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Abstrakt

Bakalarska prace se zabyva funkcionalizaci povrchu kremicitych
nanovlakennych substrati s cilem imobilizace kyseliny hyaluronové.

V teoretické Casti jsou shrnuty poznatky ziskané resersSi, zamérenou na
metody zpracovani a aplikaci kyseliny hyaluronové ve formé nanostruktur
v mediciné. V dalSi Casti reSerSe jsou diskutovany metody modifikace kyseliny
hyaluronové a mozZnosti vyuZiti anorganickych nanovldkennych substrati
v mediciné.

Experimentalni ¢ast se zabyva optimalizaci silylacni reakce, kdy jako
modifikacni cinidlo je zde vyuzit 3-aminopropyltriethoxysilan (APTES). Byl
sledovan vliv koncentrace silylacniho Cinidla a ¢as reakce na vysledny vytézek
aminoskupin  (NHz) Kkovalentné navazanych na povrch Kkremicitych
nanovladkennych substratl. V zavislosti na vytéznosti silylace za rtiznych reak¢nich
podminek byl stanoven optimalni postup pro povrchovou modifikaci kfemicitych
nanovlaken. Dalsi ¢ast zahrnuje imobilizaci kyseliny hyaluronové na predem
modifikovany nanovlakenny substrat, kde byl zkouman vliv pH a Cas reakce na

vysledny vytézek kyseliny hyaluronové.

Klicova slova

Kyselina hyaluronovd, modifikace, biomaterialy, silylace, APTES, kiemicita

nanovlakna,



Abstract

The bachelor thesis deals with surface functionalization of silica
nanofibrous substrates with the goal of surface immobilizationthe of hyaluronic
acid.

The theoretical part summarizes the knowledge obtained from literature
research, focusing on processing methods and applications of hyaluronic acid in
the form of nanostructures in medicine. In the next section of theoretical part,
there are discussed modifications of hyaluronic acid and the possibility of using
inorganic nanofibrous substrates in medicine.

The experimental part deals with the optimization of silanization reaction
with the use of 3-aminopropyltriethoxysilane as a modifying agent. In addition, the
effect of the silanization agent concentration and reaction time on the final yield of
covalently bonded amine group, were also observed. Depending on the yield of
silanization under the various reaction conditions, the optimal procedure for
surface modification of silica nanofibers was determined. In the case of the
hyaluronic acid immobilization procedure the effect of the reaction pH and time

was studied.

Key words

Hyaluronic acid, modification, biomaterials, silanization, APTES, silica

nanofibers,
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Seznam pouZzitych terminii a zkratek

APTES
BDDE
CHO
CMPI
BrCN
CO-NH-NH:
COOH
CTAB
DMF
DMSO
DVS
EDC
FITC
FTIR
GAG
HA
NH:
NHS
NMM
HOBt
NPs
OH
PEDGA
PEO
SEM

SiO2-APTES-HA

S. equi

S. zooepidemis

TBA
TIPS
uv

3-aminopropyltriethoxysilan
1,4-butandiol diglycidyl ether
aldehydova funkeni skupina
2-chlor-1-methylpiridin jodid
bromkyan

hydrazidova funk¢ni skupina
karboxylova funk¢ni skupina
cetyltrimethylamoniumbromid
N,N-dimethylformamid
dimethylsulfoxid

divinyl sulfon
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) karbodiimid
fluorescein-isothiokyanat
infracervena spektroskopie
glykosaminoglykan

kyselina hyaluronova
aminova funk¢ni skupina
N-hydroxysukcinimid
N-methylmorfolin
hydroxybenzotriazol
koloidni ¢astice, nanocastice
hydroxylova funk¢ni skupina
polyethylen glykol akrylat
olyethylenglykol

skenovaci elektronova mikroskopie

kremicita nanovlakna po imobilizaci kyseliny hyaluronové

bakterie rodu Streptococcus equi
bakterie rodu Streptococcus zooepidemis
tetrabutylamonium

fazova separace indukovana teplem

ultrafialové zareni
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Uvod

Kyselina hyaluronova je prirodni polysacharid, ktery predstavuje
medicinsky velice zajimavy material, vyznamny predevSim pro oblast hojeni ran.
ObtiZzna zvlaknitelnost v disledku vysoké molekulové hmotnosti Kkyseliny
hyaluronové vsak vyznamné limituje moZnosti jejtho zpracovani do
nanovlakennych struktur. Jednou z mozZnosti ziskani nanovlakenné struktury
s obsahem Kkyseliny hyaluronové je jeji imobilizace na povrch nanovlaken, kdy
testovanym nanovlakennym substratem je substrat na bazi oxidu kiremicitého.

