchni pohyblivou geometrii — kuzelem (pramér 60 mm,
uhel 1°). Davkovaci objem méteného vzorku je 1000 pl. Méfeni byla provadéna pii riznych teplotach,
ptredevsim pokojové teploté RT 25 °C a teploté lidského téla 37 °C. Viskozita byla méfena v modu peak
hold step, kdy je udrzovana konstantni smykovéa rychlost béhem méfeni v Case (1,9s?) a dale
stanovovana viskozitni kiivka zavislosti viskozity na smykové rychlosti v rozmezi 0,01-3000 1/s.

6.2.4.5.2 Stanoveni viskoelastickych vlastnosti

Z praktického hlediska 1ze zvolit dvé nastaveni pro stanoveni viskoelastickych vlastnosti. V prvnim
rezimu je zvolena konstantni rychlost smykové deformace a stanovujeme smykové napéti, u druhého
typu nastaveni je tomu naopak. Z uhlové rychlosti Ize vypocitat rychlost smykové deformace a kroutici
moment udava smykové napéti [156]. Viskoelastické vlastnosti byly stanoveny pomoci ptistroje AR-G2
(TA Instruments) za pouziti geometrie se zdrsnélym povrchem (crosshatch), aby bylo zamezeno
vyklouznuti hydrogelu b&hem oscilace horni pohyblivé geometrie (pramér 20 mm). Pro porovnani
viskoelastickych vlastnosti byl pouzit test v modu strain sweep s nastavenou konstantni frekvenci 1 Hz
a posunem (displacement) v rozmezi od 10~ do 2 rad. Hodnoty elastického ptipadné visk6zniho modulu
a ztratového uhlu byly odecitany z LVR oblasti, tedy plata, kde jsou hodnoty obou moduli konstantni —
v dané diserta¢ni praci pii hodnoté deformace 1 %.

6.2.4.5.3 Stanoveni kinetiky gelace

Kinetika gelace byla stanovena za pouziti paralelnich desek s horni pohyblivou deskou (40 mm)
s nastavenou fixni mezerou 400 pm. Pro homogenni smiseni nadavkovanych prekurzorovych roztoki
derivatu a sit'ovaciho ¢inidla bylo nastaveno promichani (pre-shear) o rychlosti 2000 1/s po dobu
1 sekundy. Byla vyuzita oscila¢ni metoda v zavislosti na ¢ase (oscillation time sweep) pii frekvenci 1 Hz
a posunu 0,001 rad. Teplota byla volena dle typu experimentu, piedevsim 25 °C ptedstavujici RT a
37 °C odpovidajici teploté lidského téla. Byla sledovana zavislost elastického, viskozniho modulu a
ztratového uhlu na case neboli pribéh gelace. Pro porovnani jednotlivych materiali mezi sebou byla
odectena hodnota elastického piipadné viskdézniho modulu a ztratového thlu v jednom ¢ase 3 minut.
Cas gelace Tg byl odeéten jako prisedik kiivek elastického a visk6zniho modulu na Gase.
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6.2.5 Stanoveni vlastnosti v kompresi

6.2.5.1 Mechanické vlastnosti gelii

Zakladni statickou zkouskou pro méteni gelt je zkousSka tlakem, pfi které je material vystaven tlakové
deformaci, jez pozvoln¢ roste az do doby, kdy se narusi trvale celistvost vzorku. Mechanické vlastnosti
materiall jsou stanovovany z tzv. stress-strain kiivek materialu ziskanych z téchto kompresnich testa.

Stress-strain kiivka predstavuje zavislost napéti na deformaci. Pii¢emz, jak je vidét v grafu (Obr. 40),
zpocatku roste deformace linearné s ptisobicim napétim. V této tzv. elastické oblasti plati Hooktiv zakon
a pii odstranéni napéti se vzorek vrati na ptivodni velikost a tvar. Cim je linearni &ast k¥ivky delsi, tim
pruznosti, jenz nam udava tuhost materialu — ¢im je tato hodnota vyssi, tim je material tuzsi. Mezi
prvnim bodem A (mezi imérnosti) a mezi pruznosti B (elasticity neboli Yield point) se projevuji
elastické vlastnosti, ale kiivka jiz neni linearni a neplati zde tedy Hookiiv zdkon. Pti prekroceni bodu
Yield point, tedy pfi zvySeni napéti nad mez pruznosti, dochazi k plastické deformaci vzorku — pfi
odstranéni napéti se nevrati material do ptivodniho stavu. Ktivka dosahuje maxima v bod¢ nazyvaném
mez pevnosti (C), kterému odpovida maximalni napéti, jenz material absorbuje, aniz by doslo k jeho
destrukci. Trvala deformace materialu nastava vzapéti v bodé D, jenz je nazyvan break point. Pokud ma
material vysokou hodnotu meze pevnosti, snese o to vétsi zatizeni [45].

1 Kiehly material
1
Elasticka oblast | Plasticka oblast Pevny materidl
X .
| jeZ neni tvarny
= I C =
3*1 : * g Tvarny material
o
£ e =
v 1 o
& A * 1 &
< | |
= I =
1
1
1
: Plasticky material
1
1
1
Tlakova deformace (%o) | Tlakova deformace (%)

Obr. 40 Stress-strain krivka: zavislost napéti na deformaci. V1evo: A mez umérnosti, B mez pruznosti
neboli Yield point, C mez pevnosti, D Break point. Vpravo: odlisny tvar kifivky pripadajici pro materidly.

Dulezitou materiadlovou vlastnosti charakterizujici mechanické vlastnosti vzorki je houzevnatost, jejimz
protikladem je kiehkost. Pfi vysSich hodnotach houzevnatosti je material schopen zstat pii namahani
vcelku bez naruSeni. Pevnost v tahu houZevnatych materialti je mensi, na druhou stranu vydrzi vétsi
zatizeni a jsou schopny absorbovat narazy pied trvalou destrukci. HouZevnatost materialu je ptimo
umérna velikosti plochy pod stress-strain kiivkou [45].

Dalsim dulezitym parametrem pro charakterizaci mechanickych vlastnosti gelt je Youngtv modul.
Vyssi hodnotu modulu pruznosti maji materialy, které potfebuji na dosédhnuti stejné deformace vyssi
napéti. Jak jiz bylo uvedeno, Youngiv modul odpovida smérnici dané stress-strain kiivky a na zakladeé
jejiho sklonu a tvaru lze stanovit charakter daného materialu [45]. Kiivka kiehkého materialu je strma,
kdezto tlakové napéti na deformaci plastického materialu nartista pomalu (Obr. 40).

Z teoretického hlediska stress-strain kiivka hydrogelu (Obr. 40) prochazi vyse uvedenymi body A, B,
C, D. Stress-strain ktivka realného hydrogelu mize vypadat jako v Obr. 41.
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Obr. 41 Zavislost tlakového napéeti na deformaci (stress-strain krivka) hydrogelii (vlevo). Kompresni
desky analyzatoru INSTRON 3342 pro stanoveni mechanickych viastnosti.

6.2.5.2 Stanoveni vytlacné sily

Vytlaéna sila u prekurzorovych roztok derivati je méfena v kompresi plynulym stlacovanim pistu
vrchni pohyblivou geometrii stiikacky uchycené v nastavci, ¢imz dochazi k extruzi daného materialu
pres zvolenou jehlu. Vysledkem méfeni je pocatecni, primérna ¢i maximalni sila potiebna k vytlaceni
daného objemu roztoku ze stiikacky.

6.2.5.3 Instrumentace a metodika

Mechanické vlastnosti hydrogelt a vytlaéna sila prekurzorovych roztokt derivata byly méfeny pomoci
ptistroje Single Column Materials Testing System INSTRON 3342 a 3343 (Bluehill software)
v kompresnim modu. Kapacita zatizeni je 500 N a kapacita kompresni desky 100 N. Testovaci rychlosti
je mozné nastavit v rozmezi 0,05-1000 mm/min.

Testovaci rychlost pouzita pro stanoveni mechanickych vlastnosti hydrogelt v této praci byla
2 mm/min. Testovaci rychlost pouzita pro stanoveni vytlaéné sily prekurzorovych roztokd v této praci
byla 50 mm/min. Pro uchyceni stiikacek o objemu 3 ml s vnitinim primérem 8,9 mm obsahujici méfeny
roztok byl vyuzit specialni nastavec. Vnitini pramér zvolenych jehel (25 a 27 G) odpovidal praméru
konické jehly u katetru vyuzitého v dané praci (0,24 mm). Draha jednoho testu byla 10 mm.

6.2.6 Botnani — gravimetrie

Pro medicinské aplikace hydrogelt je botnani jednou z velmi dilezitych vlastnosti. Stupefi nabotnani Q
Ize stanovit gravimetricky.

Hydrogely byly po ptipravé zvazeny a vlozeny do Iékovek a zality roztokem 0,9 % NaCl, PBS nebo
praseci krevni plazmy — desetinasobkem hmotnosti hydrogelu. Lékovky se vzorky byly uchovavany pfi
37 °C v inkubatoru a v danych intervalech byly hydrogely po osuSeni zvazeny. Botnaci sila je
kompenzovana retrakéni silou. Hydrogel se dostane do rovnovazného stavu pii vyrovnani téchto dvou
sil a pot¢ je jiz hodnota koeficientu nabotnani konstantni.
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Obvykle je koeficient nabotnani vyjadiovan jako rozdil hmotnosti gelu po a pfed nabotnanim podéleny
vahou gelu v nenabotnalém stavu v procentech dle nasledujiciho vztahu:

m (po nabotnani) — m,(pred nabotnanim)

+100 (%) (10)

my(pted nabotnanim)
kde m piedstavuje vahu hydrogelu po nabotnani a me vahu hydrogelu pted nabotnanim [1].
Pro zjednoduseni lze vyjadfit v procentech jen jako podil hmotnosti gelu po a pfed nabotnanim:

m (po nabotnani)

— . 0

my(pted nabotnanim) 100 (%) (11)
V tomto piipadé stupenn nabotnani hydrogelu pted nabotnanim je rovno 100 % a hodnota nad 100 %
predstavuje nabotnaly podil.

6.2.7 Degradace hydrogelové matrice

Mechanismem degradace hydrogelti je hydrolyza spojend s enzymatickou katalyzou ¢&i degradaci
pomoci reaktivnich forem kysliku [37]. Hydrogely na bazi HA jsou nejcastéji v lidském téle $tépeny
hyaluronidazami, kdy polymerni fetézec je béhem procesu $tépen na mensi podjednotky [36]. Rychlost
degradace lze nepiimo stanovit pomoci reologickych metod — tedy stanovenim viskozity ¢&i
viskoelastickych vlastnosti hydrogelové sité v ¢asovych intervalech ¢i gravimetricky z ubytku
hmotnosti hydrogelu a  dale  pak  spektroskopickym  stanovenim  koncentrace
N-Acetyl-D-glukosaminovych koncu.

6.2.7.1 Engymaticka degradace

Enzymaticka degradace byla provedena pomoci hyaluronidaz BTH (1753,5 IU/mg) u finalni matrice
hydrogelu na bazi HA-PH-RGDM™ a porovnéna s degradaci roztoku nativni HA.

6.2.7.1.1 Priprava a degradace nativni HA

48 mg nativni HA (1,91 MDa) bylo rozpousténo ve 25 ml 0,1% roztoku BSA v octanovém pufru (pH
5,3) po dobu 24 hod. Degradaéni proces byl zapocat ptidavkem 5 ml roztoku BTH (288 U/ml) s finalni
aktivitou v roztoku HA 30 U/mg, roztok byl zahiat na 37 °C a michan. 1 ml média bylo ptevedeno
do 2 ml lahvicky a zahtato na 95 °C po dobu 10 minut pro inaktivaci enzymu a ukonceni reakce.
Precipitat byl po vychladnuti centrifugovan (12500 rpm, 10 min, 25 °C) a supernatant pteveden do
1,5 ml lahvic¢ky a zmrazen.

6.2.7.1.2 Priprava a degradace hydrogelové matrice

Hydrogely byly zvazeny (400 + 20 mg) a vlozeny do degrada¢niho média (BTH roztok, 0,01M octanovy
pufr, pH 5,3) s finalni aktivitou BTH 30 U/ml hydrogelu v suchém stavu. 1,5 ml média bylo pifevedeno
do 2 ml lahvi¢ky a zahtato na 95 °C po dobu 10 minut pro inaktivaci enzymu a ukonceni reakce.
Precipitat byl po vychladnuti centrifugovan (12500 rpm, 10 min, 25°C) a supernatant pieveden
do 1,5 ml lahvi¢ky a zmrazen. Hydrogely byly osuseny, zvazeny a vlozeny do vialky a pfidano Cerstvé
degrada¢ni médium (celkové mnozstvi 5 g).

6.2.7.1.3 Spektroskopické stanoveni N-Acetyl-D-glukosaminevych koncii polymeru

Rychlost enzymatické reakce byla urena spektroskopicky stanovenim  koncentrace
N-Acetyl-D-glukosaminovych konc polymeru. Metoda je zalozena na barevné zméné reakce
s Ehrlichovym ¢inidlem (20 g 4-(Dimethylamino)benzaldehydu, 26,4 ml koncentrované kyseliny
chlorovodikové (35 %) a 173,6 ml koncentrované kyseliny octové (99%)).
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200 pl testovaného roztoku bylo smiseno se 75 pul 0,8 mol/l roztoku BORAXu (oktahydratu
tetraboritanu sodného). Smés byla zahtivana 10 minut na 100 °C. Po ochlazeni na pokojovou teplotu
bylo ptidano 1,5ml 10% roztoku 4-(Dimethylamino)benzaldehydu. Po 15 minutach bylo mozné
spektroskopicky stanovit N-Acetyl-D-glukosaminové konce pii 585 nm.

6.2.8 Skenovaci elektronova mikroskopie

Rastrovaci elektronovy mikroskop se vyuziva pro zobrazeni a analyzu povrchu vzorku. Dilezitym
parametrem je zvétSeni, které se pohybuje v rozmezi 10 az 500 000krat [22]. Tato metoda byla vyuzita
pro zachyceni struktury hydrogelu v suchém stavu, tedy lyofilizatu. Strukturu ve formé lyofilizatu nelze
srovnavat s hydratovanym stavem, tedy hydrogelem.

6.2.8.1 Priprava lyofilizdatu

Dle postupu v kapitole 6.2.3 byl pfipraven hydrogel na bazi derivatu HA. Hydrogel byl zmrazen pfi
teploté od -25 do -35 °C po dobu 24 hodin. Nasledovala lyofilizace do Gplného vysuseni vzorku. Byl
zvolen nasledujici cyklus: 1. faze 100 minut pfi 10 °C a tlaku 200 mT, 2. faze 30 minut pii 20 °C a tlaku
100 mT. Nasledovala sekundarni suseni po dobu 5 minut pfi teploté 20 °C a tlaku 50 mT. Lyofilizat je
rozdélen na dvé poloviny k poruseni vzorku pro zobrazeni vnitini struktury a jeho povrch je znacen
zlatem.

6.2.9 UV-VIS spektroskopie

Patti mezi elektromagnetické spektroskopické metody. Vyuziva méfeni Gtlumu intenzity svétla pfi
prachodu roztokem. Umoziuje stanovit koncentraci v roztoku pfi zndmém koeficientu absorpce méiené
latky pomoci Lambert-Beerova zakona. V dané praci je metoda vyuzita ke stanoveni aktivity enzymu
HRP a GIuO, koncentrace peroxidu vodiku ¢i stanoveni N-Acetyl-D-glukosaminovych konct polymeru
po enzymatické degradaci.

6.2.9.1 Stanoveni aktivity roztoku HRP

Aktivita roztoku HRP je stanovena pomoci pyrogallolu, ktery slouzi jako substrat oxidovany
za pfitomnosti peroxidu vodiku na purpurogallin dle schématu uvedeného v Obr. 42. Rychlost ristu
koncentrace purpurogallinu se detekuje spektrofotometricky na zakladé barevné zmény s absorpénim
maximem piti 420 nm [163].

OH

OH
HRP
Hy0; + o O OH + 2H,0
CH 0
HO OH
Pvrogallol Purpurogallin

Obr. 42 Chemicka reakce slouzici ke stanoveni aktivity HRP.

6.2.9.1.1 Priprava roztokit HRP

Zasobni roztok HRP pro piipravu geli o teoretické aktivité 8 U/ml (ZR1) je pfipraven ze zasobniho
roztoku HRP o koncentraci 1 mg/ml (ZRO0) v 0,1% roztoku BSA (bovinni sérovy albumin) s obsahem
vapenatych iontl pro zvySeni stability HRP v roztoku béhem filtrace a prodlouzeni stability pfi
skladovani.
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1. Ptiprava ZRO — zasobni roztok HRP o koncentraci 1 mg/ml
e 5 mg HRP je navazeno do Iékovky a zalito 5 ml 0,1 % roztok BSA (1 mg/ml).

2. Ptiprava ZR1 — zasobni roztok HRP o aktivité 8 U/ml
e 4ml ZRO HRP napipetovat do 100 ml odmérné baiky, kvantitativné ptevést 14,7 mg
CaCl,-2H,0 do odmérné baiiky pomoci 0,1% roztoku BSA a doplnit po rysku 0,1%
roztokem BSA.

3. Priprava méteného roztoku ZR2 o aktivité 0,16 U/ml
e 0,1 ml ZR1 napipetovat do odmérné barnky o objemu 5 ml a doplnit po rysku 0,1% roztokem
BSA.

6.2.9.1.2  Vlastni provedeni zkousky

Roztoky HRP jsou proméieny spektrofotometricky v jednorazovych polystyrenovych kyvetach
pti vlnové délce 420 nm po dobu 180 s. Roztok pyrogallolu je ptipraven vzdy Cerstvy pied méfenim.
Blank je proméfen vzdy pted métenim vzorku HRP. Pokud je hodnota absorbance blanku vys$si nez
0,07, musi byt roztok pyrogallolu ptipraven znovu.

Do kyvet davkujeme roztoky dle Tab. 8., méteni je provedeno 3krat.

Tab. 8 Ddvkovani jednotlivych roztokit do kyvet

DEMI 0,2 M octanovy pufr pH6 H202 HRP ZR2 Pyrogallol
(ml) (ml) (ml) (ml) (ml)
Blank (+zero) 2 0,52 0,16 0 0,32
Kalibrace 2 0,32 0,16 0,2 0,32

Narast absorbance je detekovan v ¢ase Aszo pii 420 nm. Aktivita enzymového roztoku je vyjadiena
Vv jednotkach pyrogallolu. Aktivitu HRP spocitame dle vzorce:

V. 5
(A4OS - AZOS) : kavety : ﬁ (A405 - AZOS) -3 0‘—1
B 12-5

AHRP = = 255 : (A4-OS - AZOS) (12)

Spurmﬁogalin : VZRZ

e V,p, objem davkovaného ZR2 do kyvet (ml)

o Vzgr1 objem nadavkovaného ZR1 do roztoku ZR2 (ml)

®  Viypety celkovy objem kyvety (ml)

*  Epurpurogatin €Xtinkeni koeficient 1 mg/ml purpurogallinu pti 420 nm — uréeny dodavatelem
pyrogallolu (Sigma Aldrich)

e A, absorbance ve 40 s

e A, absorbance ve 20 s

6.2.9.2 Stanoveni aktivity enzymu glukozo-oxidazy pomoci dianisidinu

Stanoveni aktivity enzymu glukézo-oxidazy GluO je provedeno pomoci dianisidinu na UV-VIS
spektrometru pfi vinové délce 460 nm kazdy po dobu 5 minut (odecitani po 1 s). Jednotlivé roztoky jsou
pipetovany do 3 ml kyvet pro spektrofotometrické stanoveni dle uvedené tabulky.

Tab. 9 Objemy jednotlivych roztoki, které jsou pipetovany do kyvet pro spektrofotometrické stanoveni
aktivity glukozo-oxidazy reakci s dianisidinem

Fosfatovy pufr PBS + dianisidin Glukoza HRP Vzorek Fosfatovy pufr PBS
(ml) (ml) (ml) (ml) (ml)
Zero 0 0,3 0,1 - 2,5
Blank 2,5 0,3 0,1 0,1 -
Vzorek 2,5 0,3 0,1 0,1 -




1% roztok dianisidinu: 10 mg dianisidinu bylo rozpusténo v 10 ml etanolu. 1 ml tohoto roztoku byl
ziedén 12 ml 0,1 mol/l fosfatového pufru PBS.

18% roztok glukézy: 18 g glukdzy bylo rozpusténo ve 100 ml DEMI. Roztok byl ponechan minimalné
1 hodinu stat, aby doslo k ustaleni rovnovahy mezi alfa a beta glukozou.

Roztok HRP 16,6 U/mg
8 mg HRP (52 U/mg) bylo rozpusténo v 0,1% roztoku BSA

Roztok GluO 0,4 U/ml
2mg GluO (200 U/mg) bylo nafedéno 1 ml 0,1% BSA. 50 pl daného roztoku bylo napipetovano
do 10 ml odmérné barky a doplnéno 0,1% roztokem BSA ptipraveny v PBS (pH 7,4).

6.2.9.3 Stanoveni koncentrace peroxidu vodiku

Obsah peroxidu vodiku je stanoven na zakladé ubytku manganistanu draselného, ktery je stanoven
spektrofotometricky. V kyselém prostiedi zfedéné kyseliny sirové se peroxid vodiku oxiduje silnym
oxidaénim ¢inidlem manganistanem draselnym na kyslik podle uvedenych rovnic. Vyznamnou
vlastnosti reakce je barevna zména: fialové zbarvené ionty MnO4 se pfi redukci odbarvuji a méni
na bezbarvé ionty Mn?*,

5 H20, + 2 KMnO4 + 3 H2S04—> 5 0 + 2 MnSO4 + K2S04 + 8 H20 (13)
5 H,0z +2 MNO* + 6 H* > 50+ 2 Mn?* + 8 H,0 (14)

Zakladem stanoveni kalibraéni kiivky je reakce manganistanu draselného s kyselinou $tavelovou
Vv kyselém prostfedi dle uvedené rovnice:

5(COOH); + 2 MnO4+ 6:H* — 10 CO2 +8H,0 + 2 Mn?* (15)
6.2.9.3.1 Priprava roztoki

6.2.9.3.1.1 Priprava iedéného roztoku kyseliny sirové

Do sklenéné lahve se zavitem o objemu 1000 ml ptedlozime 400 ml DEMI a pomalu pfilévame 100 ml
96 % kyseliny sirové.

6.2.9.3.1.2 Piiprava 0,0117M kalibracniho roztoku manganistanu draselného K1

Do 250ml kadinky navazime manganistan draselny a zalijeme zhruba polovicnim mnozstvim
potiebného objemu DEMI. Roztok michame ptikryty hodinovym sklem 15 minut, po rozpusténi roztok
prefiltrujeme ptes sklenénou fritu do 250ml odmérné bariky. Fritu promyjeme DEMI a baiku doplnime
po rysku a promichame. Roztok nechame do druhého dne, chranime pred svétlem v uzaviené nadobé.
Navazku zaznamename.

6.2.9.3.1.3 Piiprava 0,0294M kalibracniho roztoku kyseliny §t'avelové K2

Na porcelanovou vaZzenku navazime kyselinu Stavelovou S piesnosti na 4 desetinnd mista, navazku zcela
pievedeme do 250ml odmérné baiiky, doplnime po rysku, rozmichame a nechame do druhého dne.
Pfesnou navazku zaznamename.

6.2.9.3.2 Priprava roztoku peroxidu vodiku

Piiprava méfeného roztoku peroxidu vodiku: do 10ml odmérné banky predlozime 5 ml fedéného
roztoku kyseliny sirové, napipetujeme 0,5 ml roztoku manganistanu draselného K1 a poté 0,3 ml vzorku
peroxidu vodiku (koncentrace zasobniho roztoku pro ptipravu hydrogeld je 0,1 %). Odmérna barika je
doplnéna po rysku roztokem kyseliny sirové.
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6.2.9.3.3 Kalibracni irada

K piipravé kalibra¢ni fady se pouzije kalibra¢ni roztok K1, do kterého se piidava podle Tab. 10
kalibraéni roztok K2. Do 10ml odmérné banky je nejprve piedlozeno asi 5 ml fedéného roztoku kyseliny
sirové a do ni je nadavkovano 0,5 ml roztoku K1 a teprve poté roztok K2. Odmérna barika je doplnéna
po rysku tedénym roztokem kyseliny sirové. Kalibraéni roztok se necha stait 15 minut, reakce
manganistanu s kyselinou $tavelovou je pomala.

Tab. 10 Priprava roztokii kalibracni Fady

. . Objem Fedéného
Kalibra¢ni roztok gz Mz bl e Moz A b2 roztoku kyseliny sirové
(ml) (ml)

(ml)
1 0,5 0,1 9,4
2 0,5 0,2 9,3
3 0,5 0,3 9,2
4 0,5 0,4 9,1

6.2.9.3.4 Vlastni provedeni zkousky

Kalibrac¢ni fada i roztoky vzorku jsou proméfeny spektrofotometricky v jednorazovych polystyrenovych
kyvetach pti vinové délce 545 nm. Kalibra¢ni kiivka je vyhodnocena jako zavislost absorbance na poétu
zreagovanych moli manganistanu draselného. Korelacni koeficient této zavislosti musi byt vyssi nez
0,99.

6.2.9.3.5 Vyhodnoceni dat a vyjadieni vysledku

Kalibrace se vyhodnocuje jako linearni zavislost absorbance kalibra¢niho roztoku méteného pti 545 nm
na mnozstvi zreagovanych molii manganistanu draselného:

A =K ngyno, + B (16)

e A absorbance pfi 545 nm

e ksmérnice

e Bsek

®  Tkumno, PoCet zreagovanych moll manganistanu draselného (mol)

Pocet zreagovanych moli manganistanu draselného 1ze vyjadfit pomoci zreagovanych moli kyseliny
Stavelové. Molarni hmotnost kyseliny $tavelové je 126,07 g/mol podle vzorce:

Moa

_ CoaVoa 2 _ Vo4 zasobniroztok * Moa
Ngmno, = 5 = 5

*Voa-k2 " 2 (17)

® Mgy piesna navazka (hmotnost) kyseliny $tavelové (Q)

®  Vou zasobni roztok Objem zasobniho roztoku kyseliny $t'avelové (ml)

e M,, molarni hmotnost kyseliny stavelové (g/mol)

e Coa koncentrace kalibraéniho roztoku kyseliny §tavelové (M)

* Voak2 objem davkovaného kalibracniho roztoku kyseliny stavelové K2 (ml)
e 2/5 stechiometricky koeficient

Korelaéni koeficient zavislosti musi byt vyssi nez 0,99.
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Vypocet koncentrace peroxidu vodiku ve vzorku:

(A "B Vet vorer Vm ) S (18)
K1 wvzorek

= M

Cha0, e

e A absorbance pii 545 nm

e Kk smérnice

e Busek

e  Vxq —objem roztoku manganistanu draselného pouzity v ramci kalibra¢ni fady — 0,5 ml

® Vi1 vzorek — Objem roztoku manganistanu draselného (K1) piidavany k testovanému vzorku
peroxidu vodiku — 0,3 ml

* cy,0, — koncentrace vzorku (M)

*  Vy,o, — divkovany objem vzorku (ml)

e  Stechiometricky koeficient 5/2

Piepocet na koncentraci peroxidu vodiku v %:

0, (M) - M Cio0, 34,0147
0. = 1000 0= 1000
Vysledna hodnota koncentrace peroxidu vodiku je ziskdna jako aritmeticky prameér ze 3 méteni
vzork.

100 (%) (19)

6.2.10 Titrace

6.2.10.1 Stanoveni obsahu kyseliny chlorovodikové ve vzorku POA titraci

Do titra¢nich banék je piedlozeno POA a provedena titrace pomoci roztoku 0,2M hydroxidu sodného
se stanovenym faktorem a zaznamenano pH.

6.2.10.1.1 Priprava 0,2M roztoku hydroxidu sodného

Do 250ml odmérné banky je ptedlozeno 100 ml DEMI a do ni ptidany 2 g hydroxidu sodného a
doplnéno po rysku DEMI vodou.

6.2.10.1.2 Kalibrace hydroxidu sodného — stanoveni faktoru

Do titra¢nich banék je ptedlozeno 10 ml 0,2M roztoku hydroxidu sodného a postupnym pridavkem
roztoku kyseliny chlorovodikové se stanovenym faktorem zaznamenavano pH. Vyhodnocenim v MS
Excelu Ize stanovit bod ekvivalence.

6.2.10.1.3 Priprava 0,2M roztoku kyseliny chlorovodikové

Do odmérné banky (objem 1000 ml) bylo ptedlozeno 300 ml DEMI vody a napipetovano 17,5 ml 35%
roztoku kyseliny chlorovodikové a doplnéno po rysku DEMI vodou.