Kiemicita nanovlakna jsou unikdtnim materidlem zajimavy piedevsim pro
aplikace v mediciné, kde mohou byt tato vlakna vyuzivana jako nosice pro ucinné
latky, enzymy apod., které nemaji dostatecnou stabilitu a bez jejich imobilizace by
bylo jejich pouziti velmi obtiZzné ¢i nemozné. Vyhodou kiemicitych materidla je
jejich univerzalnost, dobra mechanicka stabilita, velky specificky povrch a

zdravotni nezvadnost.
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1 Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronova (HA) je prirodni polysacharid patrici do skupiny
mukopolysacharidli neboli téz glykosaminoglykani (GAG), coZ jsou latky, jejichz
Fetézce jsou linearni. Jejich typickym znakem je struktura tvorena z opakujicich se
disacharidickych jednotek. V pripadé Kkyseliny hyaluronové se opakujici
disacharidickd jednotka skldda z monosacharidu kyseliny glukuronové a
monosacharidu N-acetylglukosaminu. Tyto monosacharidy jsou mezi sebou
spojeny glykosidickou vazbou [ 1-3. Jednotlivé disacharidické jednotky jsou
pospojovany v polymer svysokym polymeracnim stupném glykosidickymi
vazbami 8 1-4. Tato kyselina se vyskytuje u obratlovcii prakticky ve vSech tkanich
a vzhledem k tomu, Ze se tato latka v organismu povétSinou nachdzi jako sodna

nebo jina stl, prosazuje se oznaceni hyaluronan.

1.1 Chemicka struktura

Po chemické strance je hyaluronan negativné nabity, linedrni GAG tvoreny
opakujici se disacharidickou jednotkou sloZenou z [3(1,3)-D-glukuronové kyseliny
a B(1,4)-N-acetyl-D-glukosaminu. Molarni hmotnost retézci HA se pohybuje
vrozmezi 1 - 8.10% g.moll, priCemz nejcastéjsSi molarni hmotnost je 2 - 5.10°

g.mol- [1] [2].

CH,OH
HHCOCH,
D-glukuronova kyselina N-acetyl-D-glukosamin

Obrdazek 1: Chemickd struktura kyseliny hyaluronové [3]

Hyaluronan tvoii intramolekularni vodikové vazby a vyskytuje se bud’ jako
volny fretézec, nebo je kovalentné vazan na proteiny. HA se od ostatnich
glykosaminoglykanti lisi hlavné tim, Ze se nevaze na proteinové jadro, neobsahuje

sulfatovou skupinu a dale se lisi také extrémni délkou molekul [4].
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1.2 Vlastnosti kyseliny hyaluronové

Kyselina hyaluronova je dtileZitou slozkou extracelularni matrix (ECM) a je
pritomna vSude tam, kde je potifeba udrzovat vlhkost mezi vrstvami tkdné nebo
zabranovat neZzadoucimu treni. HA ma unikatni sadu vlastnosti, mezi které patii
predevsim hydrofilita, lubricita a vlastnosti reologické. Kromé téchto vlastnosti se
HA také projevuje jako signalni molekula ucastnici se imunologickych procest a
ovliviiuje mobilitu a adhezi bunék v ramci jejich proliferace a diferenciace. Dale ma

vyznamné antioxidacni vlastnosti a ptlisobi jako vychytavac volnych radikali [1]

[5].

1.2.1 Hydrofilita

Ze struktury uvedené v kapitole 1.1 je patrné, Ze se jedna o polymer, ktery
je diky existenci velkého mnozstvi hydroxylovych skupin (OH) ve své strukture
schopen vazat velké mnozstvi vody a ktery je ve vodé pomérné dobie rozpustny
diky nabojové repulsi vyvolané karboxylovymi skupinami (COOH). Studium dhlové
zavislosti rozptylu svétla vedlo kzavéru, Ze molekuly HA vytvari vroztoku
strukturu, ktera pripomind tuha klubka, a tato klubka jsou schopna zadrzet
dokonce az tisickrat vétsi mnoZstvi vody, nez je vlastni hmotnost HA. Hydrofilni

charakter HA usnadiiuje jeji interakci s riiznymi tkdnémi. [3] [5].

1.2.2 Vlastnosti reologické

Linedrni polymerni fetézce kyseliny hyaluronové zaujimaji v roztoku tvar
klubka, ve kterém se tyto retézce vzajemné spojuji jiz pti malych koncentracich,
coz prispivdA k jejim neobvyklym reologickym vlastnostem. Pri vyssich
koncentracich vykazuji roztoky HA extrémné vysokou, ale na smykové rychlosti
zavislou viskozitu. Roztok o koncentraci 1 % vypada jako gel, avSak pokud na néj
plisobime tlakem, snadno se pohybuje a miize byt aplikovan i velmi tenkou
injek¢éni jehlou. 7Z hlediska reologie se tedy HA chova jako pseudoplasticky
material [3] [5].

1.2.3 Lubricita
Mimoradné reologické vlastnosti roztokli obsahujicich HA, které jsou
popsany v predchozi kapitole, z nich délaji idedlni lubrika¢ni materidl. Je dokazano,

12|Stranka



ze HA oddéluje vétSinu tkanovych ploch, které se po sobé navzdjem posouvaji. Dale
bylo taktéZ prokazano, Ze extrémni lubrika¢ni vlastnosti HA sniZuji pooperacni

adheze a to predevsim po btisni a ortopedické chirurgii [3] [5].

1.2.4 Komerc¢ni dostupnost

Z hlediska dostupnosti a prijatelnosti pro organismus je idedlnim
materidlem pravé skupina glykosaminoglykant existujicich v Zivocisnych tkanich.
VSichni tito zastupci, kam patfi i kyselina hyaluronova, jsou prakticky
nemutagenni, neimunogenni a netoxické latky. OvSem jejich primyslové ziskavani,
az na HA, predstavuje velky problém, protoZe je moZné je téZit pouze ze
zivoc¢iSnych tkani, kde se sice tyto latky vyskytuji, avSak ve velmi malém,
priamyslové vyuzitelném, mnozstvi. Navic jejich Cistota neni dostatecné vysoka
v diisledku obsahu urcitého mnozstvi imunogennich bilkovin. Jedinou vyjimkou je
pravé HA, kterou lze vyrabét v dostate¢ném mnozstvi a pritom ve vysoké cistoté
biotechnologicky z urcitych druhli kultivovanych bakterii. Tyto mikroorganismy
jsou prirozené obaleny kapsulou, ktera je tvotena Cistou HA [6].

Kromé téchto klasickych zdroji pro izolaci HA patii k dalsimu zpiisobu
ziskavani HA také izolace z kohoutich hiebinki. Jedna spole¢nost, Pharmacia AB
(Uppsala, Svédsko), vyvinula specialni kmen kohoutdl s velmi bujnymi hi‘ebeny, ze
kterych se sloucenina izoluje. Komer¢né dostupny materidl se dodava

v molekulové hmotnosti v rozmezi 1.10° g.mol-! - 8.10 g.mol-! [5].

1.3 Vyskyt a funkce kyseliny hyaluronové

HA se vyskytuje prakticky ve vSech tkanich obratlovcl, a to ve dvou
podobach. Jednak vazana elektrostatickymi a kovalentnimi silami k dalsim
molekulam ECM a jednak volna jako humektant (kiize), lubrikant (klouby) ¢i latka
udrzujici staly tvar (o¢ni bulva) nebo jako vyplnova slozka nékterych organi
(pupecni snira). Témeér polovina HA vtéle se nachazi vkizi snejvétSim
zastoupenim v intracelularnim prostoru, kde ji maze byt az 2,5 g/1 [7]. BohuZel ma
HA polocas rozpadu krats$i nez 3 dny, a proto je nutné, aby télo neustale HA
dopliiovalo. Zmény v koncentraci HA jsou pozorovany pri starnuti, hojeni ran a
degenerativnich onemocnénich [8]. Prehled koncentrace kyseliny hyaluronové

v zivoCiSnych tkanich a tekutinach je zaznamenan v niZe uvedené Tabulka 1.
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Aktivita HA je silné zavisld na molekulové hmotnosti. Obecné plati, Ze HA
s vysokou molekulovou hmotnosti nejevi prakticky Zddnou biologickou aktivitu ve
smyslu regulace pochodii v organismu nebo regulace bunék a jeji funkce je spiSe
organizacni. OvSem HA svelmi nizkou molekulovou hmotnosti (tedy
s molekulovou hmotnosti pod 5.10> g.mol-1) ma vliv na rtizné pochody v tkanich a
bunikach, pricemz bylo dokazano, Ze ¢im niz8i je molekulovd hmotnost
hyaluronanu, tim vétsi je jeho biologicka aktivita [6].