6.2.10.1.4 Kalibrace 0,2M roztoku kyseliny chlorovodikové — stanoveni faktoru

Do titra¢nich bangk je pfedlozeno 200 mg bezvodého uhli¢itanu sodného, ptfidana methylcerven jako
indikéator a titrovano do ¢erveného zabarveni a ptivedeno k varu.
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6.2.11 Biologicka cast

V ramci této prace byla stanovovana cytotoxicita testovanych vzorki, adheze bunék na vrstvé hydrogelu
a také viabilita bun¢k inkorporovanych v hydrogelu.

6.2.11.1 Buiiky

Buriky byly kultivovany dle protokolt za standardnich podminek v inkubatoru — kultivace bunék neni
predmétem této disertacni prace.

Bunééné typy:

e 3T3-Swiss albino — linie, mysi embryonélni fibroblasty (ATCC® CCL-92™)

e ADSC — kardiopoietické buriky z tukové tkané darcu. Poskytovatelem byla spole¢nost Celyad
(https://www.celyad.com/), jeden z partneru EU projektu AMCARE.

e SC — mezenchymalni kmenové bunky z kostni dfené (Lonza, PT-2501).

e HCT-116 — linie karcinomu tlustého stieva (ATCC® CCL-247T™)

6.2.11.2 Cytotoxicita

Byla stanovena cytotoxicita prekurzorovych roztokd, vyluhti z gelti a degradacnich produktd. V ramci
této disertani prace byly k testim cytotoxicity pouzity mysi embryonalni fibroblasty linie 3T3 a
u finalniho materialu pouzity kardiopoietické bunky z tukové tkané darct (ADSC). Bunky byly
nasazeny na 24jamkové kultivacni panely a nasledujici den k nim byly pfidany testované vzorky.
Cytotoxicita byla stanovovana po 24—72 hod. metodou ATP.

6.2.11.2.1 Priprava testovaného vzorku

Testovana latka: je rozpusSténa Vv kultivaénim médiu. Pokud je pouzito jiné rozpoustédlo, latka je
rozpusténa v 10krat vyssi koncentraci, nez je testovana. Ke zfedéni na vyslednou koncentraci dojde
naslednym smisenim s kultivaénim médiem.

Extrakty: hydrogely jsou pfipraveny dle kapitoly 6.2.3 sterilné a zvazeny. 1 g hydrogelu je zalit 9 ml
testovaciho média. Temperace probiha pii 37 °C na tfepacim inkubatoru (200 rpm) po dobu 72+2
hodiny. Stejnym zpiisobem je pfipraven blank bez pfitomného hydrogelu. Po 72 hodinach jsou
hydrogely vyjmuty a testovana cytotoxicita extraktu.

6.2.11.3 Adheze bunék k povrchu

K testu 2D adheze bungk na vrstvu hydrogelu bylo v ramci této prace vyuzito kmenovych bunék (SC a
ADSC). Prekurzorové roztoky hydrogela jsou aplikovany do jamek dle postupu uvedeném v kapitole
6.2.3, kde nasledné dochazi ke zgelovani materialu. Vznikla hydrogelova vrstva je ponechana dozrat.
Na takto ,,pocoatované* jamky jsou aplikovany buiiky v uvedené nasazovaci hustoté pro SC 13 tisic a
pro ADSC 10 tisic. Pocet jamek je n =4, ztoho 1 je pouzita na stanoveni Live/Dead a rist bunék
na zbylych jamkach je hodnocen metodou ATP po 24 a 96 hod.

6.2.11.4 Inkorporace bunék do hydrogelové matrice

Suspenze bunék je pfidana Vv pripadé enzymatického systému do roztoku hydroxyfenyl derivatu HA
s obsahem enzymu HRP a v piipadé reakce HA-Ox/POA do roztoku HA-Ox. Nasledné jsou
z prekurzorovych roztoku ptipraveny hydrogely do teflonovych formicek dle postupu v kapitole 6.2.3.
Po gelaci jsou (maximaln€¢ 15 minut) hydrogely pfeneseny do jamky kultivacniho panelu a zality
vhodnym médiem.

Pro inkorporaci bun€k do hydrogelu byly pouzity buiiky SC, HCT-116 a ADSC.
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6.2.11.5 Testovaci metody

6.2.11.5.1 Barveni Live/Dead

Barveni se provadi za tucelem zaznamendni rustu, distribuce a morfologie bun¢k na jamkach
kultivaéniho panelu nebo v hydrogelech.

Barveni je provedeno pomoci fluorescen¢niho barviva propidium jodidu (P1) (1 mg/ml v DEMI) a
lipofilniho nefluorescen¢niho barviva acetomethoxyester kalceinu (calcein-AM, 1 mg/ml v DMSO).
Ob¢ barviva jsou ptidana do jamky se vzorkem (1l barviciho roztoku/1 ml média) a inkubovany 15 min
ve tm¢. Snimky jsou pofizeny pomoci fluorescenéniho mikroskopu Nikon Eclipse Ti.

Metoda je zalozena na zakladé rozdilné propustnosti membrany pro riizna barviva a na zakladé¢ aktivity
vnitrobunéénych enzymua esteraz. Propidium jodid pronika pouze do bun€k s poruSenou
cytoplazmatickou membranou a interkaluje do molekuly DNA (neviabilni, ve snimcich Cervené).
Calcein-AM pronika do viabilnich bun€k a po odstépeni acetomethoxy skupin (AM) esterdzami
V bunécné cytoplazmé fluoreskuje (ve snimcich zelené).

6.2.11.5.2 Metoda ATP

Metoda je zalozena na detekci luminiscenéniho signalu na piistroji TECAN Infinite, ktery je emitovan
v pfitomnosti ATP uvolnéného z zivych, metabolicky aktivnich bunék. K detekci ATP se pouziva
titra¢ni ¢inidlo CellTiter Glo assay (Promega).

Podstatou metody je méfeni intenzity luminiscenéniho zafeni vytvoreného chemickou reakei luciferinu
S luciferazou, ktera probiha pouze v piitomnosti ATP. Po pfidani barviciho roztoku dojde ve vzorku
k indukované lyzi bunék, z nichZz se uvolni ATP. Uvolnéné ATP umozni pfeménu luciferinu
na oxyluciferin doprovazenou vznikem luminiscencniho zafeni. Intenzita zateni je imérna ptivodnimu
mnozstvi ATP, a tedy mnozstvi zivych bun€k ve vzorku.

Postup: vzorek je promyt od kultivaéniho média pomoci PBS. Nésledné¢ je ptidan PBS a roztok ¢inidla
CellTiter Glo v poméru 5:1 (obvykle 1000 ul + 200 ul pro buiky inkorporované v hydrogelech, nebo
200 pl + 40 pl pro testy cytotoxicity a 2D adheze). Vzorek je tfepan ve tmé po dobu 30 minut, nasledné
je méfena luminiscence roztoku.
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6.3 Pristroje a zafizeni
Nazev

Magnetickd michacka
Htidelova michacka

Vahy

pH metr

Konduktometr

UV-VIS spektrofotometr

Single Column Materials Testing System

Reometr
Laminarni box
Mikroskop

Multifunkéni reader

Znacka/zkratka
MR Hei-Standard
Hei-TORQUE 200
XS205

inoLab pH 7110
inoLab Cond 7110
UV-2401PC

3342

3343

AR-G2

HERA SAFE KS
Eclipse Ti

Infinite m200

Vyrobce
Heidolph
Heidolph
METTLER TOLEDO
WTW

WTW
SHIMADZU
Instron

Instron

TA Instruments
Trigon plus
Nikon

TECAN
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7 VYSLEDKY

Prvni ¢ast prace se zabyva obecnou charakterizaci riznych typti hydrogelovych matrici. Prvné jsou
uvedeny vysledky charakterizace oxidované formy HA (HA-Ox) zesiténé pomoci alkoxyaminu POA a
tyraminovaného derivatu HA (HA-TA) sitovaného pomoci pfidavku peroxidu vodiku Vv pfitomnosti
kfenové peroxidazy. Nasledné¢ je ukézana moznost generace peroxidu vodiku pomoci dal$ich
enzymatickych reakci, jako je reakce enzymu glukézo-oxidazy Se substratem glukozou &i
galaktozo-oxidazy s galaktozou.

Pro zvyseni bunécné adheze a viability je mozné vyuzit pridavku adhezivnich molekul, jako je naptiklad
fibrinogen nebo lze do strukturu tyraminovaného derivatu HA zakomponovat RGD sekvenci za vzniku
derivatu HA-PH-RGD, ktery 1ze obdobné jako v ptipadé tyraminovaného derivatu HA (HA-TA) zesitit
enzymaticky.

Kvuli planované aplikaci materialtt pomoci katetru s velmi malym vnitinim pramérem a specialniho
zatizeni SPREADS byla stanovovana viskozita a vytlacna sila prekurzorovych roztokt derivatt. Velmi
dilezitym faktorem je také rychlost gelace, aby nedochazelo k zatuhnuti materialu v aplikacnim
zatizeni, ale na druhou stranu material setrval v misté aplikace. Vytvoifeni prvni makroskopické sité
neboli bod gelace byl uréovan z kinetiky gelace méfené pomoci rotacniho reometru. U hydrogeld byly
stanoveny viskoelastické a mechanické vlastnosti a koeficient nabotnani. Charakter pfipraveného
hydrogelu byl ovlivnén ptedev§im typem vychoziho polymeru, jeho koncentraci a molekulovou
hmotnosti My a stupném substituce DS, dale koncentraci sitovacich ¢inidel, pH a iontovou silou roztoku
¢i teplotou.

Druha, biologicka ¢ast diserta¢ni prace je zamétena na testy cytotoxicity, bunéénou adhezi a inkorporaci
bunék do hydrogelii. Tato &ast prace byla provedena ve spolupraci s kolegyni Mgr. Ivanou Séigalkovou.

V posledni ¢asti, zabyvajici se moznostmi aplikace materialu pomoci dvou typt aplikacnich zafizeni,
katetru a SPREADS, byl jiz aplikovan pouze finalné zvoleny material. Byla testovana kompatibilita
danych zafizeni s vybranym materialem in vitro i v ramci preklinické studie.
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7.1 Hydrogely na bazi oxidované formy HA

Oxidovana forma HA (HA-OX) s aldehydickou skupinou v poloze 6 glukosaminové ¢asti polysacharidu
je schopna vazat slouceniny obsahujici amino skupinu a Vv ptipad¢ pouziti bifunkénich amind (ptipadné
polyfunkénich) Ize ptipravit sitované materialy — tedy gely (Obr. 43). Jako sitovaci ¢inidlo byl pouzit
bifunk¢ni alkoxyamin POA (O,0'-1,3-propandiylbishydroxylamin dihydrochlorid). Piiprava hydrogelu
je popsana v kapitole 6.2.3.

Obr. 43 llustrativni foto hydrogelii na bazi systéemu HA-OX/IPOA S riiznym stupném zesiténi (vlevo nizsi,
vpravo vyssi stupen zesiteni hydrogelu).

7.1.1 Vypocet koncentrace sit'ovaciho ¢inidla POA dle poméru vaznych skupin

V ramci dané prace je koncentrace POA pocitana dle poméru vaznych skupin aldehydu HA-Ox (CHO)
a amino skupin alkoxyaminu POA (NH2). Vypocet koncentrace sitovadla POA je proveden dle
nasledujiciho vzorce:

DSy,_
Cra—ox *Vha-ox *Mpoa 'W *Pyuz.cho (20)

croa = Vboa * Proa " Mua-ox

croa — koncentrace POA po natfedéni (mg/ml)

C na-ox — koncentrace HA-Ox (mg/ml)

Vha-ox — objem davkovaného vzorku aldehydu (ml)

Mpoa — molekulova hmotnost POA — 179,05 g/mol

DS — stupen substituce aldehydu (%)

e Pnhz:cHo — pomér CHO skupin ku aminoskupinam (-)

o Vpoa — objem davkovaného POA (ml)

e Ppoa—pocet aminoskupin — 2

®  Muaox— molekulova hmotnost disacharidové jednotky — 400 g/mol

Vypocet koncentrace POA ve finalnim gelu pii DS HA-Ox 9 %, koncentraci HA-Ox v gelu 20 mg/ml:

9
20-179,05 - 157 Prnzicro

Cpoa = 2400 = 0,4 " Pyuz.cro (21)

Tab. 11 Koncentrace POA v hydrogelu pro zvolené poméry aldehydickych skupin HA-OX a amino
skupin POA pri DS HA-Ox 9 % a koncentraci HA-Ox v gelu 20 mg/ml.

NH2:CHO croa (Mg/ml)
2:1 0,8
11 0,4
1:2 0,2
1:4 0,1
1:8 0,05
1:16 0,025
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7.1.2 Titrace siovadla POA

Dané sit'ovadlo POA je hydrochlorid, a proto je pH roztokt z néj ptipravenych silné kyselé predevsim
s rostouci koncentraci latky a vyuzitim rozpoustédla bez dostate¢né pufracni kapacity. Ani roztok
fosfatového pufru PBS (pH 7,4) nema dostatecnou pufracni kapacitu, aby zasobni roztok POA
o0 koncentraci 10 mg/ml dosahoval neutralniho pH.

Kazda sarze této latky obsahuje jiné mnozstvi kyseliny chlorovodikové. Pro snadnou a opakovatelnou
ptipravu roztokd POA je vyhodné znat obsah kyseliny chlorovodikové (bod ekvivalence) v dané latce a
pii ptipravé roztoku POA jiz ptidavat témét stejné mnozstvi neutralizaniho ¢inidla naptiklad hydroxid
sodny.

Pro zjisténi obsahu kyseliny chlorovodikové byly roztoky POA (rizné Sarze) titrovany roztokem
hydroxidu sodného a stanoven bod ekvivalence. Tato acidobazicka titrace je charakteristicka titra¢ni
ktivkou (zavislost pH na pfidaném objemu titracniho ¢inidla). V bod¢ ekvivalence dochézi ke skokové
zméné hodnoty. JelikoZ je v reakci pfitomna pouze jednosytna kyselina chlorovodikova, je nalezen
pouze jeden zlom. Pro urceni bodu ekvivalence bylo vyuzito pH-metrické stanoveni.

Pro spravné stanoveni bodu ekvivalence je nutné standardizovat roztok hydroxidu sodného, a to titraci
pomoci kyseliny chlorovodikové, u které je zjistén pramérny faktor titraci na uhli¢itan sodny
s indikatorem methylcerveni. Faktor predstavuje ¢islo udavajici pomér mezi skutecnou a pozadovanou
koncentraci. Faktorem je pak vynasobeno spotifebované mnozstvi pfiblizného odmérného roztoku.
Ciselna hodnota faktoru se pohybuje kolem hodnoty 1. Je-li roztok siln&j§i, méa faktor hodnotu vyssi,
pokud je slabsi, tak ma faktor hodnotu nizsi.

7.1.2.1 Stanoveni faktoru 0,2M kyseliny chlorovodikové a hydroxidu sodného

Dle postupu v kapitole 6.2.10.1 byl ptipraven a titrovan roztok kyseliny chlorovodikové. Hodnota
prumérného faktoru je 0,9383 (SD 0,0012).

Dle postupu v kapitole 6.2.10.1 byl pfipraven a titrovan roztok hydroxidu sodného. Béhem méifeni bylo
zaznamenano pH a vyhodnocenim v MS Excelu stanoven bod ekvivalence. Praimérny bod ekvivalence
byl stanoven na 10,45 ml. Faktor hydroxidu sodného je roven 0,9805.

7.1.2.2 Titrace vzorkii POA

Pro titraci byly zvoleny 3 rGzné Sarze vzorkti POA. Do titracnich ban¢k bylo piedlozeno pfiblizné
200 mg POA oznacenych jako POAL1, POA2 a POAS viz tabulka a byla provedena titrace pomoci
roztoku 0,2M hydroxidu sodného (f = 0,9805) a zaznamenano ptislusné pH.

Tab. 12 Bod ekvivalence pro jednotlivé sarze POA

Oznaceni Sarze Navazka | Bod ekvivalence NPoA NNaoH Pomér pH
(mg) (ml) (mmol) | (mmol) | nnaon/NPoA
POA1 BCBT7173 191,1 10,42 1,07 2,04 1,91 7,71
POA2 1356536V 207,7 11,55 1,16 2,26 1,95 7,60
POA3 BCBV2416 192,3 10,36 1,07 2,03 1,89 7,28
Ukazka vypoctu:

Bod ekvivalence je shodny s inflexnim bodem na titracni kfivce. V inflexnim bod¢ jakékoliv funkce
plati, Ze druha derivace této funkce je rovna nule.
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Vypocet hodnot prvni derivace je proveden z kazdych dvou sousednich bod titra¢ni kiivky dle vzorce:

. dpH pH, -pH,
H = =
P av v, -V, (22)
Pro vypocet objemu plati:
. V| +V
V=172 (23)
2
Vypocet hodnot druhé derivace z kazdych dvou sousednich bodi kiivky 1. derivace dle vzorce:
. d’pH pH, -pH,
H = =2 1
P = = viv (24)
Pro vypocet objemu plati:
w V4V
V= 5 2 (25)

Vypoétené hodnoty — kiivka 2. derivace, jsou vyneseny do Obr. 44:

40
30
y =-175,81x + 1832,1
20

10

O N b P ERVIS VN 26
el

d?pH/dV?

V" (ml)

Obr. 44 Kiivka druhé derivace titracni kiiivky — uréeni bodu ekvivalence.

Z kiivky 2. derivace titra¢ni kiivky je ur€en bod ekvivalence jako prusecik této kiivky s osou objemu
(2. derivace, y = 0).

y = —175,81x + 1832,1 (26)
0=-17581x + 1832,1 7)

_ 18321 10,42 ml 28
= 17581 ™ (28)

Stejnym zplsobem byly ziskany hodnoty pro dalsi 2 Sarze sitovadla POA.
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7.1.3 Stabilita sitovadla POA

Pro mozné vyuziti materidlu v témét jakékoli aplikaci je dilezita také jeho dlouhodobid stabilita, tedy
jestli si dany produkt zachovavéd vhodné vlastnosti i po del$i dobé skladovéani. Dlouhodob4 stabilita
(12 mesicu) roztoku sitovadla POA byla testovana pomoci kinetiky gelace. Roztoky POA o koncentraci
10 mg/ml v roztoku 0,9% NaCl a octanového pufru (0,05 M) byly titrovany pomoci 0,2M roztoku
hydroxidu sodného pro dosazeni pH 6 a nasledné sterilizovany filtraci pies 0,2um PES filtr. Roztok byl
uchovavan pti RT po dobu 12 mésict, kdy v jednotlivych ¢asech byl vzorek sterilné odebiran a
stanovovana kinetika gelace v kombinaci s pfipravenym roztokem derivatu HA-OX (spec. B, 20 mg/ml)
Vv octanovém pufru 0,05 M pH 6 (Obr. 45). Zvoleny pomér vaznych skupin NH2:CHO byl 1:1 (POA
o koncentraci 0,4 mg/ml).
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Obr. 45 Stabilita POA v 0,9% roztoku NaCl a octanovém pufiu s pH 6. Cas gelace stanoven v pritbéhu
12 mesici 7 prubehu kinetiky gelace.

7.1.4 Zdanliva viskozita roztoku HA-Ox

Zdanliva viskozita (dale jen viskozita) roztoku HA-Ox byla stanovena pomoci rotaéniho reometru
AR-G2 dle metodiky popsané v kapitole 6.2.4.5. HA-Ox prasek (20 mg/ml) byl rozpustén
ve fyziologickém roztoku 0,9% NaCl. Roztoky HA-Ox o koncentraci 20 mg/ml byly zvoleny pro
porovnani viskozity roztoku lisici se molekulovou hmotnosti vychoziho derivatu. Viskozita polymeru
HA-OXx je zavisla na smykové rychlosti a s jeji zvySujici se hodnotou dochazi k poklesu viskozity neboli
ke ziidnuti pii toku (shear-thinning) (Obr. 46). Hodnoty viskozit jednotlivych roztoki HA-Ox byly
odecteny pii smykové rychlosti 1,9 s? z viskozitni kiivky (Tab. 13).

Tab. 13 Viskozita a pH HA-Ox roztokii

Specifikace HA-Ox derivatii | M (kDa) | DS (%) Vis'“’Zirt;CﬂE;i) Egﬁ‘f‘ymﬁ SD(";Z'TS)ZHV
A 60 9 0,011 0,001
B 300 9 0,312 0,005
C 550 9 1,581 0,053
D 900 6 11,688 0,216
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Obr. 46 Zavislost viskozity na smykové rychlosti HA-Ox roztokii o riizné molekulové hmotnosti.

Viskozita roztokt zavisi také na typu rozpoustédla. Byla stanovena viskozita HA-Ox o koncentraci
20 mg/ml v roztoku 0,9% NaCl, PBS pH 7,4 a demineralizované vod¢ (Obr. 47). Molekulova hmotnost
byla volena nizsi do 500 kDa vzhledem k aplikaci materialu pomoci katetru ¢i aplikaéniho zatizeni
SPREADS, kde je nutné zachovat nizkou viskozitu roztoku.
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m HA-Ox 60-90 kDa HA-Ox 350 kDa mHA-Ox 450 kDa mHA-Ox 500 kDa

Obr. 47 Zavislost viskozity na molekulové hmotnosti HA-Ox a typu rozpoustédla odectena z viskozitni
kifivky pii smykové rychlosti 1,9 s™.

69



7.1.5 Opakovatelnost pripravy geli

Byla stanovena opakovatelnost piipravy geli (Obr. 48) méfenim Casu gelace a elastického modulu
u vzorkil na bazi HA-Ox spec. B v 0,9% roztoku NaCl pii pH 6. Koncentrace sitovadla POA byla
zvolena tak, aby finalni pomér amino a aldehydickych skupin byl 1:1. Elasticky modul byl ziskan
z kinetiky gelace a jeho hodnota odectena ve 3 minutach od po¢atku meéteni.
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Obr. 48 Kinetika gelace — opakovatelnost pripravy vzorkii jednotlivych Sarzi.

7.1.6 VIliv pH na charakter gelu
7.1.6.1 Kinetika gelace

Byl sledovan vliv pH na ¢as gelace a elasticky modul u vzorki na bazi HA-Ox spec. B o koncentraci
20 mg/ml v 0,9% roztoku NaCl ¢i 0,05 M octanovém pufru (Obr. 49). Koncentrace sitovadla POA byla
zvolena tak, aby finalni pomér amino a aldehydickych skupin byl 1:1. Elasticky modul byl ziskan
z kinetiky gelace a jeho hodnota odectena ve 3 minutach od pocatku méteni.
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Obr. 49 Vliv pH na kinetiku gelace v 0,9 % NaCl (vlevo) a v 0,05M octanovém pufiu (vpravo).
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7.1.7 Vliv iontové sily

V testovaném rozmezi koncentraci roztoku NaCl 4,0-15 g/l byla stanovovana vodivost, aby bylo
docileno pfibliznych hodnot vodivosti 8, 16 a 24 mS/cm. Tomu odpovidaji koncentrace chloridu
sodného 4,4; 9 a 14,3 g/l. Elasticky modul byl ziskan z kinetiky gelace a jeho hodnota odectena
ve 3 minutach od pocatku méteni (Obr. 50). Pro stanoveni vlivu iontové sily byl vyuzit derivat HA-Ox
spec. B (Mw 250-350 kDa, DS 7-12 %) 20 mg/ml a roztok POA pH 6 (0,4 mg/ml).
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Cas gelace Tg (s) X Elasticky modul G (Pa)

Obr. 50 Viiv iontové sily roztoku NaCl na kinetiku gelace — cas gelace a elasticky modul odecten
ve 3 minutzdch.

7.1.8 Vliv teploty

Byl sledovan vliv teploty na rychlost gelace. Cas gelace byl stanoven jako bod protnuti kiivky
elastického a viskézniho modulu. Hodnota elastického modulu byla ur¢ena ve 3 minutach od pocatku
méfeni (Obr. 51). Méfeni bylo provedeno u derivatu HA-Ox specifikace B (Mw 250-350 kDa, DS
7-12 %) o koncentraci roztoku 20 mg/ml v 0,9% NaCl pti pH 6 a koncentraci POA 0,4 mg/ml (pomér
NH2:CHO 1:1). Teplotni rozmezi bylo stanoveno na zakladé teploty lidského téla 37 °C, jelikoz je
material cilen do zivé tkané a laboratorni teploty (25 °C), jeZ je ptibliznou teplotou roztoku pted aplikaci.
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Obr. 51 Vliv teploty na kinetiku gelace — cas gelace (vlevo), elasticky modul odecten ve 3 minUtdch
(vpravo).
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7.1.9 Zrani hydrogeli v ¢ase

Viskoelastické vlastnosti geld byly stanoveny v ¢asovych intervalech v prubéhu 48 hodin. Dozravani
bylo testovano u dvou typi derivati HA-Ox o koncentraci 20 mg/ml lisicich se molekulovou hmotnosti
spec. A (55-85 kDa, Obr. 52) a spec. B (250-350 kDa, Obr. 53). Testovani bylo provedeno pro 3 vzorky
s ruznym pH a odlisné poméry vaznych skupin NH2:CHO neboli riizné koncentrace alkoxyaminu POA.
Pro testovani bylo pouzito stejné rozpoustédlo — octanovy pufr 0,05 M pro udrzeni konstantniho pH
roztoku. Roztoky HA-Ox i POA byly titrovany pomoci 0,2 M roztoku NaOH ¢i 0,2 M HCl na cilené pH
5, 6 nebo 7. Nasledné¢ byly piipraveny gely dle postupu uvedeném v Kapitole 6.2.3. V ¢asovych
intervalech 3, 6, 24 a 48 hodin byly stanoveny viskoelastické vlastnosti pomoci metody strain sweep
(6.2.4.5.2.).
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Obr. 52 Dozravani hydrogelu v case. VIiv pH (5-7) na elasticky modul. Pomér vaznych skupin
NH2:CHO je 1:1 (4) a 1:4 (B). Derivit HA-Ox spec. A. My, 55-85 kDa.
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Pii pfipravé hydrogeli spec. B (250-350 kDa, Obr. 53), poméru NH2:CHO 1:1 a pH 5 nastal technicky
problém s piipravou hydrogelu, jelikoz ke gelaci dochazi jiz v ramci sekund a hydrogely bylo problém
nadavkovat do teflonovych forem, ¢imz doslo k naruseni jeho struktury a homogenity. Tento fakt se
projevil i na hodnoté elastického modulu, ktery byl nizsi v porovnani se vzorky, jez byly pfipraveny pii
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Obr. 53 Dozravani hydrogelii v case. Vv pH (5-7) a poméru vaznych skupin NH2:CHO na elasticky
modul stanoveny v case. Derivat HA-Ox spec. B. My, 250-350 kDa.
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7.1.10 Vliv poméru vaznych skupin NH2:CHO

Vliv poméru vaznych skupin je soucasti kapitoly 7.1.9, kde je vliv vaznych skupin testovan pro
2 molekulové hmotnosti HA-Ox derivatu specifikace A a B pfi rizném pH 5, 6 a 7 v pribéhu dozravani
hydrogeld. V Obr. 54 je znazornén elasticky modul v zavislosti na rizném poméru vaznych skupin
NH::CHO pro hydrogely po 24 hodinach zrani a vyuziti roztoku HA-Ox spec. B (Mw 250-350 kDa)
o0 koncentraci 20 mg/ml v octanovém pufru (0,05 M).
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Obr. 54 Viiv poméru vaznych skupin POA (NH>) a derivatu HA-Ox (CHO) na elasticky modul.

Vliv vyssi koncentrace POA nez odpovida poméru 1:1 na charakter gelu je ukazan na Youngové modulu
stanoveném po 6 a 24 hodinach (Obr. 55). Pouzity derivat HA-Ox mél My, 650 kDa, DS 9 %, koncentraci
20 mg/ml, rozpoustédlo 0,9% roztok NaCl (pH 6).
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Obr. 55 Viiv poméru vaznych skupin POA (NH2) a derivatu HA-Ox (CHO) na Youngiiv modul.
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7.1.11 Vliv koncentrace prekurzorového roztoku HA-OX

Koncentrace roztoku HA-Ox neboli obsah susiny ve vzorku (10-30 mg/ml) ovliviiuje znatelné tuhost
hydrogelové sité. V Obr. 56 je ukazan vliv suSiny na elasticky modul. Pro piipravu vzorkd byl vyuzit
fyziologicky 0,9 % roztok NaCl pti pH 6 a poméru vaznych skupin NH2:CHO 1:1, tedy poméru, ktery
je pro reakci nejvyhodné;jsi, tedy reakce probiha nejrychleji a hydrogely dosahuji nejvyssi tuhosti.
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Obr. 56 Vliv koncentrace HA-Ox derivdtu na elasticky modul hydrogeli, pri zachovani stejného poméru
vaznych mist NH2:CHO.