Kyselina hyaluronovd ma také spoustu dalsich funkci. Je dilezitym
hydratatnim mediem, klicem k embryonalnimu vyvoji a predevSim se podili na
obnoveni tkani a regeneraci. Molekuly HA maji dalsi velmi specifické funkce, mezi
které patfi i uCast na angiogenezi. Dale se tyto molekuly podileji na podpote hojeni
ran [9].

Vyskyt HA neni typicky pouze pro obratlovce. Jak je jiZ zminéno v kapitole
1.2.4, HA je soucasti pouzder nékterych bakterii, napi. nékterych kment

streptokoki (S. zooepidemicus, S. equi, atd.) [7] [9].
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viv. s

Tabulka 1: Koncentrace HA v Zivocisnych tkdnich a tekutindch [7]

Tkan nebo télni tekutina Koncentrace Poznamky
[ng/ml]
Kohouti hrebinek 7500 ZivoCiSna tkan s nejvysSsim obsahem HA
s v vy tkan s relativné vysokou molekulovou
Lidska pupecni Siitira 4100 hmotnosti HA
Lidska svnovialni pri zanétu dochazi k poklesu
asy 1400-3600 | koncentrace HA v dlisledku zvétSeni
tekutina . A1 .
objemu synovialni tekutiny
Hovézi nosni chrupavka 1200 casto Seuzivaja ko moq,e | chrupavky v
experimentalnich studiich
Sklivec lidského oka 140-340 pri zrani této tkané dochazi ke zvySeni
koncentrace HA
. zde je HA navrZena jako omlazujici
Dermis 200-500 prostredek v kosmetické dermatologii
. . koncentrace HA je vyssi kolem
Epidermis 100 syntetizovanych bunék
Krali¢i mozek 65 -
Krali¢i srdce 27 _
mala molarni hmotnost HA je
Lidska hrudni lymfa 0,2-50 vysvétlena prednostni absorpci vétSich
molekul buiikami jater
Lidska mo¢ 0,1-0,3 je zdrojem enzymu hyaluroniddzy
u starsich lidi, pacientt s artritidou
Krevni plazma 0,01-0,1 nebo cirhézou jater je koncentrace HA
vyssi

1.3.1 Kyselina hyaluronova v ktzi

HA plni fadu duleZitych funkci v kiizi, ke kterym patii zadrzovani vody ve
tkanich. Tim dochazi ke zméné dermalniho objemu a stlacitelnosti, coz mize
ovlivnit buné¢nou proliferaci a diferenciaci. Dale ptlisobi v kizi jako ,zachycovac”
volnych radikali, které jsou generovany UV zafenim ze slunce. UV svétlo
zplUsobuje oxida¢ni procesy na buinkidch a mize tak dojit k poSkozeni jejich

genetického materialu, coz by mohlo zpisobit degeneraci a smrt [7].

1.3.2 Kyselina hyaluronova v synovialni tekutiné a kloubech

HA se nachazi ve vSech kostech a chrupavcitych strukturach v celém téle.
V kloubech, i pres relativné nizky obsah, funguje HA jako dulezity konstrukéni
prvek matrice tvorici agregacni centrum pro aggrekan. V synovidlni tekutiné

poskytuji vysoké koncentrace vysokomolekuldrni HA mazani pro klouby. Dale
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slouZzi jako tlumic¢ narazi, sniZuje treni kosti a zmensSuje opotiebeni kloubt. Pri
zanétlivych artritickych stavech, jako je napf. osteoartritida nebo revmatoidni
artritida, dochazi kdegradaci vysokomolekularni HA reaktivnimi kyslikovymi
slouceninami, které snizuji jeji viskozitu a posSkozuji tak lubrika¢ni a tlumivé

vlastnosti, coZ vede ke zhorseni pohyblivosti kloubti a bolestivosti [7] [8].

1.3.3 Kyselina hyaluronova v extracelularni matrix

HA hraje vECM nékolik dtlezitych roli diky schopnosti interakce
interakce mezi HA a receptorem CD44, ktery zprostredkovavaji buriky, a ktery se
nachazi na povrchu vétSiny bunék. Jedna se o receptor bilkovinné povahy, ktery
pomaha regulovat pochody odehravajici se v buice a to prave pres interakce s jeho
ligandem, tedy kyselinou hyaluronovou. Zmény v expresi tohoto receptoru jsou
spojovany s celou Ffadou nadorovych onemocnéni, coz zptlisobuje velky zdjem o
tento receptor Kyseliny hyaluronové. Zda se, Ze zvysena exprese CD44 podporuje

vazbu HA, coZ u nékterych tumori souvisi s vyssi tendenci metastaz [6] [10].
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2 Modifikace kyseliny hyaluronové

Kyselina hyaluronovd miuZe byt chemicky modifikovana dvéma riiznymi
zplsoby: sitovanim nebo konjugaci. Tyto dvé metody, jejichz mechanismy jsou
znazornény na Obrazek 2, jsou zaloZeny na stejné chemické reakci a odlisuji se tim,
Ze v pripadé konjugace dochazi k navazani slouceniny na retézec HA pouze jednou
vazbou, kdeZto v pripadé sitovani jsou odlisné retézce HA spojeny dvéma ¢i vice
vazbami, coZ zajiStuje stabilitu vysledného derivatu. Kromé toho, existuji riizné
typy sitovacich postupti: primé sitovani, sitovani derivatli HA a sitovani riiznych
derivati HA. Pro sitovani nebo konjugaci HA existuje fada metod, kdy nékteré
vyzaduji pritomnost vody, jiné zase pritomnost organického rozpoustédla

v disledku citlivosti molekuly na hydrolyzu.

Chemical conjugation Chemical cross-linking
P S N N
+ +

LD ._ LAO—LL
CTM T

Obrdzek 2: Konjugace a sitovdni polymeru [11]

Chemicka modifikace HA miiZe byt provedena na dvou moznych funkcénich

skupinach HA a to na karboxylové (COOH) nebo hydroxylové (OH).
2.1 Modifikace karboxylové funkcni skupiny (COOH)

2.1.1 Amidace
Amidace je jednou z moZnych modifikaci karboxylové funkéni skupiny HA.
Princip vSech téchto reakci je stejny a liSi se pouze v druhu vybraného aktivacniho

Cinidla, rozpoustédlu a podminkach reakce, mezi které patii predevsim hodnota
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pH. Prvnim krokem amida¢ni reakce je aktivace COOH skupiny HA pomoci
sitovaciho ¢inidla, pti kterém dochazi ke vzniku meziproduktu. Tento meziprodukt
posléze podléha nukleofilnimu ataku aminu a vznika tak finalni produkt ve formé
derivatu HA.

Jak je jiz vySe zminéno, existuje cela fada amidacnich reakci, které vedou
k produkci derivati HA. Jednou z nejcastéji pouzivanych metod modifikace HA,
kterou se ve svych clancich zabyvaji Prestwich a kol. [12] a Bulpitt a Aeschlimann
[13], je amidace pomoci karbodiimid®, kde vyuzivaji EDC jako sitovaciho cinidla.
EDC aktivuje molekulu COOH za vzniku nestabilniho meziproduktu O-acyl
isomocoviny, ktery ihned reaguje svodou a vznikd tak N-acyl mocovina jako
vedlejsi produkt, ¢imz se zabrani reakci s aminem. K tomu, aby se zabranilo vzniku
N-acyl mocoviny jako nevratného produktu, je zde potieba pouzit slou¢eninu NHS
nebo HOBt, ktera zabranuje hydrolyze. Vyhodou EDC je jeho rozpustnost ve vodé a
interakce se sodnou soli HA, coz vede k udrzeni molekulové hmotnosti HA a tedy
k zachovani jejich viskoelastickych vlastnosti.

Magnani a kol. [14] se taktéZ ve své praci zabyvaji chemickou modifikaci
HA, kde vyuzivaji 2-chlor-1-methylpiridin jodid (CMPI) jako aktivac¢ni cinidlo.
Zasadni rozdil oproti amidaci karbodiimidy je ten, Ze tato reakce probiha
v organickém rozpoustédle DMF, aby se minimalizovala hydrolyza CMPIL
V diisledku nerozpustnosti sodné soli HA v organickych rozpoustédlech je sodna
sil HA prevedena na sil TBA. Dale je pri této reakci vyuzit triethylamin jako
neutraliza¢ni prvek jodidovych aniontl. Pokud pfi této reakci neni piitomen amin,
dochdzi k tzv. samozesitovani, coZ znamena, Ze pyridinovy meziprodukt reaguje
s vlastnim hydroxylem za vzniku esteru.