7.1.12 Vliv molekulové hmotnosti derivatu HA-OX

Vl1iv molekulové hmotnosti na elasticky modul je soucasti vysledka v kapitole 7.1.9. V nasledujicim
Obr. 57 je ukazan vliv molekulové hmotnosti na elasticky modul hydrogelti po 24 hodinach zrani
S riznym pomérem vaznych mist. K demonstraci vlivu My na elasticky modul hydrogelu byly pouzity
derivaty HA-Ox spec. A (My 55-85 kDa) a B (Mw 250-350 kDa), o koncentraci 20 mg/ml v octanovém
pufru pH 6.
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Obr. 57 Viiv molekulové hmotnosti na elasticky modul pripravenych hydrogelii. Pomér NH2:CHO je
1:1,1:4a 1:8.
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7.1.13 Botnani hydrogelu

Botnaci koeficient byl stanoven jako podil hmotnosti gelu po nabotnani a pted nabotnanim dle kapitoly
6.2.6. Hodnota je vyjadiena v procentech a v grafech je znazornéna pocate¢ni hodnota 100 % carou
predstavujici vyjadfeni koeficientu nabotnani hydrogelu pfed nabotnanim.

V prvnim Obr. 58 je ukazka vlivu stupné zesiténi hydrogelt dany riiznou koncentraci sitovadla POA.
Pro popis vlivu byly zvoleny 4 koncentrace POA (0,05-0,4 mg/ml), derivat HA-Ox spec. A s nizkou
molekulovou hmotnosti (Mw 55-85 kDa, DS 9 %) o koncentraci 20 mg/ml v 0,9% roztoku NaCl, pH 6.
Jako botnaci médium byl zvolen 0,9% roztok NacCl.
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Obr. 58 Koeficient nabotndni u hydrogelii s riiznym stupném zesiténi, ktery je urcen odliSnym
pomerem vaznych mist NH2:CHO resp. riiznou koncentraci POA.

V nasledujicich grafech (Obr. 59) je znazornén koeficient nabotnani a Youngiv modul hydrogelt
na bazi derivatu HA-Ox spec. A (My 55-85 kDa) o koncentraci 20 mg/ml v 0,9% roztoku NaCl, pH 6.
Jako botnaci médium byl zvolen roztok praseci plazmy simulujici 1épe in vivo podminky Ve srovnani
s roztoky 0,9 % NaCl ¢i PBS.
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Obr. 59 Koeficient nabotnani a Youngiiv modul hydrogelit botnanych v praseci plazmé.
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V nasledujicim Obr. 60 je vidét vliv koncentrace polymeru na botnaci koeficient u derivatu HA-OXx
spec. A (My, 55-85 kDa) o koncentraci 20 ¢i 30 mg/ml v 0,9% roztoku NaCl (pH 6). Pomér vaznych
mist NH2:CHO byl zvolen 1:1, coz odpovida koncentraci POA 0,4 mg/ml pro vzorek obsahujici
20 mg/ml HA-Ox a 0,6 mg/ml pro vzorek s 30 mg/ml HA-Ox.
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Obr. 60 Koeficient nabotndni u hydrogelit botnanych v praseci plazmé.

7.1.14 Cytotoxicita

Stanoveni cytotoxicity je popsano v kapitole 6.2.11.2. Postup stanoveni cytotoxicity roztoki
testovanych latek a vyluht z hydrogelti vychazi z normy 1SO 10993-5 [164].

7.1.14.1 Cytotoxicita sit’ovadla POA

Byla testovana cytotoxicita roztokt POA s riznou koncentraci od 0,001 az 1 mg/ml (Obr. 61). K testu
byly pouzity embryonalni mysi butiky linie 3T3 p25. Nasada bunék byla 2,2-10*/ml/jamku 24jamkového
kultivaéniho panelu. Stanoveni ATP bylo provedeno po 24, 48 a 72 hodinach.
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Obr. 61 Viabilita 3T3 bunék vztazend ke kontrole (buitky bez ovlivnéni) u roztokii POA o riizné
koncentraci.
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7.1.14.2 Cytotoxicita vyluhii 7 hydrogeli

Pro testovani cytotoxicity vyluha (Obr. 62) byl vybran hydrogel na bazi HA-Ox spec. A (My 55-85 kDa),
v 0,9% roztoku NaCl pH 6 s finalni koncentraci POA v gelu 0,4 mg/ml. Hydrogel byl inkubovan
Vv desetinasobku objemu jeho hmotnosti (napf. k 1 g hydrogelu ptipipetovano 9 ml 0,9% roztoku NaCl).
Teoreticka koncentrace POA po natfedéni ve vyluhu je 0,04 mg/ml. Pro prikaz vazby alkoxyaminu
v hydrogelu byl stanoven obsah POA ve vyluhu hydrogeli pomoci HPLC metody. Dle stanoveni
nepiesahuje koncentrace POA ve vyluhu 2 pg/ml, tedy méné nez 5 % oproti teoretické hodnote
ve vyluhu hydrogela (Obr. 62).
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Obr. 62 Aktivace/inhibice 3T3 bunék vztazeno k buitkam oviivnénych médiem, které bylo uchovdavano
za stejnych podminek jako testovaci vzorky (vlevo). Koncentrace POA V extraktu (vyluhu). Hodnota
vztazend k teoretické koncentraci POA ve vyluhu (0,04 mg/ml) (vpravo).

7.1.14.3 Cytotoxicita produktit degradace

Dle ISO normy 10993-5:2009 kapitoly 4.2.1 principy extrakce by mély extrakéni podminky co nejlépe
simulovat podminky klinického pouziti nebo byt oproti podminkam pti klinickém vyuziti ,,horsi* [164].
Z tohoto davodu byly testovany degradaéni produkty hydrogeld, které byly degradovany pomoci
hyaluronidaz (BTH), jelikoz také v lidském t€le dochazi k degradaci vzorki.

Testovany byly hydrogely na bazi HA-Ox pfipravené dle postupu v kapitole 6.2.3 lisici se koncentraci
HA-Ox a POA (Tab. 14). Degradace probihala v roztoku média ur¢eného pro 3T3 buiiky (DMEM+FBS)
s obsahem BSA (bovinni albumin) o koncentraci 1 mg/ml v hmotnostnim poméru 1:3 (1 dil hydrogel a
3 dily média). Hydrogely byly degradovany po dobu 72 hodin v roztoku hyaluronidaz BTH o aktivité
500 U/ml (aktivita prasku 1753,5 U/mg). Nasledovalo zahfati roztoku na 60 °C po dobu 60 minut pro
inaktivaci hyaluronidaz, tedy pro ukonéeni procesu degradace. U pfipravenych produktd degradace
(roztoki) byla stanovena cytotoxiCita pomoci ATP (6.2.11.5.2) po 24, 48 a 72 hodinach.

V prvnim experimentu byl roztok jesté zfedén médiem 1:1 a vysledna koncentrace HA-Ox a POA byla
tak 6krat nizsi nez v ptivodnim gelu.

Jako buné&cny typ byly vyuzity liniové mysi fibroblasty 3T3 p20 s nasadou bun&k na jednu jamku 1,5-10*
s vyuzitim 24 jamkového panelu. Vysledky znazornéné v Obr. 63 jsou vztazeny vuéi blanku. Jako blank

bylo zvoleno médium s obsahem hyaluronidaz o stejné aktivité a zpracované stejnym zptsobem jako
testované vzorky.
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Tab. 14 Popis pouzitého materialu

HA-Ox Pomér Koncentrace | Koncentrace Koncentrace POA
My (kDa)/ vaznych mist HA-Ox POA Rozpoustédlo po naiedéni
DS (%) NH2/CHO (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)
55-90/ L1 30 0,6 0,9% roztok 0.1
712 1:1 20 0,4 NaCl 0,067
1:4 20 0,1 0,0167
307 m24h w48h m72h
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Obr. 63 Aktivace/Inhibice 373 bunécné linie vztazené viici prislusné kontrole v dany den. Studovdn vliv
koncentrace POA a HA-Ox na cytotoxicitu vzorkil.

Dle postupu vySe byly piipraveny a degradovany hydrogely na bazi HA-Ox o koncentraci 20 mg/ml
v DEMI vodé pH 6 s koncentraci POA 0,4 mg/ml. Pro zvyseni koncentrace POA v testovaném vzorku
byl zdegradovany hydrogel (roztok) zamrazen (-25 az -35 °C po dobu 24 hodin) a nasledné
zlyofilizovan. Vznikly prasek byl rozpustén v pfislusném kultivatnim médiu, aby bylo dosazeno
koncentra¢ni fady POA a HA-Ox uvedené v Obr. 64.
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Obr. 64 Aktivace/Inhibice 373 bunécné linie vztazené viici prislusné kontrole v dany den. Studovan vliv
koncentrace POA a HA-Ox na cytotoxicitu vzorkaii.
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7.2 Hydrogely na bazi hydroxyfenyl derivata HA

Jak jiz bylo popsano v kapitole 6.2.2.2, gelace je zalozena na enzymatické reakci, kde je substratem
hydroxyfenyl derivat HA, enzymem HRP a gelace je iniciovana peroxidem vodiku. Peroxid vodiku je
pridan do reakce ptimo, ¢i jej lze generovat pomoci dal$i enzymatické reakce.

Reakci tyraminovaného derivatu HA s peroxidem vodiku a enzymem HRP lze ptipravit gely s rychlosti
gelace pohybujici se od n€kolika minut aZ po velmi rychlou gelaci v fadu sekund. Kinetiku gelace 1ze
ovlivnit parametry derivatu predevsim molekulovou hmotnosti My ¢i stupném substituce DS, dale
koncentraci HA-TA roztokil a v neposledni fadé¢ mnozstvim sitovacich ¢inidel (koncentraci peroxidu
vodiku H>0O; ¢i aktivitou enzymu HRP). Veskeré tyto parametry bylo nutné béhem experimenti sledovat
pomoci piislusnych analytickych metod. Jedna se jednak o stanoveni aktivity HRP a koncentrace
peroxidu vodiku, v pfipade jeho pfimého pfidavku. Déle byla stanovovana viskozita prekurzorovych
roztoki, kterd je ovlivnéna pfedevSim molekulovou hmotnosti derivatu a koncentraci polymerniho
roztoku — obsahem susiny.

7.2.1.1 Stabilita roztoku ki‘enové peroxidazy HRP

Dle postupu uvedeného v kapitole 6.2.9.1 byla uréena aktivita kienové peroxidazy o teoretické aktivité
8 U/ml v ¢asovych intervalech po dobu 12 mésict (Obr. 65). Ve sledovaném obdobi nedoslo k poklesu
aktivity kienové peroxidazy pti snizené teploté, kdy byly vzorky ulozeny v lednici (2 az 10 °C) ¢i
V mrazicim boxu (-2 az -8 °C).
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Obr. 65 Stabilita zdsobniho roztoku HRP — stanoveni aktivity roztoku v case.
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7.2.1.2 Stabilita roztoku peroxidu vodiku

Dle postupu v kapitole 6.2.9.3 je stanovovana absorbance méfeného roztoku peroxidu vodiku. Dle
uvedeného vzorce je vypoctena piesna koncentrace roztoku peroxidu vodiku o teoretické hodnoté 0,1 %.
Vzorky lze uchovavat sterilni dlouhodob¢ pfi snizené teploté v lednici minimalné po dobu 12 mésica
(Obr. 66).
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Obr. 66 Koncentrace peroxidu vodiku — procentudlni zména vici teoretické hodnoté (%).

7.2.1.3 Viskozita prekurzorového roztoku tyraminovaného derivdatu HA

Viskozita roztoku HA-TA byla stanovena pomoci rota¢niho reometru AR-G2 dle metodiky popsané
v kapitole 6.2.4.5. Roztoky HA-TA o koncentraci 20 mg/ml byly zvoleny pro porovnani viskozity
roztoki lisici se molekulovou hmotnosti vychoziho derivatu. HA-TA prasek (20 mg/ml) byl rozpustén
ve fyziologickém 0,9% roztoku NaCl. Hodnoty viskozit jednotlivych roztoktt HA-TA byly odecteny
pii smykové rychlosti 1,9 s z viskozitni kiivky (Obr. 67), ktera ma stejné jako v ptipadé roztoki na
bazi HA-Ox klesajici prubéh (zfidnuti pfi toku — shear-thinning). Dle pfedpokladu dochazi k nartstu
viskozity s rostouci molekulovou hmotnosti.
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Obr. 67 Zavislost viskozity pri smykové rychlosti 1,9 s* na molekulové hmotnosti HA-TA derivatu.
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7.2.1.4 Cytotoxicita

7.2.1.4.1 Cytotoxicita prekurzorového roztoku tyraminovaného derivitu HA (HA-TA)

Cytotoxicita prekurzorového roztoku HA-TA je demonstrovana v ramci kapitoly 7.2.5.5.

7.2.1.4.2 Cytotoxicita sit’ovacich inidel

Material neni cytotoxicky, pokud bunééna viabilita neklesne o 30 % vici kontrole dle 1SO 10993-5.
Sitovaci reakce za piitomnosti enzymu HRP je iniciovana ptidavkem peroxidu vodiku. Roztok HRP
0 dané aktivit¢ neni cytotoxicky. Samotny roztok peroxidu vodiku je cytotoxicky pro bunky
v koncentraci 0,003 % a vyssi. Pfi reakci ale dochazi k jeho rychlé dekompozici. Pii zvolené finalni
koncentraci H20O- (0,005 %) a HRP (0,4 U/ml) s obsahem oligo-HA neni vzorek cytotoxicky (Obr. 68).
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Obr. 68 Cytotoxicita sitovacich cinidel — aktivace/inhibice ADSC.
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7.2.2 Primy pridavek peroxidu vodiku

7.2.2.1 Vliv teploty na rychlost gelace a charakter gelu

Byl sledovan vliv teploty na rychlost gelace (6.2.4.5.3). Cas gelace byl stanoven jako bod protnuti kiivky
elastického a visk6zniho modulu. Hodnota elastického modulu byla urena ve 3 minutach od pocatku
méfeni. Méfeni bylo provedeno u derivatu HA-TA specifikace B (Mw 240-360 kDa a DS 2-3 %)
0 koncentraci roztoku 20 mg/ml v 0,9% roztoku NaCl. Byly testovany 2 typy vzorkd lisicich se aktivitou
HRP (0,08 a 0,24 U/ml) a koncentraci peroxidu vodiku (0,001 a 0,003 %). M¢teni bylo provedeno
od 10 do 40 °C (Obr. 69).
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Obr. 69 Vliv teploty na kinetiku gelace materidlu na bdzi HA-TA derivatu. Zavislost casu gelace Tg (A)
a elastického modulu G' (B) na teploté.
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7.2.2.2  Vliv stupné substituce tyraminovaného derivatu HA

Stupen substituce ma také znatelny vliv na rychlost gelace a charakter gelu. Méteni bylo provedeno
pti 37 °C predstavujici teplotu lidského téla. V Tab. 15 jsou uvedeny parametry HA-TA derivatu,
prekurzorového roztoku, koncentrace peroxidu vodiku a aktivity HRP. V Obr. 70 je ukazan pribéh
zavislosti elastického a visk6zniho modulu na ¢ase u derivatu HA-TA spec. A (My 60-90 kDa) a
Vv nasledujicim Obr. 71 ¢as gelace a elasticky modul daného materialu. Vliv stupné substituce na ¢as
gelace a elasticky modul u derivatu HA-TA spec. B (My 240-360 kDa) je znazornén v Obr. 72.

Tab. 15 Parametry HA-TA derivatii, roztokii a gelii z nich pripravenych.

Oznaceni | DS | My Rozpoustédlo Konc. roztoku Konc. H202 | Aktivita HRP | Teplota

vzorku | (%) | (kDa) P HA-TA (mg/ml) (%) (U/ml) (°C)
1 2
> 31 60-90 | PBS,pH7,4
3 L5 20 0,003 0,24 37
4 2 240~ 0,9% NaCl
5 2,3 | 360 o7
6 >3
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Obr. 70 Kinetika gelace: zavislost elastického a viskozniho modulu na case. Vliv stupné substituce
derivatu HA-TA na rychlost gelace u vzorkii s nizkou My (60-90 kDa) cislo 1 (DS 2 %) a 2 (DS 3 %).
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Obr. 71 Vliv stupné substituce derivatu HA-TA na rychlost gelace a elasticky modul (odecteny
ve 3 minutach od zacatku mereni) u vzorkii s My (60-90 kDa) cislo 1 (DS 2 %) a 2 (DS 3,1 %).
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Obr. 72 Vliv stupné substituce derivatu HA-TA na rychlost gelace a elasticky modul (odecteny
ve 3 minutdich od zacatku méreni) u vzorkit s My (240-360 kDa) cislo 3 (DS 1,5 %), 4 (DS 2 %),
5(DS 2,3 %) a6 (DS > 3 %).

Mechanické vlastnosti hydrogelti byly méfeny dle postupu v kapitole 6.2.5.1 a pfiprava hydrogeld
probéhla dle navodu v kapitole 6.2.3. Test byl proveden 1 hodinu od piipravy hydrogelu. Vysledkem je
Youngtiv modul a houzevnatost v zavislosti na stupni substituce DS derivatu HA-TA (Obr. 73).
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Obr. 73 VIiv stupné substituce derivatu HA-TA na Youngitv modul a houZevnatost pripravenych
hydrogelit u vzorkii S My (240-360 kDa) cislo 3 (DS 1,5 %), 4 (DS 2 %), 5 (DS 2,3 %) a 6 (DS > 3 %).
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7.2.2.3 Viiv molekulové hmotnosti

7.2.2.3.1 Kinetika gelace

Vliv molekulové hmotnosti HA-TA derivatu na rychlost gelace byl stanoven u derivata lisicich se My
pti shodnych ¢i srovnatelnych hodnotach ostatnich parametru (Tab. 16). V1iv molekulové hmotnosti byl
sledovan u vzorktit HA-TA se stupném substituce DS 1,5, 2 a 3 % (Obr. 75).

Tab. 16 Parametry HA-TA derivatii, roztokii a gelii z nich pripravenych.

Oznaceni | DS My Konc. roztoku Konc. H202 Aktivita HRP Teplota
vzorku | (%) (kDa) HA-TA (%) (%) (U/ml) (°C)
1 240-360
2 15 450-550
3 800-900
4 60-90
5 2 350-400
5 450500 2 0,003 0,24 37
7 60-90
8 3 160-200
9 240-360
10 700-750

Pribéh kinetiky gelace v zavislosti na molekulové hmotnosti je ukazan v nasledujicim grafu (Obr. 74).
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Obr. 74 Kinetika gelace. zavislost elastického a viskézniho modulu na case. Viiv My tyraminovaného
derivdatu HA na rychlost gelace u vzorkii 7, 9 a 10 pii srovnatelném stupni substituce DS 3 %.
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Obr. 75 Viiv molekulové hmotnosti na cas gelace a elasticky modul odecteny v ¢ase 3 minut. 20 mg/ml

roztok HA-TA s DS 1,5 % (A), DS 2 % (B) a DS 3 % (C).
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71.2.2.3.2 Viskoelastické viastnosti

Viskoelastické vlastnosti hydrogela byly méfeny dle postupu v kapitole 6.2.4.5.2 a piiprava hydrogelt
probéhla dle postupu v kapitole 6.2.3. Hydrogely byly pfipraveny a ponechany zrat 1 hodinu pied
vlastnim stanovenim. Vysledkem je zavislost elastického modulu na deformaci. Z oblasti plata
(konstantni hodnoty elastického modulu) je odectena hodnota elastického modulu a porovnana
u jednotlivych vzorku lisicich se molekulovou hmotnosti vychoziho derivatu HA-TA (Obr. 76).
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Obr. 76 Vliv molekulové hmotnosti tyraminovaného deriviatu HA (HA-TA) na elasticky modul G'.

7.2.2.4 VIiv sit'ovacich ¢inidel na rychlost gelace a charakter gelu

Byl studovan vliv koncentrace peroxidu vodiku a aktivity enzymu HRP na rychlost gelace a elasticky a
Youngiiv modul. V Tab. 17 jsou uvedeny parametry HA-TA derivatu, prekurzorového roztoku a
sledované koncentrace peroxidu vodiku a aktivity HRP.

Tab. 17 Parametry HA-TA derivatii, roztokii a gelii z nich pripravenych. Cas gelace Tg HA-TA gelii.

DS My H20:2 H20:2
(%) | (kDa) (%) (mM)

HRP
(U/ml)
0,08
0,16
0,24
0,32
0,08
0,16
0,002 0,66 0,24
0,32
0,4
0,08

Konc. roztoku

HA-TA (mg/ml) Rozpoustédlo

0,001 0,33

HA-TA/
HRP/
H20;

2-3

240-360

20

0,9% NacCl

0,003

0,99
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04

0,004

1,32
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Obr. 77 Zavislost ¢asu gelace na koncentraci H,O, a aktivité HRP.

V Obr. 77 je hodnocen vliv sitovacich ¢inidel na rychlost gelace. Cas gelace je piedevsim ovlivnén
aktivitou HRP, kdy s jeji rostouci hodnotou dochazi k urychleni gelace a pfti aktivit¢ HRP vyssi nez
0,32 U/ml nebyl bod gelace jiz zachycen (velmi rychla gelace pod 6,5 s). Vliv koncentrace peroxidu
vodiku na rychlost gelace je maly za danych koncentraci a podminek reakce, ale na druhou stranu
ovliviiuje tuhost hydrogelu (Obr. 78, Obr. 79). Elasticky modul ode¢teny ve 3 minutach od pocatku
gelace je signifikantné ovlivnén aktivitou HRP (Obr. 78), ale tuhost ,,dozralého* gelu jiz neni za danych
podminek reakce ovlivnén aktivitou HRP — hodnoty Youngova modulu jsou srovnatelné (Obr. 79).
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Obr. 78 Zavislost elastického modulu G' (odectena hodnota ve 3 minutich od pocatku méreni)
na koncentraci H202 a aktivitée HRP.
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Youngiiv modul G' (kPa)

0,08 0,16 0,24 0,32 04

Vliv aktivity HRP 0,08-0,4 U/ml
EH2020,33mM  ®H202 0,66 mM H2020,99mM  ®mH202 1,32 mM H202 1,65 mM

Obr. 79 Zavislost Youngova modulu na koncentraci H;O; a aktivite HRP.

7.2.2.5 Porosita, struktura vs. velikost ok sité

Piibliznou primérnou teoretickou hodnotu velikosti ok hydrogelové sité neboli mesh size lze urdit
vypoctem z koeficientu nabotnani v rovnovazném stavu ¢i z hodnot smykového modulu ptipraveného
hydrogelu. Pokud hydrogely vykazuji vyssi tuhost, jejich viskdézni modul je v porovnani s elastickym
modulem velmi nizky a ztratovy thel nabyva také nizkych hodnot, zaroven smykovy a elasticky modul
jsou ¢iselné témef srovnatelné a do vypoctu lze pouzit elasticky modul dle vzorce:

6-R-T
Tmesh = (—_61)1/3 (29)

T Ny
kde R je plynova konstanta, T je absolutni teplota, Nav je Avogadrova konstanta a G' ptedstavuje
elasticky modul [19].

Hydrogely na bazi HA popsané v této praci vykazuji elasticky modul od 100—4000 Pa na zakladé volby
derivatu a jeho My, DS, koncentrace roztoku a sit'ovacich ¢inidel a dalSich parametri. Hodnota
visk6zniho modulu ptipravovanych hydrogelt je velmi nizka viici elastickému modulu, stejn€ i hodnota
ztratového uhlu nabyva velmi nizkych hodnot (ve vétsing ptipadl < 1 ©). Elasticky a smykovy modul
hydrogelti popsanych v této praci jsou srovnatelné. Metoda strain sweep byla pouzita pro stanoveni
téchto parametrii a jejich hodnota odeCtena zlinearni oblasti viskoelasticity (LVR) pfi hodnoté
deformace 1 %. V Obr. 80 je znazornén elasticky, visk6zni a smykovy modul a ztratovy uhel v zavislosti
na deformaci hydrogelu vykazujici velmi nizkou a srovnatelnou hodnotu smykového a elastického
modulu (G" = G'=~ 130 Pa).
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Obr. 80 Zavislost smykového, elastického a viskézniho modulu a ztratového uhlu na deformaci.

Velikost mesh size pfipravovanych hydrogeli dle vypoctu je v hydratovaném stavu pouze 10-50 nm.
Jedna se o primérnou hodnotu danou z vypoctu dle uveden¢ho vzorce pomoci elastického modulu
celého hydrogelu. Obecné se v hydrogelové siti budou nachézet i oka vétsi v jednotkach az stovkach
nanometri. Zatimco hodnota velikosti ok (mesh size) popisuje strukturu polymerni sité na molekularni
urovni, porosita charakterizuje mikroskopické uspotfadani hydrogelu nebo piipadné z néj pfipravenych
xerogelt. Pro detekci struktury lyofilizatti hydrogelti (xerogelu) je Siroce vyuzivana metoda skenovaci
elektronové mikroskopie (SEM). Je potieba si uvédomit, ze struktura piedstavuje pouze material
V suchém stavu. V hydratovaném a nabotnalém stavu je velikost poré mnohem mensi. Velikost
vzniklych péri je znaéné ovlivnéna mnoha faktory napft. teplotou a délkou mrazeni, vyuzitim porogeni.
Metodu lze pouZzit pouze k porovnani jednotlivych vzorkd mezi sebou v suchém stavu pii zachovani
konstantnich podminek piipravy lyofilizatu. Na Obr. 81 je vidét velikost port lyofilizatu piipraveného
Z hydrogelu na bazi HA-TA spec. A o koncentraci 20 mg/ml v PBS zesiténého pomoci HRP (0,24 U/ml)
a pfimého piidavku H>0; (0,003 %). Velikost poru se pohybuje v desitkach az stovkach mikrometra,
piestoze je dle vypoctu primérna velikost mesh size mensi nez 50 nm.

> " 3 i | - "
SEMHY 1000KY WD 54787 mm VEGAW TESCAN
SEM MAG: 69 x Det: SE Detector 600 ym 1

Date(mily) O1TAS  SI2 RESOLUTION Dighal Microscopy IM'N"

Obr. 81 SEM — zobrazeni struktury lyofilizatu pripraveného z HA-TA hydrogelu.

91



7.2.3 Vyuziti enzymatické reakce jako zdroje peroxidu vodiku

Peroxid vodiku je mozné do systému na bazi tyraminovaného derivatu HA pfidat pfimo v podobé
fedéného roztoku, anebo muze byt H>O, uvolnén béhem enzymatické reakce glukdzy
s glukozo-oxidazou ¢i galaktozy s galaktozo-oxidazou (Obr. 28). Oba systémy umoziuji fidit kinetiku
gelace a charakter gelu rychlosti vzniku peroxidu vodiku b&hem téchto enzymatickych reakci.
Piedpokladem piidavku dalsi reakce do sytému je moznost 1épe regulovat rychlost gelace i charakter
gelu. Naptiklad lze vyuzit zpomaleni gelace pti zachovani viskoelastickych a mechanickych vlastnosti
srovnatelny se systémem S piimym piidavkem H»O, (kapitola 7.2.2). V neposledni fad¢ je uvazovano
lokalni zvyseni koncentrace galaktozy v misté aplikace a nasledna aplikace roztoku HA-TA s obsahem
enzymi GaO a HRP do daného mista. Také je mozné vyuziti gelace roztoku HA-TA obsahujici GluO a
HRP v ptitomnosti krve, kde koncentrace glukozy u ¢lovéka (glykemie) dosahuje 4-6 mmol/l, tedy
v praméru 0,9 g/l.

7.2.3.1 Systém glukoza — glukdzo-oxidaza

Tento systém by mohl byt vhodny pro in situ aplikace z divodu pFitomnosti glukézy v krvi. Tento
substrat pro danou reakci je komponentou lidské krve v koncentraci 9 g/l (5 mmol/l — glykémie). Dle
in vitro experimentu pfi ptidavku roztoku obsahujici hydroxyfenyl derivat HA, HRP a GluO do roztoku
glukdzy o koncentraci 9 g/l dochazi ke gelaci (Obr. 82).

Obr. 82 Ukadzka gelace materialu na bazi HA-TA s obsahem HRP a H;O, v roztoku glukozy (9 gll).

7.2.3.1.1 Charakteristika gelu

Dle postupu popsaném v kapitole 6.2.4.5.3 byla stanovena kinetika gelace v zavislosti na koncentraci
glukozy a aktivité enzymt GluO a HRP (Obr. 83).
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Obr. 83 Zavislost ¢asu gelace na koncentraci glukozy, aktivité enzymit HRP a GIuO.
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Pro testovani vlivu koncentrace glukozy, aktivity enzymid HRP a GluO na kinetiku gelace byl pouzit
derivat HA-TA s molekulovou hmotnosti My 360 kDa a stupném substituce DS 1,6 %. Koncentrace
prekurzorového roztoku byla zvolena 20 mg/ml. Aktivita gluk6zo-oxidazy byla stanovena dle postupu
popsaného v kapitole 6.2.9.2. Obdobné jako v pfipadé systétmu HA-TA/HRP/H,O, popsaného
v kapitole 7.2.2 je rychlost gelace a charakter gelu také ovlivnéna parametry derivatu, jako jsou
molekulova hmotnost, stupen substituce ¢i koncentrace prekurzorového roztoku HA-TA, ptficemz trend
zavislosti je stejny.