Bergman a kol. [15] popsali novou metodu amidace HA wuzitim 2-
chlordimethoxy-1,3,5-triazinu (CDMT) jako aktiva¢niho ¢inidla COOH skupin. Tato
reakce probiha ve smési voda:acetonitril v poméru 3:2 a za pritomnosti NMM,
ktery neutralizuje chloridové anionty.

VSechny vySe uvedené reak¢ni mechanismy amidaci jsou zobrazeny v nize
uvedeném Obrazek 3.
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Obrazek 3: Amidacni reakce za pouZiti samotného EDC (a), EDC/NHS a EDC/HOBt
(b), CMPI s aminem (c), samotné CMPI (d), CDMT/NMM (e) [11]

2.1.2 Esterifikace

Esterifikace je taktéZ jednou z nejcastéjSich modifikaci karboxylové funkcni
skupiny HA. Mechanismy vSech esterifikacnich reakci jsou opét stejné, tudiz
vyslednym produktem je ester HA.

Spolecnym faktorem vétSiny esterifikaCnich reakci je organické
rozpoustédlo DMSO, ve kterém dané reakce probihaji. Vyjimku tvofi esterifikacni
reakce uzivajici epoxidii jako sitovacich Cinidel, kdy rozpoustédlem je zde voda.
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S tim také souvisi prevedeni sodné soli HA na TBA sil, jak jizZ bylo zminéno
v kapitole 2.1.1. Nejjednodussim postupem tvorby esterti HA, patentovanym védci
Della Valle a Romeo [16], je alkylace alkylhalogenidli, kdy nejcastéji je vyuZito
alkyljodidii a alkylbromidid. Huin-Amargier a kol. [17] vyuZivaji esterifikace HA
pomoci tetraethylen glykolu, ktery je funkcionalizovan dvéma skupinami tosylatu.
Za zminku stoji i esterifikace HA vyuZivajici diazomethanu, kterou popisuji Hirano
a kol. [18].

K esterifikaci HA jsou vyuZivany i epoxidy, jako napft. glycidyl methrakrylat,
které primarné reaguji s COOH skupinou HA. OvSem epoxidy mohou interagovat i
s OH skupinami HA za vzniku tzv. trans-esterifikace, coZ je reversibilni déj
podrobné popsany v clanku Bencherif a kol. [19].

Vsechny vyse uvedené reak¢ni mechanismy esterifikaci jsou zobrazeny

v nize uvedeném Obrazek 4.

o (o)
a noTBAT * B —= HE 0™

alkylbromide

X
lij o o)
-TBA* '
b 2HK O * oss: 050 — HA)'*O\/\o”\ro\/\o’\/o)\HA

0:8:0
i

0 . I +_... Methanol Q |, A
C  HAOTBA+ ~SiCH=N'=N" 07 oo, + ~Si—OCH; + I
Trimethylsilyl
diazomethane
(TMSD)
OH
. Q\/ M O
d wo + O o) —= HAT O
Is) (0]

Glycidyl methacrylate-HA

Obrazek 4: Esterifikacni reakce za pouZiti alkylhalogenidii (a), tetraethylen glykolu
ditosyldtu (b), diazomethanu (c), glycidyl methakryldtu (d) [11]
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2.2 Modifikace hydroxylové funkc¢ni skupiny (OH)

2.2.1 Tvorba etherii

Existuje celd rada reakci vedoucich ke tvorbé etheri HA, znichz
nejvyznamnéjsi je tvorba ethertt HA pomoci epoxidti a pomoci DVS (Obrazek 5).

Podstatou reakci vyuZivajicich epoxidi je otevieni epoxidového kruhu za
vzniku etherové vazby s molekulou OH. Etherova vazba vSak mize vznikat i na
COOH skupiné HA, jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.1.2. Dulezitym faktorem
vzniku etherové vazby je pH. Pokud je HA vystavena vysokym hodnotam pH (pH >
13), které jsou vyssi nez hodnoty pKa OH skupin, pak dochazi k deprotonaci skoro
vSech OH skupin nachazejicich se na HA a tedy reakce pirednostné probihaji na OH
skupinach HA. V opa¢ném pripadé dochazi ke vzniku esterové vazby s COOH
skupinou HA. Nejvice vyuzivanym sitovacim c¢inidlem ztfad epoxidi je 1,2,3,4-
diepoxybutan nebo BDDE [11].