7.2.3.2 Systém galaktoza — Qalaktozo-oxiddza

Galaktoza je také ptitomna v lidském organismu, ale pouze v malém mnozstvi nedostateném pro
gelaci. Tento substrat Ize ptfidat pfimo do prekurzorového roztoku anebo zvysit lokalné koncentraci
galaktozy v miste aplikace. Predpokladem je vyuziti daného systému pro oddaleni gelace pii zachovani
vhodnych mechanickych a viskoelastickych vlastnosti a nizkého stupn€ nabotnani.

7.2.3.2.1 Charakteristika gelu

Dle postupu popsaném v kapitole 6.2.4.5.3 byla stanovena kinetika gelace v zavislosti na aktivité
enzymu GaO a HRP. Pro testovani vlivu je pouzit derivat s molekulovou hmotnosti My 360 kDa a
stupném substituce DS 1,6 %. Koncentrace prekurzorového roztoku byla zvolena 20 mg/ml. Cas gelace
byl v tomto pfipadé¢ prodlouzen az na 80s (Obr. 84), piesto Youngiv modul pruznosti hydrogeld
stanoveny dle postupu v kapitole 6.2.5.1 dosahuje i pfi nejvyssi zvolené aktivité HRP a GaO nizkych
hodnot 6 kPa.
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Obr. 84 Viiv aktivity enzymit HRP a GaO (A4) a koncentrace galaktozy (B) na cas gelace.

Prodlouzeni gelace bylo docileno snizenim aktivity GaO u derivatu HA-TA s vys§im stupném substituce
2,7 % zvoleného pro docileni vyssi tuhosti hydrogelové sité (Tab. 18).

Tab. 18 Cas gelace a mechanické viastnosti hydrogelii systému Ga-GaO

Muw (kDa)/ DS (%) 370/2,7

Koncentrace HA-TA (mg/ml) 20

Aktivita HRP (U/ml) 0,25 2,90 2,90
Aktivita GaO (U/ml) 0,25 0,63 0,13
Koncentrace Ga (mg/ml) 8 8 8
Youngiiv modul pruznosti (kPa) 8 18 5
Tlakové napéti v mezi pevnosti (Pa) 51 79 924
HouZevnatost (kJ/m®) 5398 8460 65210
Cas gelace Tg () 80 25 115
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7.2.4 Porovnani charakteru gelii s pfimym pridavkem a generaci peroxidu vodiku

Za jistych podminek — vysoké koncentrace enzymu a substratu se budou systémy Glu-GluO a Ga-GaO
chovat obdobné jako systém s jednou enzymatickou reakci s pfimym ptidavkem peroxidu vodiku. Tento
jev je ukazan vgrafu na Youngovu modulu hydrogeli pfipravenych témito tfemi systémy.
U standardniho systému s pfimym ptidavkem peroxidu vodiku byla zvolena aktivita HRP 0,24 U/ml a
koncentrace peroxidu vodiku 0,003 %. Pro dosaZeni srovnatelnych vlastnosti se standardnim systémem
byla aktivita enzymu HRP navysena pro dalsi dva systémy na hodnotu 2,9 U/ml. Koncentrace glukozy
byla zvolena 0,9 mg/ml, resp. galaktézy 8 mg/ml. Aktivita GluO byla zvolena 5 U/ml (Obr. 85 A a B)
a1 U/ml (Obr. 85 C) a GaO 25 (Obr. 85 A), 15 (Obr. 85 B) a 5 U/ml (Obr. 85 C).
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Obr. 85 Srovnadni Youngova modulu systémii s primym pridavkem a generaci H,O; enzymatickou reakci
Glu-GluO ¢i Ga-GaO. Srovnani provedeno u tit derivatit HA-TA S riiznou molekulovou hmotnosti My a
stupném substituce DS.

7.2.4.1 Cytotoxicita

Viabilita 3T3 bunék zabudovanych do hydrogelu byla hodnocena pomoci metody Cell Titter Glo Assay
(stanoveni mnozstvi ATP — 6.2.11.5). Srovnani vSech 3 systému je uvedeno v daném grafu (Obr. 86).
U systému Glu-GluO je vidét pokles viability pfi pouziti standardniho kultivaéniho média obsahujici
glukozu, ktera je hlavni zivinou bunék a navic dochazi k neustalé produkci peroxidu vodiku reakci
enzymu GIluO s glukézou.

200 1 ® A) Piimy pridavek
180 - H202
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o 140 4 E B) Ga-GaO systém
£ 120 -
S 100 -
_
@ 80 - C) Glu-GluO systém.
60 - Bezglukézové
40 - médium
20 - D) Glu-GluO systém.
0 - Standardni médium

DEN 1 DEN 7 DEN 14

Obr. 86 Viabilita bunék zabudovanych v hydrogelech pro systém s primym pridavkem H>O, (A),
generaci HO2 pomoci enzymatickych reakci Ga-GaO (B) a Glu-GIuO s bezglukézovym médiem (C) a
standardnim médiem obsahujici glukézu (D).
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7.2.5 HA-PH-RGD a jeho smési s HA-TA derivatem

Byl pfipraven a charakterizovan hydrogel na bazi HA-TA derivatu vhodny jako vehiculum pro
inkorporované buriky. Dany systém vykazuje rychlou gelaci umoznujici zesiténi materialu in situ pii
zachovani vhodnych vlastnosti hydrogelu.

Pro podporu bunééné viability a adheze je Zadouci ptidavek biomolekuly podporujici bunéénou adhezi.
Jednou z moznosti je vyuziti RGD sekvence, ktera lze navazat na derivat kyseliny hyaluronové.
Vysledny derivat obsahuje RGD sekvenci i hydroxyfenylovou skupinu (HA-PH-RGDPUYRE) moznou
zesitit pomoci peroxidu vodiku a kienové peroxidazy HRP stejné jako u tyraminovaného derivatu HA
(HA-TA). Reakce je pomalejsi ve srovnani s tyraminovanym derivatem HA, a proto je zadouci
kombinace té&chto dvou derivath (HA-PH-RGDMX) pro dosaZzeni vhodné rychlosti gelace a
viskoelastickych ¢i mechanickych vlastnosti. Hydrogely obsahujici RGD sekvence jsou pfipravovany
dle postupu uvedeném v kapitole 6.2.3.

7.2.5.1 Viskozita

Viskozita byla stanovena pomoci rota¢niho reometru AR-G2 dle metodiky popsané v kapitole 6.2.4.5.1.
Roztoky HA-PH-RGDM™ o koncentraci 20 mg/ml (hmotnostni pomér HA-PH-RGDPURE:HA-TA byl
1:1, 10 mg/ml HA-PH-RGDPYRE a 10 mg/ml HA-TA) v PBS pH 7,4 byly zvoleny pro porovnani
viskozity roztokd liSici se molekulovou hmotnosti vychoziho derivatu. V grafech (Obr. 87) je
znazornéna zavislost viskozity na smykové rychlosti a hodnoty viskozit pii nulové smykové rychlosti
ziskané z viskozitnich ktivek aproximaci k nulové smykové rychlosti.
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Obr. 87 Zavislost viskozity na smykové rychlosti (Vlevo) a Viskozita pri nulové smykové rychlosti
(vpravo) pro riizné molekulové hmotnosti derivatu pri koncentraci 20 mg/ml.

7.25.2 Vytlacna sila

Vytla¢na sila byla stanovena dle metodiky popsané v kapitole 6.2.5.2. Pro aplikaci materidlu byly
pouzity 2 typy velmi tenkych jehel 25 G a 27 G s délkou 40 mm a vnitinim primérem 0,26 mm (25 G)
20,21 mm (27 G). Jehly byly zvoleny na zakladé& parametri aplika¢niho zafizeni AMCath katetr. Vnitini
prumér 1,2 m dlouhého dvoucestného katetru (0,5 mm) i jehly zakoncujici katetr (0,24 + 0,01 mm) jsou
velmi malé.
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V piipadé tohoto systému je vytlatna sila dana predevSim parametry derivatu HA (HA-TA,
HA-PH-RGD). Byly testovany derivaty liSici se v molekulové hmotnosti pfi zachovéani stejné
koncentrace roztoku derivatu 20 mg/ml v PBS (pH 7,14). Roztoky derivati spec. A a B (60-90 kDa,
240-360 kDa) lze bez vétsich obtizi vytlacit pies tenkou jehlu. V nasledujicich grafech (Obr. 88) jsou
uvedeny hodnoty maximalniho a praimérného tlaku pfi extruzi roztoku pies jehlu 25 G a porovnani
maximalniho tlaku pfti vytlaku ptes oba typy jehel.
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Obr. 88 Wytlacnd sila — maximalni a priimérny tlak vytlacovanych roztokii HA-PH-RGDM (spec A a B)
pres jehlu o velikost 25 G (vlevo) a srovnani hodnoty maximdlniho tlaku pro jehlu pri 25 a 27 G
(vpravo).

7.25.3 Cas gelace

Byl testovan material na bazi HA-PH-RGDM™* (1:1) v koncentraci 20 mg/ml v roztoku PBS (pH 7,4) se
sitovacimi ¢inidly 1 (koncentrace H,O, 0,003 %, aktivit¢ HRP 0,24 U/ml) s nizkou (60-90 kDa) a
stiedni My, (240-360 kDa). V Obr. 89 je vidét prubéh kinetiky gelace téchto dvou materiald a ¢as gelace
je zaznamenan v nasledujicim Obr. 90.
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Obr. 89 Zavislost elastického a viskézniho modulu na case U materidlii na bdzi derivatu HA-PH-RGDM™
spec. A o koncentraci 20 mg/ml s riiznou M. Aktivita HRP je 0,24 U/ml a koncentrace H,O, 0,003 %.
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Obr. 90 Cas gelace Tg materidalii na badzi derivatu HA-PH-RGDM™ spec. A o koncentraci 20 mg/ml
S riiznou molekulovou hmotnosti. Aktivita HRP 0,24 U/ml, koncentrace H,O; 0,003 %.

U derivatu spec. A s nizkou My, (60-90 kDa) byla porovnana rychlost gelace HA-PH-RGDPURE a smési
HA-PH-RGDMX (20 mg/ml, PBS 7,4) se sitovacimi cinidly 1 (koncentrace H;0, 0,003 %, aktivita HRP
0,24 U/ml), jak je vidét v Obr. 91.
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Obr. 91 Cas gelace Tg materidalii na bazi derivatii HA-PH-RGDPURE a HA-PH-RGDM'X spec. A
(20 mg/ml, PBS 7,4) se sitovacimi ¢inidly 1 (koncentrace H,O, 0,003 %, aktivita HRP 0,24 U/ml).

U smési derivati HA-PH-RGDMX spec. A (M, 60-90 kDa) bylo promé&feno mnozstvi pfipravenych
vzork lisicich se Sarzi vstupniho derivatu HA-PH-RGDM™X spec. A, $arzi HRP a H,O,. Tyto aspekty
z aplika¢niho hlediska minoritné ovliviiuji rychlost gelace, jak je vidét v Obr. 92.
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Obr. 92 Cas gelace vzorkii lisicich se Sarzi derivatu HA-PH-RGDM™ spec. A ¢i sarzi HRP a H,0,.
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7.2.5.4 Viskoelastické vlastnosti
Viskoelastické vlastnosti hydrogelti na bazi HA-PH-RGDM™ jsou soucasti kapitoly 7.5.

7.2.5.5 Cytotoxicita

Cytotoxicita samotnych sitovacich ¢inidel byla testovana v ramci kapitoly 7.2.1.4.2. Nize v Obr. 93 je
znazornén vliv vzorkl pfipravenych derivatt HA-PH-RGDPURE, HA-TA a HA-PH-RGDMX
na bunécnou viabilitu ADSC.
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Obr. 93 Aktivace a inhibice ADSC vyjddrena v procentech viici prislusné kontrole CTRL u hydroxyfenyl
derivatii HA specifikace A s nizkou My, (HA-TA a HA-PH-RGDPYRE a jejich smés HA-PH-RGDM™).

7.2.5.6 Botndni hydrogelit — in vitro stabilita HA-PH-RGD hydrogeli

Hydrogely na bazi HA-PH-RGDMX byly ptipraveny v roztoku PBS pH 7,4 o koncentraci 20 mg/ml. Dle
postupu uvedeném v kapitole 6.2.3 byly ptipraveny gely o praméru 11,1 mm a hmotnosti 300-500 mg.
Hydrogely byly po zvaZzeni vlozeny do vialek a zality 3 ml roztoku PBS a uchovavany v inkubatoru po
dobu 8 tydnu. Koeficient nabotnani byl spocten jako podil hmotnosti gelu po a pied botnani (Tab. 19) a
byl sledovan spolu s Youngovym modulem po dobu 8 tydnti.

Tab. 19 Botndni hydrogelii HA-PH-RGDM* v PBS (pH 7,4) po dobu 8 tydni

Konﬁigzrace HRP Cast Koeficient nabotnani Q Youngiav modul
[0)
(%) (U/ml) + SD (%) + SD (kPa)

0 dni 100,0 97+12

1 dni 143,3+2,0 84+1,1

7 dni 1454+24 81+1,1

HA-PH- 14 dni 152,0+0,6 6,8+0,2
RGDMIX 0,003 0.24 21 dni 161,8+12,8 56+0,7
28 dni 169,1+4,0 6,7+0,9

6 tydnu 183,1+55 6,1+£19

8 tydni 178,9+0,5 6,4+12

7.2.5.7 Degradace

Postup degradace a stanoveni je popsan v kapitole 6.2.7.1. Hydrogely na bazi HA-PH-RGDM™ a roztoky
vysokomolekularni HA byly degradovany pomoci enzymu BTH za stejnych podminek (pH, teplota).
Pocate¢ni koncentrace (mg/ml) a aktivita hyaluronidazy BTH (U/mg) byla v obou piipadech stejna a
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kinetika degradace je proto porovnatelnd. Kumulativni tvorba produktu (degradace substratu) je ukazéana
v Obr. 94.
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Obr. 94 Kumulativni tvorba produktu.

Kinetické parametry byly urceny z integrované rovnice Michaelis-Mentenové ve tvaru:

Cso _1_Vmax_ 1 ‘P

In —-= —
Cso—Cp T Ky Ky T

kde cg, je koncentrace substratu na pocatku, cp koncentrace produktu, v,,,, piedstavuje maximalni
rychlost, Ky, je Michaelisova konstanta a 7 vyjadiuje Cas.

Zavislost In —S°

— % na %P byla vynesena do grafii (Obr. 95). Usek na svislé ose je roven vmax /K. Pro
So—¢tp

HA-PH-RGDMX je Ky = 196,18 + 15,76 umol-I?, Vmax = 0,86 + 0,02 umol-I'™-min a pro roztok
vysokomolekularni (HMW) HA: Ky =500 + 170 umol-I", Vmax= 5,6 + 1,9 pmol-I"-minZ,
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Obr. 95 Integrovand forma rovnice Michaelis-Mentenové pro hydrogel na bazi HA-PH-RGDM* a
roztok HMW HA.
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7.3 Bunécna interakce s hydrogely

Pro buné¢nou adhezi je nutné zakomponovat do struktury hydrogelt na bazi HA adhezivni molekuly.
Jako adhezivni molekula byl zvolen fibrinogen, ktery 1ze snadno zakomponovat do struktury hydrogelu
na bazi HA-TA i HA-Ox derivatu v koncentraci 1 mg/ml, a ktera je dostacujici pro podporu bunééné
adheze. Fibrinogen je znamy koagulaéni faktor, ktery neni ve struktuie hydrogelu pévné vazan a je zde
mozné riziko koagulace pfi jeho pfimé aplikaci do srdecni tkané. Proto byl také pfipraven a testovan
hydroxyfenyl derivat HA nesouci pevné vdzanou RGD sekvenci (HA-PH-RGDPURE) ¢i v kombinaci
s tyraminovanym derivatem HA-TA tvoiici smés HA-PH-RGDM'X [88].

7.3.1 Bunééna adheze k povrchu materialu

7.3.1.1.1 HA-TA

Bez ptitomnosti adhezivni molekuly nedochazi k adhezi na povrch hydrogelu na bazi hydroxyfenyl
(tyraminovaného) derivatu HA (HA-TA). Bun&¢na adheze na povrch hydroxyfenyl derivatu HA s RGD
sekvenci a ptidavku fibrinogenu je uvedena v publikaci autorky Zaviskové, ktera byla testovana
za Gicelem regenerace poranéni michy [165].

7.3.1.1.2 HA-Ox/POA

Pro detekci bunééné adheze k povrchu hydrogelu na bazi HA-Ox/POA byly pouzity kmenové bunky
SC. Pro podporu bunééné adheze byl zakomponovan do hydrogelu fibrinogen v koncentraci 1 mg/ml.
Do 24-jamkového kultivaéniho panelu bylo aplikovano 400 ul testovaného materialu na jamku a
po zgelovani byly do kazdé jamky pridany bufiky v koncentraci 1,3-10%. Jako kontrola je vyuzita jamka
bez obsahu materialu. Specifikace testovanych materialt je uvedena v tabulce (Tab. 20).

U vsech testovanych hydrogelt na bazi HA-Ox/POA dochazi k adhezi bunék na jejich povrch (Obr. 96).
Hydrogely se lisi rychlosti gelace a tuhosti finalni hydrogelové matrice, jak je vidét v Obr. 97, coz
ovliviiuje i samotnou bunéénou adhezi (Obr. 96).

Tab. 20 Specifikace testovanych materidilii

Mw DS Pomér vaznych | Konc. HA-Ox | Konc. POA Rosnonktidlo
(kDa) | (%) | mist NH2:CHO |  (mg/ml) (mg/ml) P
HA-Ox 80 9 12 40 0,4
0
+1 mg/ml 600 6 11 20 0,28 0’9,<‘l’£|n°k
fibrinogenu 800 9 1:2 20 0,2

DEN 1

DEN 4

DEN 7

100

Kontrola

Obr. 96 Bunécnd adheze SC na povrchu hydrogelu na bdzi HA-Ox/POA.
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Obr. 97 Kinetika gelace (cas gelace a elasticky modul odecteny po 15 min gelace) materidlii vyuZitych
pri adhezi bunék k povrchu hydrogelu.

7.3.2 Inkorporace bunék do hydrogelu

Pro dosazeni pozadovaného efektu regenerace tkané po infarktu myokardu je nutné do hydrogelu
zakomponovat co nejvice bunék pii zachovani jejich viability, moznosti proliferace a soucasné
zachovani vhodnych vlastnosti materialu.

7.3.21 HA-Ox

Bunky linie HCT-116 v koncentraci 10 a 30 milioni na 1 ml hydrogelu byly inkorporovany
do hydrogelu na bazi HA-Ox (M, 250-350 kDa, DS 8-10 %) o koncentraci 20 mg/ml v 0,9% roztoku
NaCl, POA o koncentraci 0,4 mg/ml s pomérem NH2:CHO 1:1. U hydrogelt na bazi oxidované formy
HA se zvySenym mnozstvim bun€k dochazi ke znatelnému ovlivnéni hydrogelace za vzniku velmi malo
a nehomogenné zesiténych hydrogelti (10 mil. HCT-116/ml) ¢i hydrogely nevznikaji viibec (30 mil.
HCT-116/ml). Navic signifikantni prodlouzeni gelace (30 minut a vice), béhem niz buiky nejsou
v kontaktu s kultiva¢nim médiem, neni v souladu s Zivotaschopnosti bunék i s danou aplikaci.

7.3.2.2 Hydroxyfenyl derivit HA (HA-TA, HA-PH-RGD)

7.3.2.2.1 Tyraminovany deriviat HA (HA-TA)

Kviili vysokému poctu bunék potiebného na dané experimenty byly zvoleny HCT-116, bunééna linie
vyznacujici se vysokou proliferacni schopnosti, u které 1ze, na rozdil od kmenovych bunék, kultivaci
in vitro pted inkorporaci bunék do scaffoldu, ziskat velky pocet bunék. Buiiky v koncentraci 1-100
miliont na 1 ml hydrogelu byly inkorporovany do jeho struktury na bazi tyraminovaného derivatu HA
(HA-TA) vPBS (pH 7,4) (Obr. 98). Aktivita HRP a koncentrace peroxidu vodiku byla navysena
na hodnotu 0,5 U/ml a 0,005 %.
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Obr. 98 Inkorporace vysokého mnozstvi bunék do hydrogeli na bdzi HA-TA. A—10 mil. b./ml,
B —30 mil. b./ml, C — 50 mil. b./ml a D — 100 mil. b./ml. Kultivace den 3.

U pfipravenych hydrogeld byl testovan vliv poctu inkorporovanych bun¢k na mechanické vlastnosti.
Pii zvolené koncentraci bunék 50 a 100 mil. b./ml dochazi ke znatelnému vlivu na gelaci, hydrogely
ztraci integritu a tvarovou stalost, a proto nebylo mozné stanovit mechanické vlastnosti v kompresi.

Tab. 21 Viiv poctu bunék inkorporovanych do hydrogelu na jeho mechanické viastnosti

Koncentrace Cas t kultivace Youngiv modul Napéti v mezi pevnosti HouZevnatost
bunék (mil./ml) (dny) (kPa) (kPa) (I/m3)
1 0 18,2 83,6 6591

3 15,6 162 10817
10 0 13,4 241 14379

3 12,2 145 8615
20 0 9,43 165 12585

3 9,12 58,6 3554
30 0 8,93 98,0 8185

3 6,31 22,2 2143
50 0 Hydrogely ztraci integritu a tvarovou stalost. Stanoveni

3 mechanickych vlastnosti neprovedeno. Hydrogely lze pfipravit
70 0 pouze pii navyseni sitovacich ¢inidel (aktivita HRP 1 U/ml a

3 koncentrace peroxidu vodiku 0,01 %)

0 Hydrogely ztraci integritu a tvarovou stalost. Stanoveni
100 o .

3 mechanickych vlastnosti neprovedeno.

U daného typu derivatu HA-TA a bunék HCT-116 byl také testovan vliv vysokého mnoZstvi
inkorporovanych bunék a délky kultivace na viabilitu a proliferaci bunék. Bunky o koncentraci
70 mil. b./ml byly inkorporovany do hydrogelu se zvySenym obsahem c¢inidel (HRP 1 U/ml a
koncentrace peroxidu vodiku 0,01 %) kvuli snizeni efektu bunétné suspenze na gelaci a tuhost
hydrogelové sité. Buiiky po 7 dnech dosahuji maximalni mozné hustoty (konfluence) a proliferace je
omezena (Obr. 99). Kultivace byla ukoncena po 9 dnech, kdy doslo ke znatelnému poklesu viability
bunék kvili nedostatku vymeény zivin a metaboliti ve scaffoldu.

Obr. 99 Inkorporace vysokého mnozstvi bunek (70 mil. b./ml) do hydrogeli na bazi HA-TA. Viiv délky
kultivace na bunécnou viabilitu. A—den 0, B —-den 2, C—den 7, D —den 9.
7.3.2.2.2 HA-PH-RGD, Kardiopoietické buiiky (ADSC)

Pro danou aplikaci byly pouzity kardiopoietické butiky ADSC. Na zakladé vysledki z ptedchozi
kapitoly neni zadouci inkorporace vice nez 30 mil. buné¢k HCT-116 na 1 ml hydrogelu a pii 30 mil. b./ml
dochazi k poklesu mechanickych vlastnosti hydrogelu béhem nasledné kultivace. Zvolené finalni
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mnozstvi bunék (ADSC) inkorporovanych do hydrogelu bylo 20 mil na 1 ml hydrogelu. Ke zvyseni
bunééné adheze byl pouzit derivat s navazanou peptidovou sekvenci HA-PH-RGD.

7.3.2.2.2.1 Vliv mnoistvi RGD na bunéénou adhezi a charakter gelu

Byla porovnana adheze bun¢k inkorporovanych v hydrogelu na bazi hydroxyfenyl (tyraminovaného)
derivatu HA (HA-TA), hydroxyfenyl derivatu HA s RGD sekvenci HA-PH-RGDPURE a kombinace
téchto dvou materiald HA-PH-RGDM™X v hmotnostnim poméru 1:1 (Obr. 100). Koncentrace derivéatu
v gelu byla 20 mg/ml, spec. A (Mw 60-90 kDa), v PBS pH 7,4. Dle piedpokladu u hydrogelu na bazi
HA-TA derivatu bez RGD sekvence nedochazi k adhezi buné¢k na povrch hydrogelu, kdezto
s piidavkem RGD sekvence se projevuje bunééna adheze u obou materiali. U hydrogeld S riznym
obsahem RGD bylo vhodnou volbou koncentrace ¢inidel dosazeno srovnatelné tuhosti pied zac¢atkem
experimentu (Youngiv modul je roven 6-10 kPa), pfesto po 14 dnech kultivace hydrogel na bazi
HA-PH-RGDPYRE botn4 a degraduje signifikantné vice.

HA-TA Koncentrace H,0, 0,003 % Aktivita HRP 0,24 U/ml
HA-PH-RGDFPURE Koncentrace H,0, 0,005 % Aktivita HRP 0,56 U/ml
HA-PH-RGDMX Koncentrace H,0, 0,005 % Aktivita HRP 0,4 U/ml

DEN 1 DEN 3 DEN 7 DEN 14

HA-TA
HRP 0,24 U/ml
H,0, 0,003 %

HA-PH-RGDPURE
HRP 0,56 U/ml
H,0, 0,005 %

HA-PH-RGDMX
Sit'ovaci ¢in. 2
HRP 0.4 U/ml
H,0, 0,005 %

Obr. 100 Inkorporace a kultivace ADSC bunék v hydrogelech. Adheze bunék v hydrogelu na bdzi
hydroxyfenyl (tyraminovaného) derivatu HA (HA-TA), hydroxyfenyl derivatu HA s RGD sekvenci
HA-PH-RGDPYRE ¢ kombinace téchto dvou materiali HA-PH-RGDM* v hmotnostnim poméru 1:1.
Vzhled hydrogelii po 14 dnech kultivace.

7.3.2.2.2.2 Vliv stupné zesiténi hydrogelu na bunécénou adhezi

Dale byly testovany gely na bazi HA-PH-RGDM'™ s riznou tuhosti, kterd byla ¥izena ptidavkem
sitovacich ¢inidel (HRP, H05).

ey e

H»0; 0,66 mM) (Obr. 101 sitovaci ¢inidla 0), na druhou stranu gely rychle degraduji a po 14 dnech je
gel 290 % zdegradovan. Gely také vykazuji vysoky stupefi nabotnani, coz neni aplikaéné vhodné,
jelikoz by mohlo dojit k vyraznému tlaku na okolni tkan. Na druhou stranu tuzsi hydrogely
(HA-PH-RGDM™  sitovaci ¢inidla 2 Obr. 101) si zachovavaji tvar, botnaji méné a degraduji postupné.
Adheze se projevuje az po 14 dnech kultivace. Analyzou obrazu z fotek Live/Dead byly ziskany data
uvedené v Obr. 102.
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HA-PH-RGDMKX
Sitovaci ¢in. 0
HRP 0,16 U/ml
H,0, 0,002 %

HA-PH-RGDMKX
Sitfovaci ¢in. 2
HRP 0.4 U/ml
H,0, 0,005 %

HA-PH-RGDMKX
Sitovaci ¢in. 0
HRP 0,16 U/ml
H,0, 0,002 %

HA-PH-RGDMKX
Sitovaci ¢in. 2
HRP 0,4 U/ml
H,0, 0,005 %

DEN 1 DEN 7

DEN 14

Obr. 101 Viiv tuhosti gelit na bunécnou adhezi a rist ADSC. Materidly s nizsim pridavkem sitovacich
Cinidel (HRP 0,16 U/ml, H>O, 0,002 %) s nizsi tuhosti (Sitovaci cinidla 0) a vyssim pridavkem
sitovacich cinidel (HRP 0,4 U/ml, H,O; 0,005 %) s vyssi tuhosti (Sitovaci cinidla 2).

3500 -

3000 -

2500 -

Pocet bunék/fotce

® Neviabilni buiiky
B Viabilni buiiky

DEN 1

2000 -
1500
1000 -
500 A
0

DEN 7 DEN 14 DEN21 DEN1 DEN 7 DEN 14 DEN21
Sitovaci ¢in. 0 (HRP 0,16 U/ml, H202 0,002 %) Sitovaci ¢in. 2 (HRP 0,4 U/ml, H202 0,005 %)

Obr. 102 Viabilita bunék inkorporovanych do hydrogelu na bazi HA-PH-RGDM™ zesiténé pomoci HRP
a H20; o riizné koncentraci.
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7.3.2.3 Vliv inkorporovanych bunék na charakter hydrogelu na bazi HA-PH-RGDMX

Hydrogely byly piipraveny dle postupu v kapitole 6.2.3. Zvoleny finalni material HA-PH-RGDM™ byl
rozpustén v roztoku PBS pH 7,4 v koncentraci 20 mg/ml. V ptipadé bunéénych hydrogelt byla pti gelaci
ptidana bunécna suspenze s finalni koncentraci 20 mil. ADSC/ml.

Hydrogel

Bez bunék Sitovaci ¢inidla1  Konc. H.0, 0,003 %  Aktivita HRP 0,24 U/ml
Bez bunék Sit'ovaci ¢inidla2  Konc. H.0, 0,005 %  Aktivita HRP 0,4 U/ml
20 mil. ADSC/ml Sitovaci ¢inidla 1~ Konc. H20, 0,003 %  Aktivita HRP 0,24 U/ml
20 mil. ADSC/ml Sitovaci ¢inidla2  Konc. H20, 0,005 %  Aktivita HRP 0,4 U/ml

U materialu bez bun¢k se sitovacimi ¢inidly 1 bylo docileno optimalnich vlastnosti hydrogelu z pohledu
rychlosti gelace, mechanickych a viskoelastickych vlastnosti ¢i botnani (HA-PH-RGDM™ sitovaci
¢inidla 1, kapitola 7.2.5). Pokud jsou ale do hydrogelu inkorporovany buiky, dochazi ke znatelnému
botnani a degradaci béhem kultivace (Obr. 105). Tento negativni jev je pravdépodobné zplsoben
dekompozici peroxidu vodiku vedouci k prodlouzeni gelacniho ¢asu a poklesu tuhosti hydrogelové sitg,
resp. Youngova modulu po inkorporaci bunék (Obr. 103 hydrogel obsahujici sitovaci ¢inidla 1 — bez
bune€k vs. inkorporace 20 mil. ADSC/ml). NavySenim koncentrace ¢inidel lze tyto nevyhovujici
vlastnosti eliminovat a dosahnout srovnatelnych vlastnosti gelu s obsahem ADSC jako v piipadé
hydrogelu bez bunék (Obr. 103 — hydrogel obsahujici sitovaci ¢inidla 2 s inkorporovanymi 20 mil.
ADSC/ml). Také rychlost gelace je u hydrogelu bez bungk s nizsim obsahem sitovacich ¢inidel (1) a
buné¢ného hydrogelu s vyssim obsahem sitovacich ¢inidel (2) srovnatelna (Obr. 104).

16 -
14 -
=a 12 -
g E
5 = 10 -
22
ES 8-
> £
S g
g )g 6 -
=
> 4
2 -
0 -
Youngtiv modul (kPa) Houzevnatost (J/dm3)
B Bez bunék, Sit'ovaci ¢inidla 1 B Bez bunék, Sitovaci ¢inidla 2
20 mil. ADSCs/ml, Sit'ovaci ¢inidla 1 20 mil. ADSCs/ml, Sitovaci ¢inidla 2

Obr. 103 Youngiiv modul a houzevnatost hydrogelii bez bunék a s obsahem 20 mil. ADSC na 1 ml
S riiznym stupném zesiténi uréenym sitovacimi cinidly: 1 (koncentraace H.O, 0,003 %, aktivita HRP
0,24 U/ml) a 2 (koncentrace H20. 0,005 %, aktivita HRP 0,4 U/ml).
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Obr. 104 Cas gelace hydrogelu bez bunék s obsahem sitovacich cinidel 1 a hydrogelu
S inkorporovanymi buitkami (20 mil. ADSC/ml) s obsahem sitovacich cinidel 2.

DEN 14 DEN 21 DEN 28

HA-PH-RGDMIX
Sitovaci ¢in. 1
HRP 0.24 U/ml
H,0, 0,003 %

HA-PH-RGDMIX
Sitovaci ¢in. 2
HRP 0,36 U/ml
H,0, 0,005 %

Obr. 105 Viiv tuhosti gelii na adhezi a rist ADSC. Materidly s nizSim piidavkem sitovacich cinidel
(HRP 0,24 U/ml, H,O, 0,003 %) s nizsi tuhosti (Sitovaci ¢in. 1) a vyssim pridavkem sitovacich cinidel
(HRP 0,4 U/ml, H202 0,005 %) s vyssi tuhosti (Sitovaci c¢in. 2).
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7.4 Detekce hydrogeli

7.4.1 Sirius Red, methylenova mod¥

K detekci hydrogelu v tkani 1ze vyuZit rizné typy barevnych slouc¢enin. Podminkou vybéru je predevsim
kompatibilita s vybranym sitovacim systémem. Byly vybrany 2 bézné dostupna barviva Sirius Red a
methylenova modt, které nemaji signifikantni vliv na rychlost gelace a charakter vzniklého gelu na bazi
enzymatického systému. Prekurzorovy roztok obsahujici Sirius Red byl aplikovan do kufeci svalové
tkan¢ a nasledné proveden fez skalpelem (Obr. 106). Hydrogel je velmi dobfe detekovatelny v dané
tkani, ale neni vhodny pro tkan srde¢ni vzhledem Kk barevné podobnosti s tkani. Dané barvivo bylo
pouzito pro vizualizaci homogenity ptipravenych hydrogela (Obr. 109, Obr. 115). Methylenova modf
byla vyuzita pro detekci materialu (gelu) ve SPREADS kapse (Obr. 114) v ramci preklinickych studii.

aey

A) B)

Obr. 106 Misto po vpichu jehly v kureci thani (A). Zesitény hydrogel s obsahem barviva Sirius Red po
rozriznuti tkané skalpelem (B).

7.4.2 Dityramin

Vznikajici dityramin béhem sitovaci reakce (enzymaticky systém) je mozné detekovat pod UV lampou,
jelikoz se jedna o fluorofor. Na Obr. 107 je znazornén vznikly gel pfipraveny in situ. Jako material byl
zvolen HA-TA derivat (spec. A) o koncentraci roztoku 20 mg/ml s koneénou aktivitou HRP 0,24 U/ml
a koncentraci H.0 0,003 %. Jako testovaci objekt byla zvolena praseci srde¢ni tkan. Na Obr. 107 A je
vidét misto po vpichu jehly. Na Obr. 107 B je po roziiznuti tkané skalpelem viditelny zesitény hydrogel.
Posledni fotka Obr. 107 C znazornuje hydrogel pod UV lampou. Nevyhodou je moznost detekce pouze
hydrogeli s vys$§im stupném zesiténi. Malo zesiténé hydrogely ¢i prekurzorové roztoky nelze detekovat.

|

Obr. 107 Misto po vpichu jehly v srdecni tkani (A). Zesitény hydrogel pripraveny in situ (B). Detekce
hydrogelu pod UV lampou (C).
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7.4.3 Fluorescenéni derivat

Prekurzorové roztoky ¢i hydrogely na bazi HA-PH-FITC je mozné detekovat v tkani, jelikoZz pouzita
fluorescencni znacka FITC emituje zafeni pfi vinové délce 519 nm plisobenim viditelného svétla
(absorpéni maximum pii 495 nm), ale i pti nizsi vinové délce (UV).

Enzymaticky zesiténé hydrogely byly piipraveny pomoci HRP a H>O, obdobné dle reakce uvedené
v kapitole 6.2.2.2. Fluorescenéné znaeny derivat na bazi HA (HA-PH-FITC) byl syntetizovan dle
postupu uvedeném v kapitole 6.1.1.2.3. Intenzita fluorescence derivatu HA-PH-FITC je velmi vysoka,
a proto byla v dané praci pouzita smés tyraminovaného derivatu HA-TA (95 % w/w, spec. A) a
HA-PH-FITC (5 % w/w, spec. B), tedy HA-PH-FITCM'X,

Vzorky na bazi HA-PH-FITCM byly aplikovany pomoci jehly o velikosti 25 a 27 G do kadaveru
(praseci srde¢ni tkan€). Vyhodou je moznost vizualizace i prekurzorovych roztoka pied gelaci, a to
uvnitt i vné tkang. V piipadé hydrogela s velmi pomalou gelaci (> 60 s, Obr. 108 A) dochazi k vytékani
materialu z mista aplikace. V pripadé geld s rychlejsi gelaci (Obr. 108 B a C) byly vzorky po 60 s
roziiznuty skalpelem a pomoci UV lampy vizualizovany hydrogely. V piipadé hydrogelu s velmi
rychlou gelaci (<10s, Obr. 108 B) zustava material v misté v pichu, ale nedochazi vibec k jeho
rozprostieni. Na druhou stranu pii vyuziti derivatu s nizkou My s ¢asem gelace 15-30 s, material
nevytéka z tkané, ale ¢aste¢né difunduje tkani (Obr. 108 C).

B)

Obr. 108 Detekce hydrogelu v tkani. Hydrogel s pomalou gelaci (> 60 s) (A), hydrogel s velmi rychlou
gelaci (< 10 s) (B), hydrogel s gelaci (15-30 s) (C).
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7.5 Kompatibilita vybraného materialu s aplika¢nimi zafizenimi

Na zakladé¢ dosazenych vysledku (7.2.5, 7.3.2.3), byl pro testovani pouzit derivat na bazi
HA-PH-RGDMX, ktery lze zesitit enzymatickou reakci pomoci enzymu HRP pfi pidavku peroxidu
vodiku, a jenz podporuje viabilitu a adhezi bun€ék ADSC ve finalni zvolené koncentraci 20 mil./ml
hydrogelu (7.3.2.2.2).

Pro snadnou aplikovatelnost materialu pomoci aplikac¢nich zafizeni byl zvolen derivat s nizkou
molekulovou hmotnosti 60-90 kDa vykazujici v koncentraci 20 mg/ml nizkou viskozitu
prekurzorovych roztoki (7.2.5.1). Dalsim dulezitym parametrem je gelacni Cas, ktery nesmi byt piilis
rychly, aby nedoslo k zatuhnuti v aplika¢ni ¢asti SPREADS zatizeni ¢i v jehle Katetru, ale také piilis
dlouhy, aby nedochéazelo k vytékani materialu z mista aplikace pii pouziti katetru jako aplika¢niho
zafizeni. Aktivita HRP a koncentrace H,O byla proto zvolena u scaffoldu bez bunék 0,24 U/ml a
0,003 %. Pti inkorporaci bunék ADSC v hustoté 20 mil. b./ml byl navySen obsah sitovacich ¢inidel
(HRP 0,4 U/ml a H,O, 0,005 %) pro zachovani vhodné rychlosti gelace a charakteru gelu (7.3.2.3).
Vysledky popisu charakteru finalniho materidlu a jeho kompatibility s aplikacnimi zafizenimi jsou
uvedeny v danych publikacich [166, 167].

7.5.1 Aplikace materialu pomoci katetru

Pro moznou aplikaci daného materialu do srde¢ni tkané byl vramci EU projektu AMCARE
(FP7-NMP-2013-SME-7) partnery navrzen specialni katetr AMCath s uzpusobenym davkovanim
vzorku popsany v uvedené publikaci [166]. Katetr délky 1,2 m je sloZen ze dvou piivodnych hadi¢ek
S vnitinim priamérem 0,5 mm zakonéenych nastavcem majici luer lock pro mozné napojeni stikacek,
které obsahuji prekurzorové roztoky HA-PH-RGDM se sit'ovacimi ¢inidly a ADSC buiikami. Piivodna
dvoucestna hadicka vede do reservoaru o objemu 5 ml v koncové ¢asti katetru, kde dochazi ke smiseni
dvou prekurzorovych roztokt. Katetr je zakoncen konickou jehlou s velmi malym vnitinim primérem
(0,24 + 0,01 mm). Katetr, vyjma uchytné ¢asti, je ptes abdominalni aortu zaveden do srdce, kde jsou
aplikovany malé davky materialu (200 pl) do srdeéni stény. Struktura noveé navrzeného katetru AMCath
je ukazana v ptiloze 12.2.

7.5.1.1 Charakterizace hydrogelit pFipravenych pomoci katetru

Byly porovnany vlastnosti hydrogelti pfipravenych pomoci Contipro smésovace (6.2.3) a katetru
AMCath. Koncentrace findlniho materialu HA-PH-RGDM™* (1:1) byla 20 mg/ml v PBS (pH 7,4),
koncentrace H-O. 0,003 % a aktivita HRP 0,24 U/ml. Byly stanoveny viskoelastické a mechanické
vlastnosti hydrogelti a stupei nabotnani.

Homogenita ptipravenych hydrogell byla testovana vizualné pomoci barviva Sirius Red, ktera byla
zamichana do prekurzorového roztoku pted jeho pripravou. Vizudlné nebyl zaznamenan signifikantni
rozdil mezi hydrogely pfipravenymi pomoci homogenizatoru a katetru (Obr. 109).

Na druhou stranu tuhost hydrogelti pfipravenych pomoci standardniho sméSovace byla vyssi
Vv porovnani s hydrogely pfipravenymi pomoci katetru (Obr. 110, Obr. 111). Tuhost sité byla urcena
stanovenim elastického G' (viskdézniho modulu G”, ztratového uhlu d) a Youngova modulu Y — pro
hydrogel pripraveny sméSovacem jsou hodnoty nasledové: G'=825Pa, G"=3,2Pa, J=0,22°,
Y =9,7 kPa a pomoci katetru G' = 701 Pa, G" = 4,3 Pa, 5= 0,36°, Y = 7,7 kPa se statistickym rozdilem
pro G' p=0,0002 a pro Y p=0,0077. Stupeii nabotnani (Obr. 112) byl také vyssi u hydrogelt
pripravenych pomoci katetru (52,5 % vs. 43,3 %, p = 0,0077), coz koreluje s vysledky dosazenymi pti
testovani viskoelastickych a mechanickych vlastnosti. Rozdil nebyl zaznamenan u houzevnatosti
stanovené podilem energie, potiebné k naruseni hydrogelu, a objemu hydrogelu (0,35-0,45 ml).
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Obr. 109 Homogenita hydrogelii pripravenych pomoci Contipro homogenizatoru typu Benchtop (A) a
katetru AMCath (B) vizudiné zndzornéna pomoci pridavku barviva Sirius Red.
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Obr. 110 Younguv modul a houzZevnatost hydrogelii pripravenych pomoci Contipro (CNT)
homogenizatoru typu Benchtop a katetru AMCath.
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Obr. 111 Elasticky modul hydrogelii pripravenych pomoci Contipro (CNT) homogenizatoru typu
Benchtop a katetru AMCath.
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Obr. 112 Stupen nabotnani Q hydrogelii pripravenych pomoci Contipro (CNT) homogenizdtoru typu
Benchtop a katetru AMCath.

Jiz v ramci kapitoly 7.2.5.2 byla testovana vytla¢na sila u dvou typt derivatt HA-PH-RGDM™ s riznou
M a dvou typu jehel (25 G a 27 G) se srovnatelnym vnitinim prumérem, jako je u jehly zakoncujici
katetr. Vytlacna i maximalni sila byla niz8i u hydrogelu na bazi derivatu s nizkou My (60-90 kDa)
spec. A, ktera je i finalni specifikaci.

Pro snadnou aplikovatelnost in vivo je dilezité stanoveni maximalni sily potfebné pro extruzi materialu
pfi stlaceni stiikacek spojenych s katetrem. Obecné je maximalni vhodna sila pro stlaeni muzem 70 N
a zenou 50 N. Byla stanovena maximalni sila pro extruzi finalniho materialu pomoci AMCath katetru

v prubehu gela¢niho procesu. Béhem gelace dochazi k nartistu maximalni sily, ale ta nepfesahuje
hodnotu 50 N (Obr. 113) [166].
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Obr. 113 Zavislost maximalni sily na case pii extruzi finalniho materialu pomoci katetru béhem
gelacniho procesu [166].
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7.5.2 Aplikace materialu pomoci SPREADS zarizeni

SPREADS je specialni aplika¢ni zafizeni, které bylo vyvinuto spole¢nosti AdjuCor GmbH
(https://www.adjucor.com/). Je slozeno z nosné kapsy (substance carrier) a 3 piivodnich hadi¢ek (suply
line) — jedna pro aplikaci hydrogelového prekurzorového roztoku do rezervoaru ve stiedu kapsy a dvou
hadic¢ek pro dopraveni bioadheziva do rezervoaru nachazejici se po obvodu kapsy. Spodni ¢ast nosné
kapsy je tvofena biodegradabilni polopropustnou membranou (Obr. 114) [167, 169].

, Bioadhezivum B) @’Q

Cist B:
W ;&' i 5 NIX
Cist A: _E I;IL“;) PH-RGD?

N
HA-PH-RGDMX '
ADSCs R

L( '( W Staticky mixer

Rezervoar
pro hydrogel

Nosna kapsa

Rezervoar
pro bioadhezivni lepidlo

Obr. 114 Zarizeni SPREADS je sloZené z nosné kapsy a aplikacnich hadicek (A) a sméSovace pro
pripravu homogenniho roztoku (B). Ukdzka 7ezu nosné kapsy aplikované na prasecim kadaveru
obsahujici hydrogel obarveny methylenovou modri (C) [167].
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7.5.2.1 Charakterizace hydrogelii pripravenych pomoci aplikacni ¢asti zarizeni SPREADS

Pro smiseni prekurzorovych roztokd byl pouzit sméSovac zakoupeny od spolecnosti MEDMIX
(https://lwww.medmix.ch/). Byly porovnany vlastnosti hydrogelti pfipravené timto sméSovacem
s transportni hadickou vedouci do nosné kapsy SPREADS zatizeni (Obr. 114) a Contipro (CNT)
homogenizatorem typu Benchtop (6.2.3), ktery byl pouzit pfi pfedchozim testovani hydrogelovych
vlastnosti.

Finalni prekurzorovy roztok byl zvolen na bazi HA-PH-RGDM s nizkou molekulovou hmotnosti
(60-90 kDa) a koncentraci roztoku (20 mg/ml) zachovavajici si velmi nizkou viskozitu kvili snadné
aplikovatelnosti. Koncentrace sitovacich ¢inidel byla volena, aby nedoslo k zatuhnuti smési v ptivodné
hadiéce a doslo k dostate¢nému rozprosteni materialu v nosné kapse (H202 0,003 %, HRP 0,24 U/ml)
zarucujici homogenni distribuci bunék. Homogenita pfipravenych hydrogell byla testovana vizualné
pomoci barviva Sirius Red, ktera byla zamichana do prekurzorového roztoku pied jeho piipravou.
Vizualné nebyl zaznamenan signifikantni rozdil mezi pfipravenymi hydrogely pomoci Contipro a
MEDMIX homogenizatory (Obr. 115), coz bylo potvrzeno srovnatelnymi hodnotami elastického a
Youngova modulu a koeficientu nabotnani (Obr. 116). Pro hydrogel pfipraveny Contipro sméSovacem
byly stanoveny hodnoty: G'=825Pa, G"=3,2Pa, 6=0,20°, Y=9,7kPa a pomoci MEDMIX
sméSovace s privodnou hadickou: G'=805Pa, G"=2,8Pa, §=0,22°, Y=7,7kPa se statistickym
rozdilem pro G' p = 0,0002 a pro Y p = 0,0077.

A) B)

Obr. 115 Homogenita hydrogelii pripravenych pomoci Contipro (CNT) homogenizatoru typu Benchtop
(A) a MEDMIX homogenizatoru S transportni hadickou (B) vizudlné zndzornéna pomoci pridavku
barviva Sirius Red.
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Obr. 116 Hydrogely pripravené pomoci Contipro (CNT) homogenizatoru typu Benchtop a MEDMIX
homogenizatoru s transportni hadickou. Elasticky (4), Younguv modul (B) a koeficient nabotnani (C)
hydrogelii na bazi HA-PH-RGDM™ (20 mg/ml, PBS pH 7,4, H,0, 0,003 %, HRP 0,24 U/ml).
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7.5.2.2 Homogenni distribuce bunék v SPREADS zaiizeni

Byla zjistovana homogenni distribuce a viabilita bun¢k v hydrogelu injektovaném do nosné kapsy
aplika¢niho zafizeni SPREADS. Buiiky ADSC byly enkapsulovany do HA-PH-RGDM™* hydrogelu
v koncentraci 20 mil. b./ml. Obsah sitovacich ¢inidel byl kvili pfitomnosti bunék navySen na
koncentraci H.0;, 0,005 % a aktivitu HRP 0,4 U/ml.

Stikacky s hydrogelovymi prekurzorovymi roztoky byly piipevnény pomoci luer lock zakonceni
k SPREADS zatizeni a plynule stlaGovany, ¢imz vznikl pomoci sméSovace hydrogelovy prekurzorovy
roztok. Diky vytvofenému aplikaénimu oknu danému rychlosti gelace (nad 15 sekund), dochazi k jeho
zatuhnuti po pruchodu pfivodni hadi¢kou a rozprostteni v nosné kapse (Obr. 114).

Po 15 minutach od ptipravy hydrogelu byly vzorky vyfezany z nosné kapsy v 6 rGznych mistech dle
Obr. 114-A pomoci nastavce na biopsii (5 mm biopsy punch). Kazdy vzorek (vyiez hydrogelu) byl
vlozen oddélené do 6-jamkového kultivacniho panelu a vzorky byly kultivovany pti 37 °C s 5 % CO..
Distribuce a viabilita bun¢k ve vzorcich byla detekovana po 24, 48 a 96 hodinach (Obr. 117).
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Obr. 117 Distribuce bunék v hydrogelu odebraného z riiznych casti nosné kapsy SPREADS zarizeni
(1-6). Barveni Live/lDead — zZivé burnky (zelené) a mrtvé bunécné jadro (Cervené). Viabilita bunék
vyjadrena v procentech v grafu, detekovdana po 24, 48 a 96 hodindch (n = 6).
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7.6 Preklinicka studie

V ramci preklinické studie byl vyvinut model pro simulaci infarktu myokardu spole¢nosti Explora
Biotech (projekt AMCARE, https://www.explora-biotech.com/). Testovani aplika¢nich zafizeni in vivo
(AMCath/SPREADS zatizeni) na modelu prasete s finalnim materidlem bylo uspésné. Dale prob&hlo
testovani terapeutického efektu na modelu velkého zvitete. Preklinické studie jsou popsany v uvedenych
publikacich [166, 167].

7.6.1 Viabilita bunék v prekurzorovém roztoku HA-PH-RGDM!X

Operace myokardu, at’ uz za pouziti katetru ¢i SPREADS zafizeni, je n€kolikahodinovy proces, béhem
kterého miize dojit k tomu, Ze pfedem ptipravend suspenze bunék ziistane pied vlastni aplikaci ve smési
s roztokem A (HA-PH-RGDMX v PBS pH 7,4 obsahujici mimo jiné HRP). Proto je nutné stanovit dobu,
po jakou muze byt takovato smés uchovana, aniz by byla naruSena viabilita bun€k. 40 miliont ADSC
bunék bylo obsazeno v 1 ml prekurzorového roztoku A. Smés byla uchovavana po dobu az 7 hodin pfi
laboratorni teploté (RT) a pfi snizené teploté v lednici a v hodinovych intervalech byly ze smési
odebirdny vzorky. Tyto vzorky byly po zfedéni kultivatnim médiem nasazeny na kultivacni panel.
Viabilita bunék byla stanovena po 24 a 48 h. Viabilita ADSC neni ovlivnéna po dobu 4 hodin pfi
inkubaci v roztoku HA-PH-RGDM™ + HRP, at uz pfi RT &i pii snizené teploté (2-10 °C). Poté
signifikantné klesa viabilita bunék (p < 0.05), ale v pfipadé uchovani v lednici nedochazi k poklesu
0 30 % vuci kontrole po dobu 7 hodin (Obr. 118).
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Obr. 118 Viabilita bunék ADSC po inkubaci 1-7 hod v prekurzorovém roztoku
HA-PH-RGDMX + HRP vyjddiena v % riistu kontrolnich bunék.

7.6.2 Aplikovatelnost materialu in vivo

Proveditelnost aplikace pomoci katetru byla testovana na
modelu velkého zvifete — prasete (90 kg, Landrace, samice),
(Ethics approval N0.904/2015-PR). Katetr byl zaveden pies
abdominalni aortu, aortalni arch a nasledné do levé srdecni
komory (LV). Stiikacky obsahujici prekurzorové roztoky byly
ptipevnény k homogenizatoru a postupnym stla¢ovanim obou
stiikacek byl roztok aplikovan do daného mista v ramci
nékolikanasobné davky malého objemu (200 ul/12s). Po 30
sekundach byla konicka jehla pfesunuta do dal$iho mista
aplikace. Celkem byly provedeny 3 vpichy. Po 20 minutach od
posledniho aplikovaného vzorku byly subjekty usmrceny. Obr. 119  MRI  analyza
Pfitomnost hydrogelu uvnitf stény LV byla potvrzena vizualng injektovaného hydrogelu v srdecni
a MRI analyzou (Obr. 119) [166]. tkani pomoci AMCath [166].
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Implantace SPREADS zafizeni i s aplikaci materialu a gelaci prob&hla uspésné. SPREADS zatizeni bylo
implantovano na srde¢ni sténu pomoci adhesiva aplikovaného do okrajovych ¢asti aplikacniho zafizeni
Uchyceni probéhlo tspésné. Nadavkovani prekurzorového roztoku a gelace materialu v nosné kapse
byla bezproblémova a viditelna, jelikoz hydrogel byl obarven methylenovou modii (Obr. 120) [167].

Obr. 120 Implantace minimalné invazivniho SPREADS zarizeni s inkorporovanym hydrogelem a ADSC
burtkami (A). Umisténi nosné kapsy (B), kontrola uchyceni po 1 hodiné po implantaci (C) a kontrola
pritomnosti a umisténi hydrogelu v nosné kapse (n = 4 zvirata) [167].

7.6.3 Terapeuticky efekt

Testovani probéhlo na 36 miniprasatech (~40 kg, Landrace, samice) roz¢lenénych do 6 skupin. In vivo
studie byla zapocata stimulaci infarktu myokardu zavedenim katetru s implantovanym balonkem. Po 14
dnech byla provedena implantace SPREADS zatizeni a aplikace materialu pomoci katetru. U zZadného
testovaného subjektu nedoslo k nezadouci reakei. Nasledné po 7 dnech od provedeni zakroku (21. den)
bylo zjisténo signifikantni zlepSeni LVEF (%) u subjektd, kterym byl aplikovan SPREADS
s hydrogelem bez a s ADSC burikami oproti kontrole (gold standard) (Obr. 121) [167, 169].
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Obr. 121 Porovnani LVEF (%) u materialu SPREADS bez a s burikami oproti kontrole (A) [167, 169].
Ukazka aplikace SPREADS zarizeni s obsahem hydrogelu a ADSC bunék (B).
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8 DISKUZE

Kardiovaskularni nemoci, mezi néz patii i infarkt myokardu, jsou svétove pticinou vysoké morbidity a
mortality. Piestoze naklady na 1é¢bu jsou velmi vysoké, neexistuje v soucasnosti 1é¢ba zahrnujici i
regeneraci srde¢ni tkané a vznikla jizva po infarktu myokardu zistava.

Ischemie je obvykle zplsobena nahlym zGzenim ¢i uzavienim koronarni tepny, nasledné vedouci
k ireverzibilnimu poskozeni kardiomyocyti. Dosavadni 1é¢ba je zamétena predev§im na obnoveni
pritoku krve, kdy je indikovana p-PCl (primarni perkutanni koronarni intervence) 1é¢ba implantaci
stentu obvykle po predilataci balonkovym katetrem a celkové zachovani srde¢ni funkce pomoci
medikamentd [112, 113].

Zaucelem regenerace vzniklé jizvy po infarktu myokardu se regenerativni medicina ubird smérem
k vyuziti kmenovych bunék [115, 124]. Jako slibné se ukazuji i vysledky v ramci preklinickych studii.
Na druhou stranu retence bunék v misté aplikace je nizka a také bunky nezistavaji viabilni obvykle déle
nez 24 hodin. Jednou z moznosti prodlouzeni setrvani bunék v misté aplikace a zlepSeni jejich viability
je vyuziti hydrogelové matrice slouzici jako matrix pro inkorporaci bunék [134]. Tato forma se
vyznacuje zna¢nou hydrofilitou a strukturni podobnosti s extracelularni matrix. Volba hydrogelové sité
pro danou aplikaci ve srovnani s ostatnimi scaffoldy (nano/mikrovlakenné matrice ¢i napf. PP houbicky)
tkvi také v moznosti aplikace materidlu napt. pomoci katetru.

Existuje nepfeberné mnozstvi materialil at’ uz syntetického nebo ptirodniho ptivodu pro ptipravu daného
matrixu. Kyselina hyaluronova je linearni polysacharid nachazejici se v pojivové, epitelialni ¢i nervové
tkani obratlovcl. Diky jeji pfirozené biokompatibilité¢, biodegradabilit¢ je vyuzivdna v mnoha
medicinskych aplikacich. Degradace nativni HA a materialu z ni pfipravenych (roztoky, fyzikalni gely)
je vlidském téle velmi rychld diky pfitomnym hyaluronidazam, popt. pisobenim ROS. Na druhou
stranu vhodnou modifikaci struktury mtizeme ziskat materialy s vyrazné vyhodnéj$imi vlastnosti pro
dany ucel [47, 48, 49]. Jednim ze zpisobi je piiprava hydrogeli odvozenych od kovalentné zesiténych
derivati HA. Takové materidly vykazuji vyrazné delsi biologicky polocas a vyssi odolnost proti
mechanickému namahani, takze in vivo mohou plnit funkci podptrné struktury pro rust bunék po delsi
dobu. Zejména vyhodné jsou hydrogely vznikajici zesiténim pivodné linearnich molekul modifikované
HA v pfitomnosti bunék ¢i ptimo ve tkani piijemce (in situ). Takové hydrogely jsou idealni jednak pro
enkapsulaci bunék a dale roztoky, ze kterych gely v misté aplikace vznikaji, mohou vykazovat lepsi
reologické vlastnosti (zejména nizsi viskozitu) nez predem zesiténé hydrogely, coz usnadiiuje jejich
injekéni podani, ¢i vyuziti dalsich aplikaénich nastroji (napf. katetru).