Balazs a Leschiner [20] vyuZzivaji DVS jako sitovaciho cinidla, pficemz
dochazi k vytvoreni sulfonyl bis-ethylovych vazeb mezi OH skupinami HA. Vyhoda
této metody je v rychlosti reakce, ktera se spusti béhem 5 minut po pridani DVS a
ukon¢i se béhem 1 hodiny. I presto, Ze je vychozi latka vysoce reaktivni a

karcinogenni, vznikly derivat HA ve formé hydrogelu je biokompatibilni.

i " T — [ O Y R
a  HA BDDE o HA OH
o)
PN ﬁmow — 9 i HA
HA” "OH + 0 N 0 0
b BDDE o HA 0 0O Oy
o o}
OH 0
W
5 Q. ~ar_-D
c HE b= T HE ,/3\\0 )
DVS

Crosslinked HA-DVS

Obrdzek 5: Tvorba etherii pomoci BDDE pri zdsaditém pH (a), pti kyselém pH (b)
a pomoci DVS (c) [11]
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2.2.2 Esterifikace

Dal$i mozZznou modifikaci COOH skupiny HA je uUprava prostrednictvim
estert. Casto vyuzivanymi aktivaénimi ¢inidly jsou anhydridy kyselin, jako napf-
alkyl anhydrid kyseliny jantarové ¢i anhydrid kyseliny methakrylové.

Uziti alkyl anhydridu kyseliny jantarové (Obrazek 6) jako modifika¢niho
Cinidla popisuji Toemmeraas a Enschooten [21] a uziti anhydridu kyseliny
methakrylové popisuji Smeds a Grinstaff [22]. Obé reakce probihaji ve vodném
prostfedi a to pri zasaditém pH. Navic methakrylovd skupina obsaZena

v anhydridu kyseliny methakrylové umoziiuje fotositovani derivati HA.

r . ﬂ\"/f\/‘\/\ . rD =
HA 0"2g” =0 Hh'[ll'r-io

Octenylsuccinic o
anhydride

Obrazek 6: Esterifikacni reakce pomoci alkyl anhydridu kyseliny jantarové [11]

2.2.3 Sitovani pomoci glutaraldehydu (GTA)

Modifikaci HA za pritomnosti GTA vznikaji hemiacetalové vazby mezi OH
skupinami HA (Obrazek 7). Cela reakce probiha ve smésném rozpoustédle
skladajicim se zvody a acetonu. Pfi pouziti GTA jako sitovaciho prvku byla
vyzkouSena i smés vody s ethanolem. OvSem pfi této kombinaci doslo k inhibici
sitovaci reakce, coZ je zpilisobené navazanim ethanolu na OH skupinu HA. Hlavni
nevyhodou této metody je toxicita GTA, a tudiz je potreba dikladné ciSténi

konec¢ného produktu [11] [23] [25].

X O 20 o
HA ST W N rD \I
Glutaraldehyde HA HA

Obrdazek 7: Tvorba hemiacetdlu pomoci GTA [11]
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2.2.4 Tvorba karbamatu

Tato reakce je zaloZzena na vyuziti BrCN jako aktivatoru OH skupin.
Vznikajici kyanat esteru HA interaguje saminem za vzniku karbamatového
hlavniho produktu a jako vedlejsi produkt je zde pritomna HA-isomocovina
(Obrazek 8). JelikoZ tato reakce probihd ve vodném prostiedi, neni potieba

upravovat vychozi l1atku, kterou je sodna siil HA [24].