V soucasnosti jsou hojné pouzivany katetry i v ramci regenerace tkané po infarktu myokardu. V této
praci byl vyuzit specialné navrzeny katetr s rezervoarem popsany v kapitole 7.5.1 a uvedené publikaci
[166]. Druhé pouzité aplika¢ni zafizeni v daném praci byl SPREADS slozeny z aplikacni ¢asti, ktera je
spojena s nosnou kapsou, jez je vyplnéna hydrogelem obsahujici butiky a na okrajich bioadhezivem pro
uchyceni zatizeni na srdeéni sténé (7.5.2) [167].

Tuhé hydrogely nelze aplikovat katetrem a jehlou s malym primérem a pouze hydrogely s velmi nizkym
stupném zesiténi, s elastickym modulem v desitkach Pa, jsou aplika¢né vhodné. Degradace hydrogelt
S nizkym stupném zesiténi je obecné mnohem rychlejsi v porovnani s hydrogely s vy$§im stupném
zesiténi. Navic u tohoto typu nemusi dochazet k rozprostieni materialu v tkani a ptipadna vytvofena
srazenina (,,hrudka“) gelu nese riziko opouzdieni v srde¢nim svalu ¢i pfipadné mtize mechanicky uzavfit
tepnu a zpusobit zastavu krevniho zasobovani srdce vedouci opét k infarktu myokardu.

Druhou moznosti a predmétem této prace je in situ aplikace, kterou lze realizovat mimo jiné hydrogely
na bazi oxidované formy kyseliny hyaluronové (HA-OX, 7.1) a hydroxyfenyl derivati kyseliny
hyaluronové (HA-TA, HA-PH-RGD, HA-TA-RGD 7.2). Moznost in situ aplikovatelnosti je velmi
dilezita, pokud chceme vyuzit katetru ¢i nové vyvinutého zatizeni SPREADS jako aplika¢niho zafizeni.
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Je nutné zachovat nizkou viskozitu, jelikoz primér jehly zakoncujici katetr je velmi maly, optimalné
27 G. In situ gelace umoziuje docilit nizké viskozity materialu pti jeho priachodu katetrem danou pouze
viskozitou prekurzorovych roztokt. K prudkému nartstu viskozity dochazi v misté aplikace ¢i ¢astecné
V pfizplisobeném rezervoaru umisténém na konci katetru. Dale je velmi dtlezita rychlost gelace, ktera
musi byt dostate¢né rychla, aby doslo ke zgelovani pouze v misté aplikace. Na druhou stranu piilis
rychla gelace nemusi ptinést dobrou integraci materialu do tkang, jelikoz se material vhodné
nerozprostie a miize dochazet ke gelaci v aplikatoru.

V prvni ¢asti diskuze jsou popsany riuzné hydrogelové matrice liSici se materidlem, z nichZ jsou
ptipraveny. V dané praci je vyuzita oxidovana forma kyseliny hyaluronové neboli formyl hyaluronat
(HA-Ox) a hydroxyfenyl (tyraminovany) derivat HA-TA samotny ¢i navazanou RGD sekvenci
(HA-PH-RGD). Dale je diskutovana adheze a inkorporace bunék a také moznosti detekce gelt a
prekurzorovych roztokt v tkani. V neposledni fad¢ byla testovana kompatibilita vybraného finalniho
materialu s aplika¢nimi zafizenim — katetrem AMCath a SPREADS. Diskuze je zakonéena kratkym
shrnutim preklinické studie.

8.1 Hydrogely na bazi oxidované formy HA

K zesiténi oxidované formy HA (HA-Ox derivatu) muze dojit za interakce s alkoxyaminy ¢i hydrazidy
[105, 106, 168]. V dané praci byl jako predstavitel vybran dvouvazny alkoxyamin POA se 3mi uhliky
(0,0'-1,3-propandiylbishydroxylamin dihydrochlorid) umoziujici zesiténi in situ. Charakter gelu Ize
regulovat mnoha faktory, jako je pH, teplota, iontova sila, parametry derivatu (molekulovou hmotnosti,
stupném substituce), koncentrace prekurzorového roztoku HA-Ox a Vv neposledni fadé koncentraci
sitovaciho ¢inidla POA (7.1). Danou reakci lze ptipravit hydrogely od nizkého po vyssi stupeni zesiténi
(Obr. 43).

Dany alkoxyamin POA je hydrochlorid. Vzhledem k obsahu kyseliny chlorovodikové v samotné
suroviné POA, dosahuje pfipraveny roztok POA v solventech bez pufra¢ni kapacity (napt. DEMI, 0,9%
roztok NaCl) nizkych hodnot pH. Dokonce pufraéni kapacita napi. fosfatového pufru PBS (pH 7,4) neni
dostate¢na pro dosazeni neutralniho pH roztoku. Titrace roztoku POA a stanoveni piidavku hydroxidu
sodného pro 3 ruzné Sarze POA je uvedeno v kapitole 7.1.2, kde je ur¢en bod ekvivalence pomoci kiivky
druhé derivace titra¢ni kiivky (Obr. 44), ¢imz byl standardizovan postup pfipravy roztoku POA titraci
roztokem hydroxidu sodného.

Pro pfipadné klinické vyuziti produktu je dulezitd mimo jiné stabilita prekurzorovych roztoku. Stabilita
roztoku POA byla ovéfovana v pribéhu 1 roku testovanim rychlosti gelace v kombinaci s HA-Ox
derivatem. Roztok POA byl uchovavan v lednici pii kontrolované teploté 2—-10 °C (7.1.3). Po 1 roce
nedochazi ke zpomaleni reakce a Cas gelace zistava v ramci smérodatné odchylky stejny v obou
uvedenych rozpoustédlech (Obr. 45). Také bez mozné opakovatelnosti pfipravy vzorkd neni mozna
vyuzitelnost daného systému. Proto byly ptipraveny 6krat za sebou vzorky HA-Ox/POA a stanovena
kinetika gelace (Obr. 48). Prokazala se vyhovujici reprodukovatelnost vysledki (7.1.5).

Pro moznost injek¢éniho podani ¢i vyuziti katetru pii aplikaci materidlti je dilezitym parametrem
viskozita vychoziho roztoku HA-OX. S rostouci smykovou rychlosti dochazi k poklesu zdanlivé
viskozity (Obr. 46). Tento fakt vychazi z podstaty téchto polymernich roztoku, které patii mezi
nenewtonské kapaliny a jejich viskozita roztoku zavisi na smykové rychlosti. U velmi nizkych
koncentraci polymeru a jeho velmi nizké molekulové hmotnosti je i viskozita velmi nizka a jeji hodnota
se s rostouci smykovou rychlosti v méfeném rozsahu témét neméni (Obr. 46). Pro snadnou aplikaci
materialu pomoci katetru ¢i jiného aplika¢niho zafizeni je nutné zachovat nizsi viskozitu roztoku
HA-Ox. Tu lze ovlivnit pfedevsim koncentraci vychoziho roztoku a molekulovou hmotnosti HA-Ox
derivatu. V kapitole 7.1.4 je ukazan vliv molekulové hmotnosti, kde dle pfedpokladu s rostouci Mw
narlsta i hodnota viskozity pii dané smykové rychlosti (Obr. 47). Z tohoto pohledu neni vyhodné pro
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roztoky o koncentraci 20 mg/ml vyuziti derivati specifikace C a D, tedy s molekulovou hmotnosti nad
400 kDa.

Stanoveni ¢asu gelace je podstatnym aspektem této aplikace. Lze jej stanovit ze zavislosti elastického a
viskozniho modulu na case. Béhem sitovaci reakce roste viskozita vzorku a hodnota elastického
modulu. V ¢ase znamém jako cross-over point dochazi k vyrovnani hodnot obou modult a dale uz
prevysuje modul elasticky. Ke konci reakce elasticky modul dosahuje rovnovaznych hodnot. Pfi pomalé
gelaci dochazi k tomuto bodu ,,dozrani“ hydrogelu po dlouhé dobé vramci hodin a nelze jej
z praktickych divodu stanovit métenim Kinetiky gelace. Zrani hydrogelu na bazi HA-Ox bylo stanoveno
v kapitole 7.1.9. Elasticky modul G’ byl uren u jiz piipravenych hydrogeli a to v ¢asovych bodech
od pocatku ptipravy hydrogelu (3, 6, 24 a 48 hodin). V grafech (Obr. 52, Obr. 53) je vidét signifikantni
vliv pH na rychlost dozravani hydrogelu. Pii pH 5 a 6 se jiz elasticky modul po 3 hodinach neméni u
obou specifikaci derivatu A a B (My 6090 kDa resp. 240-360 kDa) a vsech zvolenych koncentraci
sitovaciho ¢inidla POA (0,4; 0,2; 0,1; 0,05 mg/ml). Naproti tomu je vidét velmi pomalé dozravani
hydrogelu pti pH 7, kdy i v piipadé poméru vaznych skupin NH2:CHO 1:1 dosahuje elasticky modul
rovnovaznych hodnot az po 24 hodinach od pocéatku ptipravy hydrogelu (Obr. 52, Obr. 53).

Vliv pH na dozravani geli koreluje s vysledky dosazenymi pii stanoveni Kinetiky gelace (7.1.6.).
S rostoucim pH dochdazi k prodlouzeni casu gelace a snizeni elastického modulu G', ktery byl odecten
ve 3 minutach od pocatku gelace (Obr. 49). Dana reakce neni vyhodna za vyssiho pH, kdy se gelace
prodluZzuje ¢i k ni nedochazi viibec. AvSak roztok s ptilis nizkym pH (5) nelze pouzit kvili samotné
biokompatibilité s tkani a také kvuli viabilité¢ inkorporovanych bunék. Volba pH 6 je kompromisem
mezi pH blizké fyziologickému a optimalni rychlosti gelace.

Obdobné byl zjistén znatelny vliv iontové sily na rychlost gelace (7.1.7). S rostouci iontovou silou
dochazi k urychleni gelace (Obr. 50). Na druhou stranu nelze ani v tomto ptipadé vyuzit piili§ vysokou
¢i nizkou iontovou silu kvuli viabilit¢ bunék. Idealni je vyuziti fyziologického roztoku 0,15 M NaCl
(0,9% roztok NaCl) ¢i fosfatového pufru PBS, obecnéji roztok isotonicky, tj. se srovnatelnou
osmolaritou (308 mOsmol/l) s krevni plazmou.

Variabilita pH a iontové sily je omezena in vivo aplikaci, coz plati i pro zvolenou teplotu, ktera je uréena
teplotou lidského téla v pfipadé vyuziti katetru a teplotou RT v ptipade vyuziti zatizeni SPREADS, kdy
hydrogel miize byt aplikovan do vnitfniho prostoru kapsy pied ¢i po implantaci zatizeni na srde¢ni tkai.
V kapitole 7.1.8 je ukazan vliv teploty na rychlost gelace. S rostouci teplotou (25-37 °C) dochazi ke
zpomaleni gelace a poklesu elastického modulu ode¢teného ve 3 minutach od poéatku gelace (Obr. 51).
U enzymatické reakce HA-TA derivatu s HRP v pifitomnosti H,O. dochazi k opacnému jevu, tedy
Kk urychleni gelace s teplotou, spojeného s posunem reakéni rovnovahy smérem k produktu. Opaény vliv
teploty u reakce HA-Ox/POA pravdépodobné souvisi s poklesem viskozity prekurzorového roztoku
HA-Ox a vlivem teploty na elasticky a visk6zni modul, jejichZ narist je teplotou zpomalen.

Nejrychlejsi gelace dosahuje systém pti koncentraci POA, kdy pocet amino skupin daného sit'ovadla se
rovnaji poctu hydroxyskupin makromolekuly HA-OX. Zaroven pfi této koncentraci vzniklé hydrogely
dosahuji nejvyssich hodnot elastického modulu (Obr. 53, Obr. 54). Se snizujici se koncentraci POA
(od koncentrace POA odpovidajici poméru skupin NH2:CHO 1:1) dochazi ke snizeni stupné zesiténi,
coz lze vidét na hodnoté elastického modulu, ktery postupné klesa (Obr. 54), naproti tomu roste stupen
nabotnani (Obr. 58). Pfi navySeni koncentrace POA nad koncentraci odpovidajici 1:1 dochazi
ke skokovému poklesu tuhosti sité — Youngova modulu (Obr. 55). Pravdépodobné u nékterych molekul
POA dochazi k navazani pouze jednim vaznym mistem a druhd amino skupina z{stdva nenavazana, tim
nedochazi k vytvoreni sité viibec anebo jen s nékterymi molekulami POA.

Déle byl sledovan vliv molekulové hmotnosti HA-OX a koncentrace prekurzorového roztoku
na charakter gelu. Dle ptedpokladu s rostouci hodnotou téchto faktort roste i stupen zesiténi, ktery byl
prokazan na zaklad¢é vysSich hodnot elastického modulu p#i vy$si koncentraci roztoku (Obr. 56) ¢i

120



molekulové hmotnosti (Obr. 57). U derivati s vyssi molekulovou hmotnosti a pfi dostate¢né koncentraci
(koncentrace ptekryvu) dochédzi ke znateln€jSimu zaplétani fetézci mezi sebou. Tyto vzniklé
zapleteniny jsou fyzikéalniho pivodu, tedy slabsi a vratné ve srovnani s kovalentni vazbou. Na druhou
stranu, pokud jsou feté¢zce navic spojeny kovalentné mezi sebou, tak mohou zapleteniny pfinaset do
systému znatelny efekt a tim zvySovat tuhost sité. Pfi vyssi koncentraci polymeru ziskdme vice vaznych
mist pro samotné zesiténi fetézcl, stupen zesiténi narusta, ¢imz roste elasticky modul (Obr. 56).
Na druhou stranu, i kdyz roste stupen zesiténi, nedochazi k poklesu botnaciho koeficientu, ale naopak
hydrogely signifikantné vice botnaji (Obr. 60). Tento fakt je dan samotnym vys$§im podilem suSiny a
hydrofilni povahou fetézcti derivatl na bazi kyseliny hyaluronové.

U geld je mimo jiné dilezitym parametrem stabilita v télnich tekutinach. Parametr botnani slouZzi
k charakterizaci miry nabotnani daného gelu v porovnani s gelem nenabotnalym. Lze jej dle
zjednoduseného vzorce stanovit z podilu hmotnosti nabotnalého gelu a jeho nenabotnané formy. Jako
botnaci médium byl vyuzit fyziologicky roztok 0,9 % NaCl a pro lepsi simulaci télni tekutiny praseci
plazma obsahujici mimo jiné také bilkovinné slozky. V prvém ptipadé byl stanoven vliv poméru
vaznych mist (koncentrace sitovadla POA) na botnaci koeficient. Dle pfedpokladu gely botnaji nejméné
pii poméru vaznych mist NH2:CHO 1:1 (Obr. 58), kdy gely dosahuji nejvyssiho elastického modulu.
Na druhou stranu elasticky modul neni vzdy rozhodujicim faktorem. S rostoucim obsahem suSiny
HA-Ox sice dochazi k naristu elastického modulu (Obr. 56), ale vzorky vice botnaji (Obr. 60). Botnani
hydrogeld v krevni praseci plazmé je vlivem iontové sily a obsahu bilkovinnych slozek nizsi (Obr. 59)
a také charakter gelu (tuhost sité) se pfili§ neméni — nizky pokles Youngova modulu béhem procesu
botnani (Obr. 59).

Material neni cytotoxicky, pokud bunééna viabilita neklesne o 30 % vici kontrole dle 1ISO 10993-5.
Na zakladé¢ vysledku je mirné cytotoxicky (-32 %) samotny roztok POA o koncentraci 0,4 mg/ml, nizsi
koncentrace roztoki POA cytotoxicitu nevykazuji (Obr. 61). Na druhou stranu roztoky derivatd HA
vykazuji ,,protektivni charakter (proliferace bunék u roztokd derivati HA oproti kontrole), a také
alkoxyamin POA je v hydrogelu zabudovan a pevné vazan (Obr. 62) a v organismu nedochazi k jeho
okamzitému uvolnéni, ale postupné pii procesu degradace.

Dle ISO 10993-5 je ddlezitym parametrem cytotoxicita vyluhti (extraktt hydrogeld) a degrada¢nich
produktt. Vyluhy z hydrogelii ptipravenych a stanovenych dle postupu ISO 10993-5 nejsou cytotoxické
(Obr. 62). Ve vyluzich byl stanoven obsah POA pomoci HPLC analyzy, ktery nepiesahuje hodnotu 5 %
teoretické hodnoty koncentrace POA, kterd by byla pfitomna v roztoku, kdyby nebylo dané sitovadlo
pévné vazano ve struktufe hydrogelové sité (Obr. 62). Stejné tak piislusné produkty degradace nebyly
cytotoxické do koncentrace 0,4 mg/ml (Obr. 63, Obr. 64), ale v ptipadé 0,4 mg/ml vykazuji bunky
sniZenou prolifera¢ni schopnost po 48 a 72 hodinach od ovlivnéni (Obr. 64).

8.2 Hydrogely na bazi hydroxyfenyl derivati HA

Reakci hydroxyfenyl derivatu HA s peroxidem vodiku H»O, a enzymem HRP lze ptipravit gely
s rychlosti gelace pohybujici se od nékolika minut az po velmi rychlou gelaci v fadu sekund. Kinetiku
gelace Ize ovlivnit parametry derivatu, pfedev§im molekulovou hmotnosti My, ¢i stupném substituce DS,
dale koncentraci HA-TA roztok a v neposledni fadé mnozstvim sitovacich ¢inidel (koncentraci
peroxidu vodiku H>O; ¢i aktivitou enzymu HRP) (7.2).

Dutlezitym parametrem je dlouhodoba stabilita sitovacich ¢inidel. Roztoky peroxidu vodiku (Obr. 65) a
HRP (Obr. 66) jsou pii teploté 2—10 °C v uvedenych koncentracich, resp. aktivit¢ stabilni minimalné
po dobu 1 roku.

Jednotlivé slozky (HRP, H20- ¢i HA-TA derivaty) v pouZzitych koncentracich nevykazuji v roztocich
napt. 0,9 % NaCl ¢i PBS znatelnou zménu pH oproti samotnym roztokiim bez téchto latek, a proto nebyl
vliv pH méfen. lontova sila roztoku je urcena typem pouzitého rozpoustédla.

121



Daéle byla u jednotlivych komponent testovana cytotoxicita. Dle ptedpokladu dochazi k proliferaci
bunék v pritomnosti HA-TA derivata (Obr. 93). Roztoky enzymu kienové peroxidazy HRP nejsou
cytotoxické, kdezto samotny roztok H»O; je cytotoxicky v koncentraci 0,003 % a vyssi (Obr. 68).
Na druhou stranu je roztok peroxidu vodiku béhem sitovaci reakce spotfebovavan a bunky jsou jim
exponovany po velmi kratkou dobu v rdmci sekund ¢i desitek sekund.

Stejné jako v piipadé roztokit HA-Ox dochazi i u HA-TA derivatu s rostouci smykovou rychlosti
k poklesu zdanlivé viskozity (shear-thinning). Dle ptedpokladu M, derivatu signifikantné ovliviiuje
viskozitu roztoku, ptic¢emz s jeji rostouci hodnotou dochazi k narustu viskozity (Obr. 67).

Vliv teploty na rychlost gelace je popsana v kapitole 7.2.2.1. S rostouci teplotou dochazi k urychleni
gelace a nartstu elastického modulu (Obr. 69). Nicméné ani v piipadé teploty nelze volit ndhodnou
hodnotu. Ke gelaci dochazi in vivo v lidském téle, teplota se tedy blizi 37 °C. Z tohoto divodu byla
kinetika gelace s vlivem riznych faktortt métena dale jen pfi této teploté.

V kapitole 7.2.2.2 a 7.2.2.3 je ukazan prub¢h kinetiky gelace (Obr. 70, Obr. 74). Zpocatku sitovaci
reakce je hodnota elastického modulu niz§i v porovnani s modulem viskéznim (G”). Obvykle jsou
hodnoty obou moduli nizké, jejich hodnota na pocatku reakce ale zavisi na typu polymeru a jeho
rozpoustédla, molekulové hmotnosti polymeru a koncentraci prekurzorového roztoku. Jak je vidét
z Obr. 74, u derivatu s velmi nizkou My, (60-90 kDa, spec A) se moduly na pocatku reakce blizi nule,
kdezto u derivatu s vys$si My (240-360 kDa, spec. B) je jiz patrny piispévek elasticity sité. Pfitomnost
elastického podilu pred bodem gelace lze vysvétlit na zaklad¢ napinani fetézcl polymert za ptisobeni
deformace a potencialnich fyzikalnich zapletenin mezi jednotlivymi fetézci polymerd projevujici se
predevsim pfi jesteé vyssSich koncentracich roztoku a My. Béhem sit'ovaci reakce roste viskozita vzorku
a hodnota elastického modulu. Del$i polymery maji delsi relaxacni Casy a vice se zaplétaji. V Case
znamém jako cross-over point dochazi k vyrovnani hodnot obou modull a dale uz pievySuje modul
elasticky. Ke konci reakce elasticky modul dosahuje rovnovaznych hodnot. Tuzsi gely budou mit vyssi
elasticky modul a nizsi ztratovy thel. U velmi tuhych geld mize byt prispévek viskézniho modulu téméer
zanedbatelny.

Dle ptedpokladu dochazi k urychleni gelace a nartstu tuhosti s rostoucim stupném substituce (Obr. 71,
Obr. 72, Obr. 73) a My, derivatu (Obr. 75, Obr. 76). Tuhost hydrogelu l1ze popsat pomoci elastického a
Youngova modulu, kdezto pevnost odpovidd houzevnatosti. Material s vysokou pevnosti je schopen
zlstat pfi namédhani vcelku bez naruseni. Je ziejmé, Ze rychlost gelace a tuhost gelll na bazi HA-TA
derivatl s vys$S§im stupném substituce bude vyssi. Je to dano moznosti vytvoteni vys$siho poctu vazeb
mezi makromolekulami v pfipadé vyssi hodnoty DS (Obr. 71, Obr. 72, Obr. 73). Také s rostouci My
derivatu dochazi k urychleni gelace (Obr. 75). Roztokiim s vyssi My ptipadaji vyssi hodnoty viskozit —
polymerni fetézec je hydrofilni a zaujima v roztoku velkou doménu a také dochazi k zaplétani fetézct
polymeru mezi sebou, k ¢emuz u velmi nizké M, nedochdzi anebo se fetézce v kratkém okamziku
rozpletou. Pokud se mezi témito Castecné zapletenymi fetézci (vyssi Mw) nasledné vytvoii spoj, dojde
k rychlejsimu nardstu viskozity a gelaci nez v piipadé kratSich fetézci.

Pevnost hydrogelu roste se zvysujici se molekulovou hmotnosti (Obr. 76). Na druhou stranu ne vzdy
dochazi v zavislosti na My ke zvySeni tuhosti tedy elastického (Obr. 75) nebo Youngova (Obr. 76)
modulu hydrogelu. V Obr. 75-A jsou pouzity k pfipravé hydrogeli derivaty s nizkym stupném
substituce 1,5 % a s naristem M,, derivatu roste i elasticky modul. Na druhou stranu v Obr. 75-C (DS
derivatu 3 %) nebyl naméfen rozdil v elastickém modulu pfi vyssi My (280-320 kDa vs. 700750 kDa)
dosahujici vysoké hodnoty elastického modulu vétsi nez 3000 Pa.

Obecné s rostouci koncentraci H2O> roste tuhost sit¢ (Obr. 78, Obr. 79), naproti tomu aktivita HRP je
spojovana S rychlosti gelace (Obr. 77). Vliv koncentrace peroxidu vodiku a aktivity enzymu HRP ale
neni tak jednoznacny, jelikoZ tyto dva parametry na sob& zavisi. Pokud zvolime pfili§ nizkou koncentraci
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H-0,, vliv narustu aktivity HRP na rychlost gelace nemusi byt jiz signifikantni. Stejné tak pfi pfilis nizké
aktivit¢ HRP, nemusi byt vliv nartstu koncentrace H,O- na elasticky modul signifikantni.

S rostouci aktivitou HRP dochazi k urychleni gelace a pfi aktivit¢ HRP vyssi nez 0,32 U/ml nebyl bod
gelace jiz zachycen (velmi rychla gelace pod 6,5 s detekce pristroje) (Obr. 77). Také se projevuje vliv
aktivity HRP na elasticky modul odeéteny ve 3 minutach od poc¢atku méteni kinetiky gelace (Obr. 78).
Neustalé zvySovani aktivity HRP pii zachovani koncentrace H,O; by nevedlo ke stalému urychlovani
reakce. Pfi znatelném nadbytku enzymu (0,32 a 0,4 U/ml) vzhledem k mnozstvi peroxidu vodiku bude
reakce probihat stejné rychle a elasticky modul (3 min) bude porovnatelny. Pokud je aktivita HRP
dostateéné vysoka (0,32 a 0,4 U/ml), dalsi navySeni koncentrace H2O; jiz nema signifikantni efekt na
tuhost sité (Obr. 78). Elasticky modul mtize dosahovat jiz ve 3 minutach nejvyssich hodnot (plata), ale
v mnoha piipadech dochazi dale k jeho rlistu a zvySeni tuhosti gelu. Proto jsou ptipravovany hydrogely
do teflonovych forem a po 1 hoding ,,zrani jsou stanoveny mechanické vlastnosti v kompresi. Hodnoty
Youngova modulu v zavislosti na aktivit¢ HRP a koncentraci H>O jsou uvedeny v Obr. 79. Jak je vidét
z daného grafu, v zavislosti na aktivit¢ HRP nedochédzi ke zméné Youngova modulu v méfeném
rozmezi.

Vliv koncentrace peroxidu vodiku na rychlost gelace je velmi maly ¢i zadny za danych koncentraci a
podminek reakce (Obr. 77). Na druhou stranu se projevuje vliv na elasticky modul po 3 minutach —
s rostouci koncentraci peroxidu vodiku dochazi k jeho nartstu (Obr. 78). U dozralych hydrogeli je
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0,001 %) a koncentracemi vyssimi (Obr. 79).

Zobrazeni struktury lyofilizatu vzniklého z hydrogelu pomoci skenovaci elektronové mikroskopie mize
prinést nové poznatky o struktuie pouze bezvodého (zlyofilizovaného) hydrogelu. Na druhou stranu
mnohdy tato metoda zkresluje piedstavu o velikosti prostoru mezi jednotlivymi fetézci sité v hydrogelu
(mesh size neboli velikost ok sité hydrogelu), tedy fetézcti polymeru v hydratovaném stavu. Velikost ok
sit¢ hydrogelu (mesh size) popisuje strukturu polymerni sité¢ na molekularni urovni, kdezto porosita
charakterizuje mikroskopické uspotaddani hydrogelu nebo ptfipadné znéj pripravenych xerogeld.
Velikost ok sité (mesh size) byla pocitana z hodnoty stanoveného elastického modulu u hydrogel na
bazi derivati HA dle vzorce uvedeném v rovnici 1 popsaného v literatute [19].

Velikost pora viditelnd pomoci skenovaci elektronové mikroskopie je znatelné ovlivnéna ptipravou
vzorkil (teplotou pfi lyofilizaci, dobou zamrazeni). Velikost port se pohybuje fadoveé ve stovkach
mikrometra (Obr. 81). Naproti tomu v hydratovaném stavu je velikost prostort mezi fetézci polymerta
velmi mala — desitky az stovky nanometri. Hydrogely na bazi HA popsané v této praci vykazuji
elasticky modul od 100-4000 Pa dle volby derivatu a jeho My, DS, koncentrace a dalSich parametri.
Velikost ok hydrogelové sité (mesh size) ptipravovanych hydrogeld dle vypoctu je v hydratovaném
stavu v praméru pouze 10-50 nm (pravdépodobné az 200 nm u néktery porit). Z téchto diivodi nebyla
dale skenovaci elektronova mikroskopie (SEM) pouzita u ostatnich vzorkil. Reenim by bylo vyuziti
kryo-SEM analyzy, metody umoziiujici stanoveni hydrogelu v hydratovaném stavu, ale ktery je
kryogenné fixovany a zobrazeny pomoci rastrovaciho elektronového mikroskopu v kryogenni komote.

8.2.1 Generatory peroxidu vodiku

Peroxid vodiku muze byt do reakce pfidan piimo v podobé roztoku anebo jej 1ze generovat napiiklad
dalsi enzymatickou reakci. Moznosti je enzymaticky katalyzovana reakce piemény glukézy Glu
(resp. galaktozy Ga) enzymem glukézo-oxidazou GluO (resp. galaktdzo-oxidazou GaO) popsané
v kapitole 7.2.3.

Generatory peroxidu vodiku byly vyvijeny za ti¢elem zjednoduseni finalniho KITu, tedy ptipravy pouze
jednoho aplika¢niho roztoku, ktery by obsahoval smés HA-TA derivatu, enzym HRP a GluO
(resp. GaO). U systému Glu-GluO (7.2.3.1) byl piedpoklad in vivo gelace po aplikaci finalniho roztoku
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z divodu piitomnosti glukézy Vv krvi. Substrat pro danou reakci je komponentou lidské krve
v koncentraci 9 g/l (5 mmol/l — glykémie). Dle in vitro experimentu pii piidavku roztoku obsahujici
HA-TA derivat, HRP a GIluO do roztoku glukézy o koncentraci 9 g/l dochazi ke gelaci (Obr. 82).
Galaktoza 7.2.3.2 je také pritomna v lidském organismu, ale pouze v malém mnozstvi nedostate¢ném
pro gelaci. Tento substrat 1ze ptidat pfimo do prekurzorového roztoku anebo zvysit lokalné koncentraci
galaktozy v misté aplikace. Pfredpokladem je vyuziti daného systému pro oddaleni gelace pti zachovani
vhodnych mechanickych a viskoelastickych vlastnosti a nizkého stupné nabotnani.

Systémy Glu-GluO a Ga-GaO jsou principialné velmi podobné. Pro piesnou a opakovatelnou piipravu
hydrogeld je vhodné stanoveni aktivity enzymii. Stanoveni aktivity HRP je mozné charakterizovat
stejnou metodou popsanou Vv kapitole 6.2.9.1 a aktivita enzymu glukézo-oxidazy lze uréit reakci
s anisidinem 6.2.9.2.

Obdobn¢ jako v ptipadé systému HA-TA/HRP/H,O, popsaného v kapitole 7.2.2 je rychlost gelace a
charakter gelu ovlivnéna parametry derivatu, jako jsou molekulovd hmotnost ¢i stupen substituce,
pti¢emz trend zavislosti je obdobny a dochazi i v tomto pfipadé k naristu tuhosti s rostouci molekulovou
hmotnosti ¢i stupném substituce derivatu (Obr. 85). Rychlost gelace i mechanické vlastnosti geli lze
regulovat aktivitou enzym HRP, GluO ¢i GaO a také koncentraci substratt glukéozy ¢i galaktozy.

Dle ptedpokladu dochazi s rostouci koncentraci enzymu GluO k urychleni gelace. Pti aktivité 75 U/ml
jiz je gelace rychlejsi nez 6,5s — detekovatelna hranice reometru AR-G2 pfi daném nastaveni.
Pti zachovani stejnych podminek reakce a pouze zvyseni aktivity HRP je gelace srovnatelna a ve v§ech
pfipadech rychlejsi nez 6,5 s. Vliv koncentrace glukdzy na rychlost gelace byl detekovan u vzorki
s koncentraci glukozy 0,18 g/l a 0,9 g/l. S rostouci koncentraci glukézy ¢i aktivitou HRP dochazi
k urychleni gelace (Obr. 83).

Srovnatelné s Glu-GluO systémem, dochazi s rostouci koncentraci enzymt GaO ¢i HRP a substratu
galaktozy Ga K urychleni gelace (Obr. 84). Cilem bylo piipravit hydrogely s prodlouzenou rychlosti
gelace pii zachovani vhodnych mechanickych vlastnosti gelu. Prodlouzeni gelace bylo docileno
snizenim aktivity GaO u derivatu s vys$im stupném substituce pro docileni vyssi tuhosti hydrogelové
sit€. Gelace byla prodlouzena na 115 s, ale v tomto extrémnim piipadé vykazuje hydrogel nizkou tuhost
(5 kPa). Zkraceni gelace na 80 s navySenim aktivity GaO vedlo ke zvySeni Youngova modulu
na hodnotu 8 kPa a pti ¢ase gelace 25 s byly hydrogely tuzsi s Youngovym modulem 18 kPa (Tab. 18).

8.2.2 Porovnani HA-TA systému s pifimym pfFidavkem peroxidu vodiku a jeho generaci

V kapitole 7.2.4 je porovnan systém s piimym ptidavkem peroxidu vodiku a jeho generaci pomoci
enzymatickych reakeci. Systém Glu-Gluo resp. Ga-GaO je mozné optimalizovat, aby bylo dosazeno
srovnatelnych vlastnosti hydrogeli pfipravenych s pfimym piidavkem H»O,. Za jistych podminek —
vysoké koncentrace enzymi a substratu dochazi k velmi rychlé generaci peroxidu vodiku a systémy
Glu-GluO a Ga-GaO se budou chovat obdobné jako systém s jednou enzymatickou reakci S pfimym
ptidavkem peroxidu vodiku neboli rychlost gelace i charakter gelu bude fizen pouze reakci H,O, a HRP.
Tento jev je ukazan v Obr. 85 na Youngovu modulu hydrogeld pfipravenych témito dvéma systémy.

U systému s ptimym piidavkem H»O, a jeho generaci byla testovana také cytotoxicita (Obr. 86).
Materialy s pfimym piidavkem H>0. a Ga-GaO systému nevykazuji cytotoxicky charakter, testované
buriky jsou viabilni a nedochazi k poklesu proliferace ani pti kultivaci po dobu 14 dni. U systému
Glu-GluO dochazi k signifikantnimu poklesu viability bun€k pfi vyuziti média obsahujici glukozu,
jelikoz dochazi ke spotfebé hlavni ziviny bun¢k (glukézy) a k nadmérné produkci H2O,. Pokud je
gluko6za nahrazena jinou Zivinou pro buiiky (napf. pyruvatem), systém neni cytotoxicky (Obr. 86). Tento
systém ale neni vhodny pro inkorporaci bunék, jelikoz dochazi ke spotebé glukdzy, ktera je dulezitou
zivinou bungk, navic béhem reakce vznika peroxid vodiku vykazujici cytotoxicitu. Na zaklad¢ téchto
vysledkl byl systém na bazi Glu-GluO zavrhnut pro vyuZiti v dané aplikaci. Materialy na bazi Ga-GaO
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jsou vhodné pro ptipravu bunéénych scaffoldi. Na druhou stranu se nepodaftilo tento material zesitit
in situ pouhym lokalnim navySenim koncentrace galaktozy Vv tkani a nasledovnym piidavkem ostatnich
komponent. V piipadé prodlouzeni gelace byla optimalizace uspésna, ale systém nevykazuje vyhody
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systému dvou enzymatickych reakci.

8.3 Hydrogely na bazi hydroxyfenyl derivatu HA nesouci RGD sekvenci

Pro zvySeni bunécné adheze je zddouci ptidavek adhezivni molekuly. Jednou z moznosti je vyuziti RGD
sekvence, ktera 1ze navazat na derivat kyseliny hyaluronové. Vysledny derivat obsahuje RGD sekvenci
i hydroxyfenylovou skupinu (HA-PH-RGDPYRE) moznou zesitit pomoci peroxidu vodiku a HRP stejné
jako u systému na bazi HA-TA derivatu. Reakce je pomalejsi ve srovnani s tyraminovanym derivatem
HA-TA, a proto je zadouci kombinace t&chto dvou derivati (HA-PH-RGDPYRE a HA-TA)
v hmotnostnim poméru 1:1 (HA-PH-RGDM™) pro dosazeni vhodné rychlosti gelace a viskoelastickych
¢i mechanickych vlastnosti.

HA-PH-RGDP"® spec A dosahuje velmi pomalych Casi gelace = 100 s (Obr. 91) a material by vytékal
po aplikaci z mista defektu. Z tohoto divodu byl kombinovan s HA-TA derivatem v hmotnostnim
poméru 1:1 za vzniku smési HA-PH-RGD™X, Miseni bylo provedeno rozpusténim smési a op&tovnou
lyofilizaci materialu. Cas gelace se timto zpiisobem zkratil na 18—26 s v zavislosti na $arzi derivatu,
HRP a H.0,. (Obr. 92).

Roztoky HA-PH-RGDM™* v PBS pH 7,4 o koncentraci 20 mg/ml byly zvoleny pro porovnani viskozity
roztoku lisicich se molekulovou hmotnosti vychoziho derivatu. Obdobné jako u ostatnich testovanych
derivati HA, dochazi i u roztoku HA-PH-RGDM™ k poklesu zdanlivé viskozity se smykovou rychlosti
(Obr. 87). Jedna se o projev nenewtonského chovani, kdy dochazi k ztidnuti pii toku (shear-thinning).
Pokles je o to vice signifikantni, ¢im je vyssi molekulova hmotnost. Pokud je molekulova hmotnost
velmi nizka (Mw 60-90 kDa, 20 mg/ml derivatu), roztoky se chovaji téméf jako newtonské. Hodnoty
viskozit jednotlivych roztoki byly odeéteny pii smykové rychlost 1,9 s z viskozitni kiivky (zavislosti
viskozity na smykové rychlosti). Jak je vidét z Obr. 87, s rostouci My dochazi dle predpokladu k narGstu
viskozity.

S viskozitou také souvisi vytlacna sila. Ta byla stanovena dle postupu v kapitole 6.2.5.2. Byl stanoven
maximalni a primérny tlak. Pro aplikaci materialu byly pouzity 2 typy velmi tenkych jehel 25 Ga 27 G
s délkou 40 mm a vnitinim pramérem 0,26 mm (25 G) a 0,21 mm (27 G). Jehly byly zvoleny na zakladé
parametri aplikacniho zafizeni AMCath. Vnitini primér 1,2 m dlouhého dvoucestného katetru
(0,5 mm) i jehly zakoncujici katetr (0,24 + 0,01 mm) jsou velmi malé. Byly testovany derivaty liSici se
v molekulové hmotnosti pfi zachovani stejné koncentrace roztoku derivatu 20 mg/ml v PBS (pH 7,14).
Maximalni i pramérny tlak je vys$i u roztokd derivatu s vy$si My (240-360 kDa) Vv porovnani
s nizkomolekularnim (60-90 kDa) derivatem. Dle pfedpokladu je také hodnota maximalniho tlaku vyssi
u jehly (27 G) s mensim vnitinim primérem (Obr. 88). Na zakladé vysledkt viskozity a vytlacné sily
roztoktt HA-PH-RGDM™X je vyhodné vyuziti derivatu s nejnizsi My spec. A (60-90 kDa). Jelikoz bude
material aplikovan katetrem o délce 1,2 m do srde¢ni tkané, je nizka hodnota viskozity a elastického
modulu na pocatku reakce velmi dilezitd. Jak je vidét z Obr. 89, roztok HA-PH-RGDM™ spec. B
(240-360 kDa) dosahuje na pocatku gelace vyssiho elastického a viskézniho modulu ve srovnani se
spec. A. Rychlost gelace spec. B je také pfili§ rychla (8 s) ve srovnani se spec. A (19 s) (Obr. 90) a
mohlo by dojit ke gelaci i v aplikaéni ¢asti SPREADS zatizeni (pfivodné hadiéce) ¢i nehomogennimu
rozprostieni materialu uvniti nosné kapsy (Obr. 114).

V neposledni fad¢ byla testovana opakovatelnost ptipravy vzorkd — byla porovnana kinetika gelace
jednotlivych piipravenych vzorki rliznych Sarzi derivatu HA-PH-RGDM™, HRP ¢&i H,0,. Jak je vidét
z Obr. 92, rychlost gelace je minoritné ovlivnéna témito parametry a piiprava je opakovatelna.
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Cytotoxicita samotnych sitovacich ¢inidel byla testovana v ramci kapitoly 7.2.1.4.2. Roztoky HRP
nejsou cytotoxické, kdezto samotny roztok H,O; je cytotoxicky v koncentraci 0,003 % a vyssi (Obr. 68).
Na druhou stranu je roztok peroxidu vodiku béhem sitovaci reakce spotfebovavan a buiiky jsou jim
exponovany po velmi kratkou dobu v ramci sekund ¢i desitek sekund. Pti zvolené finalni koncentraci
H>0, (0,005 %) a HRP (0,4 U/ml) s obsahem oligo-HA neni vzorek cytotoxicky (Obr. 68). Navic
u derivatd HA-TA, HA-PH-RGDPYRE a HA-PH-RGDM™ burky vykazuji vyssi proliferani schopnost
v porovnani s kontrolou (kultivaénim médiem) (Obr. 93).

V neposledni fadé byla porovnana degradace hydrogelu a vysokomolekularni (HMW) nativni HA
pomoci enzymu BTH dle postupu popsaného v Kapitole 6.2.7. Z Obr. 94 zavislosti kumulace produktu
Cs na Case je patrné, ze hydrogely na bazi HA-PH-RGD jsou odolnéjsi viéi enzymatickému §tépeni
ve srovndni S vysokomolekularni HA. Kinetické parametry byly uréeny vypoctem z integrované rovnice
Michaelis-Mentenové  (Obr.  95). Pro HA-PH-RGDM™* je Ku=196,18 + 15,76 umol-I7,
Vmax = 0,86 = 0,02 umol-I'*min? a  pro HMW  HA roztok: Ky =500+ 170 umol-I?,
Vmax = 5,6 = 1,9 umol-I"tmin,

8.4 Bunécna interakce s hydrogely

Bunécna adheze k povrchu hydrogeli na bazi kyseliny hyaluronové je termodynamicky nevyhodna. Je
to dano znaénou hydrofilitou polymeru a jeho zdpornym nabojem [82]. Dale pak samotna struktura a
povaha polysacharidi hraje dulezitou roli v interakci s bunikami, tzv. crosstalk je piihodny pro
bilkoviny/peptidy obsahujici mnoho amino skupin. Neadhezivni charakter hydrogeld na bazi HA-TA
nebo HA-Ox derivatu byl experimentalné potvrzen (Obr. 100). Adheze bun¢k je dulezita kvili
proliferaci a diferenciaci bunék. Pro bunétnou adhezi je tedy nutné zakomponovat do struktury
hydrogelu adhezivni molekuly, jako je kolagen, fibronektin, laminin, vitronektin, fibrin ¢i fibrinogen
[81, 83, 84] ¢i razné peptidové sekvence [82, 85, 86, 87, 88, 89, 90].

Jako zéstupce proadhezivniho potencidlu byl vybran fibrinogen, u kterého je literarné potvrzen
adhezivni u¢inek [83, 84] a také kvuli dobré dostupnosti zdroje, rozpustnosti ve vodnych roztocich, a
tedy moznosti snadné misitelnosti s roztoky derivatt na bazi HA a nasledné filtrovatelnosti smési, ¢imz
vznikaji sSterilni roztoky, coZ je nezbytné pro bunécné experimenty a obecné pro vyuZziti systému
v medicinskych aplikacich.

Pii koncentraci fibrinogenu 1 mg/ml hydrogelu byl zjistén znatelny adhezivni charakter bunék na povrch
hydrogelt na bazi HA-Ox derivatu. U vSech testovanych hydrogelt na bazi HA-Ox dochazi k adhezi
na jeho povrch (Obr. 96). Pouze u tretiho typu hydrogelu je adheze nehomogenni, pravdépodobné dano
samotnou nehomogenitou hydrogelu — makroskopicky nesoumérny povrch hydrogelu. Nehomogenita
nedostateCnym promisenim roztoku derivatu s bunécnou suspenzi pied vlastni gelaci. V tomto pfipade
je gelace velmi rychla, coz také znesnadniuje promiseni slozek (Obr. 97). V piipadé dvou zbylych typt
je povrch vizualné hladky a adheze rovnomérna. Buiiky adheruji na material 2 vice v porovnani
s materialem 1 (Obr. 96), coZ mize byt zptsobeno vyss§i tuhosti hydrogelové sité materialu 2 (Obr. 97).

Pro dosazeni pozadovaného efektu regenerace tkané po infarktu myokardu je nutné do hydrogelu
zakomponovat vysoké mnozstvi bunék. Buiky Vv koncentraci 10-100 miliond na 1ml byly
inkorporovany do hydrogelu na bazi HA-TA a HA-Ox. Kvuli vysokému poctu bun€k potiebného
na dany experiment byly zvoleny HCT-116, bunééna linie vyznacCujici se vysokou proliferacni
schopnost, ukteré Ize in vitro pfed inkorporaci bunék do scaffoldu ziskat jejich velky pocet.
U ptipravenych hydrogeli byly testovany také mechanické vlastnosti.

U hydrogelt na bazi oxidované formy HA svys$$im mnozstvim bunék (10 mil/ml) dochazi
ke znatelnému ovlivnéni gelace za vzniku velmi mékkych hydrogela ¢i hydrogely nevznikaji vibec. Jev
je zpuisoben pravdépodobné pritomnosti velkého mnozstvi amino sloucenin vV médiu, které interaguji
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S hydroxylovou skupinou na polymeru a také interakci se samotnymi buiitkami. Na zaklad¢ téchto
vysledkt neni HA-Ox/POA systém vhodny pro cilenou aplikaci s inkorporaci vysokého mnozstvi bun¢k
do hydrogelu. Pfesto vykazuje dany systém rychlou gelaci umoznujici in situ aplikaci, regulovatelnost
vlastnosti vzniklého hydrogelu (mechanické a viskoelastické vlastnosti, botnani) dobrou
cytokompatibilitu a moznost inkorporace niz$iho mnozstvi bunék vykazujici adherentni charakter pti
ptidavku fibrinogenu jako adhezivni molekuly (Obr. 96).

Naproti tomu inkorporace vysokého poc¢tu bunék do hydrogelu (az 100 mil/ml) je mozné v pfipadé
vyuziti tyraminovaného derivatu HA-TA (Obr. 98). Pti vyssich koncentracich bun¢k ale dochazi také
ke znatelnému zpomaleni gelace a snizeni tuhosti hydrogela (Tab. 21) pfedev§im dekompozici peroxidu
vodiku. U koncentrace bunék HCT-116 50 a 100 mil/ml ztraci hydrogel integritu (tvarovou stalost), a
proto nebylo mozné stanovit mechanické vlastnosti v kompresi. Hydrogely s obsahem 50 a 70 mil.
HCT-116 na 1 ml hydrogelu Ize pfipravit pouze signifikantnim navySenim sitovacich ¢inidel (0,01 %
H,0O; a aktivit¢ HRP 0,8 U/ml). U hydrogelt s obsahem 70 mil. bunék HCT-116 na 1 ml byl také
testovan vliv vysokého mnozstvi inkorporovanych bunék a délky kultivace na viabilitu a proliferaci
bunék (Obr. 99). Buriky po 7 dnech dosahuji maximalniho poétu a proliferace je omezena. Kultivace
byla ukoncena po 9 dnech, kdy doslo ke znatelnému poklesu viability bun¢k kvili nedostatku vymeny
zivin a metaboliti ve scaffoldu. Jak je vidét, piilis vysoka bunécna koncentrace neni vyhodna.

Fibrinogen je znamy koagula¢ni faktor, ktery neni ve struktuie hydrogelu na bazi HA pévné vazan a je
zde mozné riziko koagulace pfi jeho ptimé aplikaci do srde¢ni tkané. Proto byl také ptipraven a testovan
hydroxyfenyl derivat HA nesouci pevné vazanou RGD sekvenci (HA-PH-RGDPURE) &i v kombinaci
s HA-TA derivatem (HA-PH-RGDM™) podléhajici enzymatické reakci (HRP) v ptitomnosti H,O [88].
Tento oligopeptid je znamy pro sviij adhezivni charakter stimulaci integrina [88, 166, 167].

Pro danou aplikaci byly pouzity kardiopoietické buitky ADSC ziskané z tukové tkané darcii. Buiiky byly
poskytnuty spole¢nosti Celyad, jednim z partnertt EU projektu AMCARE.

Na zéklad¢ vysledkti neni Zadouci inkorporace vice nez 30 mil. bunék HCT-116 na 1 ml hydrogelu a pfi
30 mil/ml dochazi k poklesu mechanickych vlastnosti béhem kultivace. Zvolené findlni mnozstvi bunék
ADSC inkorporovanych do hydrogelu bylo proto zvoleno 20 mil na 1 ml hydrogelu v kombinaci
S derivatem s navazanou peptidovou sekvenci HA-PH-RGD.

Byl stanovovan vliv mnozstvi RGD na bunécnou adhezi. Jako negativni kontrola byl zvolen samotny
hydroxyfenyl (tyraminovany) derivat HA (HA-TA) bez adhezivni molekuly. Byla porovnana bunééna
adheze na povrchu hydrogelu na bazi hydroxyfenyl derivati HA s RGD sekvenci HA-PH-RGDPURE ¢i
v kombinaci HA-TA a HA-PH-RGDPURE derivatu v hmotnostnim poméru 1:1 za vzniku smési
HA-PH-RGDM™X, Koncentrace derivatu v gelu byla 20 mg/ml, spec. A (M, 60-90 kDa) v PBS pH 7,4.
Pro dosazeni srovnatelné tuhosti hydrogeli byla zvolena rtzna koncentrace sitovacich ¢inidel.
Dle ptedpokladu se adheze neprojevila u hydrogelu na bazi HA-TA derivatu bez RGD sekvence, kdezto
v ptipadé HA-PH-RGDPYRE i smési HA-PH-RGDM™ butiky adheruji (Obr. 100). V pribéhu kultivace je
znatelné vidét rozdil v degradaci a botnani téchto dvou materiall. Hydrogely na bazi samotného
hydroxyfenyl derivatu HA nesouci RGD sekvenci HA-PH-RGDPURE botnaji a degraduji signifikantné
vice v porovnani s hydrogely tvofené smési HA-PH-RGDMX, Z tohoto diivodu byl dale jiz testovan
pouze tento material HA-PH-RGDMX,

V neposledni fadé byl stanovovan vliv stupné zesiténi na bunéénou adhezi. Byly testovany gely na bazi
HA-PH-RGDMX s riiznou tuhosti, ktera byla fizena piidavkem sitovacich ¢inidel (HRP, H20,). Buiiky
H>0, 0,002 %, Obr. 101 — sitovaci ¢inidla 0). Na druhou stranu rychle degraduji a po 14 dnech je gel
z 90 % zdegradovan. Gely také vykazuji vysoky stupeii nabotnani, coz neni aplikacné vhodné, jelikoz
by mohlo dojit k vyraznému tlaku na okolni tkaf. Na druhou stranu tuzsi hydrogely (HA-PH-RGDM',
sitovaci ¢inidla 2, HRP 0,4 U/ml, H.O; 0,005 %) si zachovavaji tvar, botnaji mén¢ a degraduji postupné
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(Obr. 101 — sitovaci €inidla 2). Viabilita bun¢k neklesa o 30 % vici kontrole u obou testovanych
materiala (Obr. 102).

U finalniho materialu HA-PH-RGDM™ bez bunék se sitovacimi ¢inidly 1 (HRP 0,24 U/ml, H.0, 1 mM)
bylo docileno optimalnich vlastnosti hydrogelu zpohledu rychlosti gelace, mechanickych a
viskoelastickych vlastnosti (HA-PH-RGDMX sitovaci ¢inidla 1, kapitola diskuze 8.3). Bylo zjisténo, Ze
inkorporace 20 miliénd ADSC na 1 ml HA-PH-RGDM™X hydrogelu se sitovacimi ¢inidly 1 ovliviiuje
signifikantné rychlost gelace a charakter gelu. Tuhost hydrogelové sité klesa, coz je patrné na hodnoté
Youngova modulu (Obr. 103). Také dochazi ke znatelnému botnani a degradaci béhem kultivace, coz
je nazadoucim jevem. Navysenim koncentrace ¢inidel (sitovaci ¢inidla 2, HRP 0,4 U/ml, H,0O, 0,005 %)
1ze tyto nevyhovujici vlastnosti eliminovat a dosahnout srovnatelnych vlastnosti gelu. Youngtiv modul
a houzevnatost (Obr. 103) a rychlost gelace (Obr. 104) je pak srovnatelna s hydrogelem bez bunék se
sitovacimi ¢inidly 1. V tomto ptipadé hydrogely béhem kultivace signifikantné méné botnaji, degradace
je zpomalena. Adheze ADSC je patrna u obou hydrogelu lisicich se tuhosti a charakterem (Obr. 105).

Na zakladé vySe uvedenych vysledki byl zvolen jako finalni material pro nasledné
testovani pomoci aplikaénich za¥izeni a in vivo experimenty derivat HA-PH-RGDM!X (1:1)
specifikace A s nizkou My (60-90 kDa) v roztoku PBS pH 7,4 o koncentraci 20 mg/ml
s obsahem sitovacich ¢inidel 1 (HRP 0,24 U/ml, H202 0,003 %, 1mM) v pripadé
hydrogelu bez bunék a sitovacich ¢inidel 2 (HRP 0,4 U/ml, H202 0,005 %, 1,67 mM)
s inkorporovanymi buiikami ADSC o koncentraci 20 miliéni na 1 ml hydrogelu.

8.5 Aplikace materialu pomoci katetru

V ramci Evropského projektu AMCARE byl vyvinut specialné upraveny katetr pro aplikaci materialu
do srde¢ni tkané [166]. Tento Kkatetr (7.5.1) je sloZzen ztchytné casti pro zapojeni stiikacek
s prekurzorovymi roztoky, nasleduje ptivodna dvoucestna hadicka s reservoarem v koncové casti
katetru. Katetr je zakon¢en konickou jehlou s velmi malym vnitinim primérem ((0,24 + 0,01 mm).
Katetr, vyjma Gchytné &asti, je zaveden a material nasledné aplikovan do srde¢ni stény v malych
davkach (po 200 ul). Gelace musi byt dostate¢né rychla, aby bylo zamezeno uniku materialu z mista
aplikace zpisobujici moznou embolizaci. Na druhou stranu nesmi byt pfilis rychla, aby nedoslo
k zatuhnuti materialu v katetru ¢i jehle. Také viskozita prekurzorovych roztokti musi byt uzptisobena
malému profilu jehly a délce katetru s malym vnitinim polomérem. Hydrogely na bazi finalniho
materialu HA-PH-RGDM™ (1:1) spec. A s nizkou My (60-90 kDa) v roztoku PBS pH 7,4 s obsahem
sitovacich ¢inidel 1 bez bunék (HRP 0,24 U/ml, H,0, 1 mM, 0,003 %) spliiuji tyto podminky a maji
potfebné kompetence pro zamyslenou aplikaci.

Prekurzorovy roztok HA-PH-RGDM™ spec. A vykazuje velmi nizkou viskozitu a vytlanou silu ptes
jehly s velmi malym primérem. To koresponduje s vysledky dosazenymi pfi testovani maximalni sily
na Case pii extruzi findlniho materialu pomoci katetru béhem gela¢niho procesu (Obr. 113) [166].
V prubéhu 3 minut dochazi k narGistu maximalni sily zapii¢inéné gelaénim procesem na hodnotu
ptiblizné 50 N a dale se jiz tato hodnota neméni a je mozné material aplikovat. To je v korespondenci
S vhodnymi hodnotami maximalni sily pro stla¢eni muzem 70 N a zenou 50 N. Tento fakt je dan vlastni
konstrukeci katetru obsahujici rezervoar v kone¢né ¢asti, kde dochazi k miseni prekurzorovych roztok,
a také charakterem samotného materialu po gelaci — hydrogely nevykazuji pfili§ vysokou tuhost.

Byl porovnan charakter hydrogelu pfipraveného pomoci Contipro homogenizatoru a pomoci katetru.
Homogenita pfipravenych hydrogelti byla testovana vizualné¢ pomoci barviva Sirius Red, ktera byla
zamichéana do prekurozorvého roztoku pied jeho ptipravou. Nebyl zaznamenan signifikantni rozdil mezi
hydrogely pfipravenymi pomoci homogenizatoru a katetru (Obr. 109).

Na druhou stranu hydrogely pfipravené katetrem vykazuji mirné niz$i Youngiv a elasticky modul
(Contipro homogenizator: G'=825Pa, G"=3,2Pa, 4=0,22°, Y=9,7 kPa a katetr: G'=701 Pa,
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G"=43Pa, §=0,36°, Y=7,7kPa, Obr. 110, Obr. 111). Stupefi nabotnani byl také mirné vyssi
u hydrogelt piipravenych pomoci katetru (152,5 % resp. 52,5 % vs. 143,3 % resp. 43,3 %, Obr. 112),
coz koreluje s vysledky dosazenymi pfi testovani viskoelastickych a mechanickych vlastnosti.
Pravdépodobné je rozdil dan mirnou nehomogenitou zptisobenou nedostate¢nym zesiténim, ktera ale
neni vizudlné patrna. Na druhou stranu hydrogel je kompaktni, drzi tvar a 1ze do néj inkorporovat bunky
bez ztraty integrity vzorkii. Rozdil nebyl zaznamenan u houzevnatosti stanovené podilem energie
potiebné k naruseni hydrogelu a objemu hydrogelu (0,35-0,45 ml). V neposledni fadé viabilita a
metabolickd aktivita ADSC nebyla ovlivnéna injektaci pomoci katetru a je srovnatelnd s vysledky
dosazenymi pomoci sméSovace typu Benchtop. Vysledky jsou soucasti uvedené publikace [166].

8.6 Aplikace materialu pomoci SPREADS zaiizeni

Spole¢nosti AdjuCor GmbH (https://www.adjucor.com/), partnerem EU projektu AMCARE, bylo
vyvinuto specialni aplika¢ni zatizeni SPREADS (Obr. 114). Je slozeno z nosné kapsy (substance
carrier) a 3 ptivodnich hadi¢ek (suply line) — jedna pro aplikaci hydrogelového prekurzorového roztoku
do rezervoaru ve stiedu kapsy a dvou hadiéek pro dopraveni bioadheziva do oblasti nachazejici se po
obvodu kapsy. Spodni ¢ast nosné kapsy je tvoiena biodegradabilni polopropustnou membranou.

Finalni prekurzorovy roztok byl zvolen na bazi HA-PH-RGDM'* s nizkou M,, (60-90 kDa) a koncentraci
roztoku (20 mg/ml) zachovavajici velmi nizkou viskozitu kvuli snadné aplikovatelnosti. Koncentrace
sitovacich cinidel byla volena, aby nedoslo k zatuhnuti smési v pfivodné hadicce a doslo
k dostateénému rozprostteni materialu v nosné kapse zaru€ujici homogenni distribuci bungk.
U hydrogelu bez bunék byl obsah sit'ovacich ¢inidel 1 H202 0,003 % a aktivita HRP 0,24 U/ml a pii
inkorporaci 20 mil ADSC/ml byl obsah sitovacich ¢inidel navysen na koncentrace H>O, 0,005 % a
aktivitu HRP 0,4 U/ml.

Stiikac¢ky s hydrogelovymi prekurzorovymi roztoky byly pfipevnény pomoci luer lock zakonceni
k SPREADS zafizeni a plynule stlatovany, ¢imz vznikl pomoci sméSovace hydrogelovy prekurzorovy
roztok. Diky vytvofenému aplika¢nimu oknu danému rychlosti gelace (> 15 sekund), dochazi k jeho
zatuhnuti po prichodu pfivodni hadi¢kou a rozprostieni v nosné kapse (Obr. 114-C).

Pro smiseni prekurzorovych roztoku byl pouZit sméSova¢ zakoupeny od spole¢nosti MEDMIX. Byly
porovnany vlastnosti hydrogell pfipravené timto homogenizatorem S transportni hadickou vedouci
do nosné kapsy SPREADS zatizeni a Contipro (CNT) homogenizatorem typu Benchtop, ktery byl
pouzit pii pfedchozim testovani hydrogelovych vlastnosti. Homogenita piipravenych hydrogelt byla
testovana vizualné pomoci barviva Sirius Red, ktera byla zamichana do prekurzorového roztoku pied
jeho ptipravou. Nebyl zaznamenan signifikantni rozdil mezi hydrogely pfipravenymi pomoci Contipro
homogenizatoru a MEDMIX smé&Sovace s piivodnou SPREADS hadickou (Obr. 115). Porovnatelny
vzhled hydrogeld koreluje s vysledky dosazenymi testovanim viskoelastickych a mechanickych
vlastnosti hydrogelti a zprocesu botnani. Elasticky a Youngiv modul i koeficient nabotnani
hydrogelové matrice je srovnatelny pfi ptipravé matrice pomoci Contipro homogenizatoru (G' = 825 Pa,
G"=3,2Pa, 5=0,20°, Y =9,7 kPa, Q =142,7 % resp. 42,7 %) a MEDMIX sméSovace s piivodnou
SPREADS hadi¢kou (G'=805Pa, G"=2,8Pa, 5=0,22° Y =7,7kPa, Q =143,3 % resp. 43,3 %)
(Obr. 116).

Také byla zjistovana homogenni distribuce a viabilita bunék (ADSC 20 mil/ml) v HA-PH-RGDM'X
hydrogelu, ktery byl injektovan do nosné kapsy aplikacniho zafizeni SPREADS. Obsah sit'ovacich
¢inidel byl kvili pfitomnosti bunék navysen na koncentraci H,O, 0,005 % a aktivitu HRP 0,24 U/ml.
Mezi testovanymi vzorky nebyl pozorovan Zzadny vyznamny rozdil v distribuci bunék a
zivotaschopnosti. Primérna Zivotaschopnost bunék v hydrogelu byla 77 % (Obr. 117).
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8.7 Detekce hydrogelu

Existuje n€kolik moznosti detekce hydrogelt v tkani. Jedna z moznosti vyplyva piimo z podstaty tvorby
dityraminové vazby u hydroxyfenyl derivatu HA. Vytvofena vazba za UVB zafeni emituje viditelné
svétlo (Obr. 107). Na druhou stranu je tento jev patrny pouze u gelt s vys$§im stupném zesiténi a nelze
detekovat pohyb prekurzorového roztoku ¢i materialu v tkani, u kterého nedoslo k vytvoteni vazeb, tedy
ke gelaci. Dalsi moznosti je vyuziti rozli¢nych barviv. Volba zavisi na mnoha faktorech, pfedevsim tedy
na interferenci se sitovacim systémem. Zde je dilezité si uvédomit, Ze zvolena barva barviva nesmi byt
podobna barvé tkang, krve a dalSich transfuznich piipravkd, jako ma kupiikladu barvivo Sirius Red
(Obr. 106). Pro detekci materialu a jeho homogenity v nosné kapse SPREADS zafizeni byla pouzita
methylenova modi (Obr. 114, Obr. 120). Dalsi moznosti je vyuziti fluorescenéné znaceného
tyraminovaného derivatu HA. Vyhodou je mozna detekce prekurzorovych roztokd i vzniklého
hydrogelu (Obr. 108), coz bylo vyuzito v preklinické studii pii testovani aplikovatelnosti materialu
pomoci katetru.

8.8 Preklinicka studie

Finalni material na bazi HA-PH-RGDM' byl aplikovan pomoci katetru AMCath a SPREADS zafizeni
vramci preklinické studie na modelu prasete ¢i miniprasete. Preklinické studie jsou popsany
v uvedenych publikacich [166, 167, 169].

Operace myokardu, at uz za pouziti katetru ¢i SPREADS zafizeni, je Casové ndrocnad a be&hem
operaéniho procesu miize zlstat suspenze bunék smisena s roztokem A — HA-PH-RGDM™ v PBS pH
7,4 obsahujici HRP. Viabilita ADSC neni ovlivnéna po dobu 4 hodin pfi inkubaci v roztoku
HA-PH-RGDMX+ HRP, at’ uz pii RT ¢i pii snizené teploté (2—-10 °C). Poté signifikantné klesa viabilita
bunék (p < 0.05), ale v piipad¢ uchovani v lednici nedochazi k poklesu bunééné viability o 30 % po
dobu 7 hodin (Obr. 118).

V ramci preklinické studie byl vyvinut model pro simulaci infarktu myokardu spoleénosti Explora
Biotech (partner EU projektu AMCARE). Testovani aplika¢nich zafizeni in vivo (AMCath/SPREADS
zafizeni) v kombinaci s findlnim materidlem bylo Gspé$né. Material pomoci katetru byl aplikovan
do srde¢ni stény LV. Pfitomnost hydrogelu uvnitt stény LV byla potvrzena vizualné a MRI analyzou
(Obr. 119). SPREADS zafizeni bylo uspé$né implantovano na srde¢ni sténu pomoci adhesiva
aplikovaného do okrajovych ¢asti aplika¢niho zatizeni. Nadavkovani prekurzorového roztoku a gelace
materialu v nosné kapse byla bezproblémova a viditelna, jelikoz hydrogel byl obarven methylenovou
modii (Obr. 120). Dale probé&hlo testovani terapeutického efektu na modelu velkého zvifete —
miniprasete. Testovani prob&hlo na miniprasatech. In vivo studie byla zapocata stimulaci infarktu
myokardu zavedenim Katetru s implantovanym balonkem. Po 14 dnech byla provedena implantace
SPREADS zafizeni a aplikace materidlu pomoci katetru. U zadného testovaného subjektu nedoslo
k nezadouci reakci. Nasledné po 7 dnech od provedeni zakroku bylo zjisténo signifikantni zlepSeni
LVEF (%) u subjekti, kterym bylo aplikovano SPREADS zatizeni obsahujici hydrogel bez a s ADSC
bunkami oproti kontrole (gold standard) (Obr. 121) [166, 167, 169].
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9 ZAVER
Omezena regeneracni kapacita srdce po infarktu myokardu ma za nasledek remodelacni procesy, které
mohou vést az k srde¢nimu selhani. Bylo vyvinuto nékolik strategii zahrnujicich mechanickou oporu
srdecni tkané ¢i regenerativni pristupy za vyuziti napi. kmenovych bunék. Prozatimni G¢innost 1écby je
ale stale nedostatecna, mimo jiné diky nizké zivotaschopnosti bun¢k a jejich nedostatecné retenci
V mist¢ aplikace.

Nosnym prvkem, ktery by podpofil zivotaschopnost bun¢k a jejich retenci v misté aplikace, mize byt
hydrogel. Jeho zna¢na hydrofilita, podobnost s extracelularni matrix a moznost gelace in situ jej
predurcuji jako vhodného kandidata pro vyuziti v této aplikaci. Kyselina hyaluronova je télu vlastni
latka s prirozenou biokompatibilitou a biodegradabilitou. Diky piitomnosti hyaluronidaz ¢i reaktivnich
forem kysliku v lidském téle dochazi k rychlé degradaci, kterou lze vyrazné zpomalit jeji modifikaci
za vzniku derivati HA vedouci za vhodnych podminek k tvorbé hydrogelt. Diky témto vlastnostem jsou
hydrogely na bazi HA povazovany za vhodné materialy pro vyvoj prostfedkd umoznujicich aplikaci a
rast bunék slouzicich pro bunéénou terapii po infarktu myokardu.

Pro dosazeni pozadovaného efektu regenerace tkané po infarktu myokardu je nutné do hydrogelu
zakomponovat co nejvice bunék pii zachovani jejich viability, moznosti proliferace a soucasné
zachovani vhodnych vlastnosti materidlu. Pro danou aplikaci byly pouzity kardiopoietické bunky
ADSC. Zvolené finalni mnozstvi bun¢k (ADSC) inkorporovanych do hydrogelu bylo 20 mil na 1 ml
hydrogelu.

V dané praci byly vyuzity oxidovana forma HA (HA-Ox), kterou Ize zesitit pomoci alkoxyaminu POA,
a také tyraminovany (hydroxyfenyl) derivat HA (HA-TA) podstupujici reakci katalyzovanou enzymem
HRP za ptitomnosti H.O,. Sitovaci reakce HA-Ox/POA lze tidit prostfednictvim reakénich podminek,
ale pritomnost biologického materialu (bun€k) v gelacni smési ma signifikantni vliv na rychlost gelace
a tuhost gelt. Pfi inkorporaci pozadovaného mnozstvi bun€k pro vyvijenou aplikaci (20 mil. ADSC
na 1 ml gelu) ztraci gely tvarovou stalost ¢i ke gelaci nedochazi. Na zakladé dosazenych vysledkd by
mohl byt tento material vyuzitelny v regenerativni mediciné jako matrice pro bufiky v nizsi koncentraci
¢i uvoliiovani ristovych faktrorti, ale neni vhodny pro danou aplikaci zahrnujici inkorporaci vysokého
mnozstvi bunék. Naproti tomu enzymatickou reakci tyraminovaného derivatu HA v piitomnosti
peroxidu vodiku vznikaji hydrogely s vhodnymi viskoelastickymi vlastnostmi i v pfitomnosti
pozadovaného mnozstvi bunééného materialu.

Bunééna adheze k povrchu hydrogeli na bazi kyseliny hyaluronové je ale termodynamicky nevyhodna.
Pro podporu bunécné viability a adheze byly vyvinuty hydrogely, které obsahuji peptidové sekvence
interagujici s buné¢nymi receptory ze skupiny integrinti. Z tohoto divodu byly pfipraveny hydrogely
na bazi HA-TA obsahujici pifimés fibrinogenu — proteinu, ktery ve své struktufe nese fadu adhesivnich
oligopeptidovych sekvenci interagujicich s integriny (napt. RGD). Fibrinogen signifikantn¢ podporuje
bunécnou adhezi, ale jelikoz je koagulantem a neni pevné vazan na strukturu derivatu, je zde riziko
embolizace. Druhou moznosti zavedeni adhesivnich oligopeptidi do hydrogelu je vyuziti derivatu HA,
jenz obsahuje kovalentné vazanou syntetickou sekvenci aminokyselin. K tomuto ucelu byl vyuzit
derivat (HA-PH-RGDPYRE) s adhesivnim oligopeptidem acylovanym 3-(4-hydroxyfenyl)propionovou
kyselinou, ktera diky pfitomnosti hydroxyfenylového jadra umoznuje zesiténi tohoto derivatu HA
pomoci HRP katalyzované reakce. Vyhodou je pevna vazba RGD sekvence na strukturu derivatu, ¢imz
je zamezeno riziku embolizace. Na druhou stranu objemnost skupiny RGD snizuje efektivitu zesiténi,
tedy zpomaluje gelaci a snizuje tuhost hydrogelové sité. Proto byl derivat s RGD (HA-PH-RGDPURE)
kombinovan s tyraminovanym derivatem HA-TA (1:1). Cas gelace se timto zptisobem zkratil ze = 100 s
na 18-26 s v zavislosti na Sarzi derivatu, Sarzi HRP ¢i peroxidu vodiku.
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V této praci byl jako aplikacni zafizeni vyuzit specialné navrZzeny katetr s rezervoarem a SPREADS
zafizeni slozené z aplikacni ¢asti slouzici k dopraveni materidlu do nosné kapsy, ktera je tak vyplnéna
hydrogelem obsahujici buriky a na okrajich bioadhezivem pro uchyceni patche na srdeéni sténé.

Pro moznou aplikaci pfipraveného materialu pomoci danych zafizeni je nutné zachovani nizké viskozity
a vytlacné sily prekurzorového roztoku, ¢ehoz bylo docileno volbou nizké molekulové hmotnosti
vychoziho derivatu (60-90 kDa) pti koncentraci 20 mg/ml. Obsah sit'ovacich ¢inidel 1 (HRP 0,24 U/ml,
H20, 0,003 %, 1 mM,) byl zvolen na zaklad¢ rychlosti gelace, charakteru hydrogelové sité, botnani a
kompatibility s dvéma zvolenymi aplikaénimi zafizenimi (katetr, SPREADS). Inkorporace vysokého
mnozstvi bunék (20 mil. ADSC na 1 ml) ma sice vliv na charakter gelu, ale ten lze redukovat mirnym
navySenim obsahu ¢inidel — sitovaci ¢inidla 2 HRP 0,4 U/ml, H,O, 0,005 %, 1,67 mM.

U finalniho materidlu s obsahem 20 mil ADSC/ml byla prokazana aplikovatelnost pomoci katetru
in vitro bez signifikantniho vlivu na bunéénou viabilitu. Vyhodou katetru je jeho minimalné invazivni
aplikace do srdecni stény. Vznikly hydrogel byl pii preklinické studii detekovan v misté aplikace bez
negativniho vlivu na okolni tkan ¢i testovany subjekt (miniprase).

Material byl rovnéz in vitro aplikovan do nosné kapsy zatizeni SPREADS, kde doslo k jeho rozprostieni
a vzniku hydrogelu s inkorporovanymi viabilnimi bunkami s homogenni distribuci. Pfedpokladem je
mechanicka opora poSkozené srdeéni stény po infarktu myokardu pomoci tohoto elastického a
biologicky rozlozitelného patche v kombinaci s regeneraci srde¢ni tkané kmenovymi buikami, jez
prochazi ptes polopropustnou membranu pii SPREADS degradaci. In vivo aplikace hydrogelu do nosné
kapsy, jeji implantace a uchyceni pomoci bioadheziva bylo tsp€sné. Doslo k vyznamnému zvySeni
LVEF (%) po 7 dnech od implantace v porovnani se standardem GS (gold standard), u kterého nebylo
pouzito aplikacni zatizeni ani vyvinuty material ¢i bunky.

Cilem disertacni prace byl vyvoj hydrogelu na bazi HA slouzici jako scaffold pro enkapsulaci bunek
pro moznou aplikaci v tkanovém inzenyrstvi a regenerativni medicin€. Hydrogely na bazi hydroxyfenyl
derivatu HA a oxidované formy HA napliiuji dany zamér. Za G¢elem zvySeni regeneracni schopnosti
tkané po infarktu myokardu musi scaffold umoznit zabudovani vysokého mnozstvi bunék. Tuto
podminku spliiuji hydrogely na bazi hydroxyfenyl derivatu HA. Pro podporu viability a adheze bun¢k
ve scaffoldu byl zvolen hydroxyfenyl derivat HA nesouci pevné vazanou RGD sekvenci. V ramci
diserta¢ni prace byl vyvinut hydrogel, do jehoz struktury lze inkorporovat kmenové buiiky izolované
z tukové tkané darct. Obsah sit'ovacich €inidel byl optimalizovan pro moZnou enkapsulaci vysokého
mnozstvi bun€k. Finalné vybrany material byl aspé$né aplikovan pomoci specidlné vyvinutych
aplikacnich zatizeni (katetru a SPREADS) in vitro i in vivo.
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11 SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

HA-Ox
HA-TA
HA
POA
RGD
AMCARE
Mw
SEM
Da
EDC
HRP
hMDS
GluO
GaO
IKVAV
YIGSR

RGDS

GMHA
ESC
ASC
CSC
HSC
EPC
MSC

BMC

VEGF
FGF
ADSC
PBSC
UBC
IPSC

Derivat na bazi HA — oxidovand forma HA/aldehyd HA

Derivat na bazi HA — tyraminovany/hydroxyfenyl derivat HA

Kyselina hyaluronovéa/hyaluronan
0,0'-1,3-propandiyl-bishydroxylamin dihydrochlorid

Peptidova sekvence Arg-Gly-Asp (argynin-glycin-kyselina asparagova)
Advanced Materials for Cardiac Regeneration (EU projekt)
Molekulova hmotnost

Skenovaci elektronova mikroskopie

Dalton (jednotka My, polymert, g-mol™)
1-ethyl-3-[3-(dimethylamino)-propyl]-karbodiimid

Kfienova peroxidaza (Horseradish peroxidase)

Lidské mesenchymalni butiky (Human mesenchymal stem cells)
Glukozo-oxidaza

Galaktozo-oxidaza

Peptidova sekvence Ile-Lys-Val-Ala-Val (izoleucin-lysin-valin-alanin-valin)

Peptidova  sekvence  Tyr-lle-Gly-Ser-Arg  (tyramin-izoleucin-glycin-
serotonin-arginin)

Peptidova sekvence Arg-Gly-Asp-Ser (argynin-glycin-Kyselina asparagova-
serotonin)

Metakrylovy derivat HA (Glycid methacrylate hyaluronic acid)
Embryonalni kmenové bunky (Embryonic stem cells)

Dospélé kmenové buiiky (Adult stem cells)

Srde¢ni kmenové buiky (Cardiac stem cells)

Hematopoietické kmenové bunky (Hematopoietic stem cells)
Endotelialni progenitorové bunky (Endothelial progenitor cell)
Mesenchymalni kmenové bunky (Mesenchymal stem cells)

hMSC Lidské MSC (Human mesenchymal stem cells)

Buiky kostni diené (Bone marrow cells)

BMSC Bone marrow stem cells

BMMSC Bone marrow-derived mesenchymal stem cells
BMMNC Bone marrow mononuclear cells

Vaskularni endotelialni rustovy faktor (Vascular endothelial growth factors)
Fibroblastovy rastovy faktor (Fibroblast growth factor)

Kmenové buriky ziskané z tukové tkané (Adipose-derived stem cells)
Kmenové bunky periferni krve (Peripheral blood stem cells)
Kmenové butiky pupecnikové krve (Umbilical cord blood cells)

Indukované pluripotentni kmenové buriky (Induced pluripotent stem cells)
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FDA

LVEF
IGF-1
HGF
PDGF
G-CSF

BSA
GGRMSMPV

DS
NMR
SEC-MALLS

UV-VIS
HA-PH-RGD
HA-PH-FITC
FITC

ATP

DEMI

Glu

Ga

n

t

SAOS

)
G
G’

G”

LVR

RT

Tg

Q

BTH
BSA

SC
HCT-116

*
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Federalni agentura pro kontrolu potravin a 1é¢iv

Food and Drug Administration

Ejekéni frakce levé komory (Left ventricular ejection fraction)
Inzulinu podobny rustovy faktor 1 (Insulin-like growth factor 1)
Ristovy faktor hepatocytti (Hepatocyte growth factors)
Desti¢kovy rastovy faktor (Platelet-derived growth factor)

Granulocytarni kolonie stimulujici faktor (Granulocyte-colony stimulating
factor)

Bovinni sérovy albumin

Peptidova sekvence (Gly-Gly-Arg-Met-Ser-Met-Pro-Val) (glycin-glycin-
argynin-methionin-serotonin-methionin-prolin-valin)

Stupeii substituce
Nuklearni magnetickd rezonance

Size exclusion chromatography, Multi-Angle Laser Light Scattering.
Vylucovaci chromatografie s detekci pomoci rozptylu svétla.

Ultrafialova-viditelna spektroskopie

Hydroxyfenyl derivat HA s navazanou RGD sekvenci
Hydroxyfenyl derivat HA s navazanou FITC skupinou
Fluorescein isothiokyanat

Adenosintrifosfat

Demineralizované voda

Glukéza (D-(+)-Glucose)

Galaktoza (D-(+)-Galactose)

Viskozita

Cas

Small Amplitude Oscillatory Shear

Fazovy posun/ztratovy thel

Komplexni modul pruznosti ve smyku

Elasticky (pamétovy) modul

Viskozni (ztratovy) modul

Linearni viskoelasticka oblast (Linear viscoelastic region)
Pokojova/laboratorni teplota

Cas gelace

Botnaci koeficient/ koeficient nabotnani/ Stupein nabotnani
Bovinni testikularni hyaluronidaza

Bovinni sérovy albumin

Mezenchymalni kmenové buiky z kostni diené

Linie karcinomu tlustého stfeva



3T3 Swiss albino — linie, mysi embryonalni fibroblasty

n Pocet subjekti/opakovani

NH2:CHO Pomér vaznych skupin: amino skupin alkoxyaminu POA (NH2) a
aldehydickych skupin derivatu HA-Ox (CHO)

SD Smeérodatna odchylka

HMW HA Vysokomolekularni (high molecular weight) kyselina hyaluronova

Y Youngtiv modul

p Statisticky rozdil

LV Leva srde¢ni komora
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12 PRILOHY
12.1 Priloha 1: Kultivace bunék

SloZeni kultiva¢nich médii dle typu bunék

kmenové b. (SC) vysledna konc. v médiu
e a-MEM, low Glucose
e Fetalni Bovinni Sérum (FBS) 10 %
e |-Glutamine 2mM
e Pen/Strep 1 % (Pen. 100 000 U/L; Strep. 100 mg/L)
kmenové b. (ADSC) vysledna konc. v médiu
e advanced-MEM
e GlutaMAX 2mM
e heparin 2 U/ml
e Pen/Strep 1%
e PLTMax 25%
linie 3T3 vysledna konc. v médiu
¢ DMEM, low Glucose
e FBS 10 %
e |-Glutamine 2mM
e D-Glucose 4 g/L
e Pen/Strep 1%
linie HCT vysledna konc. v médiu
e McCoy’'s 5SA
e FBS 10 %
e |-Glutamine 2mM
e Pen/Strep 1%
SloZeni pufru PBS
e NaCl 80¢g
e KCI 0,2¢g
e NaHPO412H,0 2,859
e KH;PO, 0,29
e DEMI voda 1L

Specifikace pouzitych chemikalii

Chemikalie potiebné k piipravé kultivaénich médii

e a-MEM, low Glucose (Lonza, BE02-002F)
advanced-MEM (Thermo Fisher Scientific, 12492-021)
DMEM, low Glucose (Diagnovum, D005)
McCoy's SA (Merck, M8403)
FBS (Diagnovum, D101)
L-Glutamine (Merck, G8540)
D-Glucosa (Lach-Ner, 30268)
Penicillin-Streptomycin (Merck, P4333)
GlutaMAX (Thermo Fisher Scientific, 35050038)
PLTMax (Mill Creek, research grade)
Heparin (Merck, H3393)
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Chemikalie potiebné k piipravé PBS
NaCl (Fluka, 71381)

KCI (Lach-Ner, 30383)
Na;HPO4-12H,0 (Lach-Ner, 30307)
KH2PO, (Lach-Ner, 30145)

Ostatni chemikalie potiebné ke kultivaci bunék
e Trypsin/EDTA 10x (Merck, T4174)
e DMSO (Merck, D2650)

Chemikalie poti‘ebné k vyhodnoceni ristu/viability bunék
e CellTiter-Glo reagent (Promega, G7571)
e Calcein-AM (AnaSpec, AS-89201)
e Propidium lodide (Thermo Fisher Scientific, P1304MP)

Postup kultivace bunék
Veskera prace probiha za sterilnich podminek.

Kultivace bunék

Vsechny typy bun€k byly kultivovany v piislusném médiu za standardnich kultiva¢nich podminek
(37 °C/5% CO2) na kultivaénich lahvich (TPP). Vyména média byla provadéna kazdé 2-3 dny.
Po dosazeni 80% konfluence nariistu na lahvich byla provedena pasaz bun¢k pomoci Trypsinu.
Zpasazované buiiky byly pouzity pro pokusy nebo natfedény Cerstvym médiem a nasazeny na novou
kultivaéni lahev. V piipadé potieby dlouhodobého uchovani bunék byly zpasazované bunky
resuspendovany v zamrazovacim médiu (95 % kultivaéni médium + 5 % DMSQO), zamrazeny s postupné
klesajici teplotou a uchovavany pti -196 °C.

Testy cytotoxicity

Bunky byly nasazeny na 96-jamkové nebo 24-jamkové kultivacnich panely (TPP) a kultivovany
za standardnich kultiva¢nich podminek do druhého dne. Nasledujici den bylo odsato médium a do jamek
byly piidany testované extrakty nebo vzorky rozpusténé v Cerstvém médiu. Stanoveni bunééné viability
probéhlo v uvedenych ¢asovych intervalech (obvykle 24—72 h).

Testy 2D adheze bunék
Testovanymi materialy byly coatovany jamky na 24-jamkovych kultivaénich panelech. Buiky byly

nasazeny na povrch materialu, zality kultiva¢nim médiem (1 ml/jamku) a kultivovany za standardnich
kultivaénich podminek.

Inkorporace bunék do hydrogelu

Zpasazované bunky byly suspendovany v PBS a smiseny S prekurzorovym roztokem materialu.
Nasledné byly dle standardniho postupu pfipraveny hydrogely do teflonovych formic¢ek. Po uzrani byly
hydrogely pfemistény do 24-jamkového kultiva¢niho panelu, zality kultivacnim médiem (1 ml/jamku)
a kultivovany za standardnich podminek. Vyména média byla provadéna kazdé 2—3 dny.

V ptipadé¢ inkorporace vysokého poctu bunék (>10 mil. b./ml) byl gel kultivovan v 6-jamkovém panelu
s 6 ml média/jamku.

Stanoveni bunécné viability

Barveni Live/Dead: kultiva¢ni médium bylo nahrazeno médiem bez FBS s 1 pg/ml Calcein-AM a
2 ug/ml Propidium Todide. Vzorek byl inkubovian ve tmé 20 min. Fotografie byly pofizeny
na fluorescen¢nim mikroskopu Nicon Eclipse Ti pomoci softwaru NIS Elements. Analyza obrazu byla
provedena v softwarech NIS Elements a Icy 1.9.10.0.

Stanoveni viability pomoci Cell-Titer Glo assay: vzorky byly promyty od média pomoci pufru PBS a
nasledné byl ptidan novy roztok PBS s Cell-Titer Glo v poméru 5:1 (nap#. 200 ul PBS + 40 ul Cell-Titer
Glo). Vzorek byl inkubovan na horizontalni tfepacce ve tmé 30 min a nasledné ustalen 10 min.
Luminiscenéni signal byl odecten na pfistroji TECAN Infinite 200.
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12.2 Priloha 2: Katetr (AMCath)

Handle

Catheter
Tip

B

I—T_J
1 'PTFE Tubing “Dual-Lumen Catheter SS Resevoir

Spring-Loaded
Release

PTFE Tubing Lock

Dual-Lumen
Catheter

PTFE Tubing

Obr. 122 Slozeni katetru AMCath. Vnitini komponenty (A) ez konecné Ccasti katetru obsahujici
rezervoar zakonceny konickou jehlou (B), télo katetru — rez drzedlem (C) a adapter pro zapojeni
strikacek obsahujici prekurzorovy roztok a ukdazka dvoucestného provedeni katetru (D) [166].
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