H H
A O _N O.__M
rGH oL HNR s =

(O amip i R TR
+ N=C—Br—= N ZmD¢ o © + Ha NH:
HA HA .
HA carbamate HA isourea
il HA cyanate main product byproduct
bromidea aster

Obrazek 8: Tvorba karbamdtii za pomoci CNBr [11]
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3 Biomaterialy na bazi kyseliny hyaluronové

[ kdyZ se kyselina hyaluronova v tkanich vyskytuje pifevazné v polymerni
podobé svysokou molekulovou hmotnosti, je vtéto podobé ve tkanovém
inZenyrstvi prakticky nepouZitelna, a to zejména pro svou dobrou rozpustnost ve
vodé, snadnou biodegradovatelnost a nevhodné mechanické vlastnosti. Je tedy
potieba sdhnout k chemickym modifikacim, které z nativniho biopolymeru vytvori
material vhodny pro tkanové inzenyrstvi. Vlastnosti téchto biomateriali se mohou
vyrazné liSit od nativniho polymeru, ovSem vétSinou si zachovavaji
biodegradabilitu a biokompatibilitu, stejné jako nativni polymer. Na zakladé
rozdilnych velikosti téchto biomateriali je 1ze obecné rozdélit na nanomaterialy a

makroskopické utvary, tzv. hydrogely.

3.1 Nanomaterialy HA

Mezi nanomateridly na bazi HA patii piredevsim koloidni castice (NPs)
s primérem mensim nez je 1 pum, které vznikaji stabilizaci derivati HA pomoci
sitovacich cinidel. NPs mohou byt sitovany kovalentné, tedy chemickou vazbou
(nanogely) nebo nekovalentné, jako napf. elektrostaticky, iontové ¢i pomoci
vodikovych mustkl (nanokompozity, pevné koloidni ¢astice potazené HA). Metody
vybrané pro pripravu NPs jsou silné zavislé na rozpustnosti vychozich latek.
Nejvice vyuZivanou metodou pripravy NPs HA je inverzni emulgace. Principem
emulgacniho sitovani je reakce, ktera nastava ve vodnych kapkach HA nebo jejim
derivatu. Tyto derivaty jsou rozprostieny vorganické fazi spolecné se
surfaktantem, ktery je v této fazi rozpustny. Jedna se o emulzi typu “voda v oleji“ a
rychlost této reakce ovliviiuje velikost vzniklych NPs [26]. Nevyhodou emulga¢nich
metod je uziti ultrazvuku, coz miiZe nepriznivé ovliviiovat biologické molekuly,
které mohou byt enkapsulovany napft. v nanogelech.

V zavislosti na vnitfni strukture jsou rozliSovany 4 typy NPs na bazi HA:
nanogely, nanokompozity, micely a pevné koloidni castice pokryté HA. VSechny
tyto struktury jsou zobrazeny v niZe uvedeném Obrazek 9.

Nanogely jsou utvary, které vznikaji propojenim dlouhych retézci HA
s nahodné orientovanymi hydrofobnimi skupinami. Jedna se o unikatni material,

ktery rapidné nepodléhd degradaci v téle. V disledku pritomnosti HA, ktera je
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schopna absorbovat velké mnozZstvi vody, mohou byt nanogely povaZovany za
hydrogely ovSem s rozdilnou velikosti. Nanogely spole¢né s nanokompozity maji tu
vyhodu, Ze mohou ve své struktui'e obsahovat jesSté jiné anorganické nanocastice
v zavislosti na jejich poréznosti, na rozdil od samotnych anorganickych NPs

potaZenych HA [27].

nanogels complexes micelles coated NPs
(nanocomposites)

Obrdzek 9: Strukturni klasifikace NPs na bdzi HA [27]

3.2 Hydrogely na bazi HA

Za hydrogely na bazi HA jsou povazovany 3D struktury, které vznikaji
ndhodnym sitovanim a obsahuji velké mnoZstvi vody. Dominantou téchto
materialli je pravé robustnost a vétsi odolnost vii¢i enzymatické degradaci, kdy
tato vlastnost je stejnd i pro vySe definované nanogely. Stejna je i priprava
hydrogelovych materialti, tedy kovalentnim ¢i nekovalentnim sitovanim, kdy
pravé kovalentni sitovani je hojné vyuZivdno v mediciné. Jednou zhojné
vyuzivanych aplikaci hydrogelt v mediciné jsou injektaze, jejichz cilem je tvorba
hydrogelu in situ (v misté ptisobeni) misenim dvou polymernich derivatd a to za
kratkou dobu. VétSinou se jedna o dva derivaty obsahujici hydrazidovou (CO-NH-
NH:) a aldehydovou (CHO) skupinu[28] [29]. Nevyhodou kovalentniho sitovani je
toxicita Cinidel a drsné podminky, které nejsou vhodné pro enkapsulaci bunék. Je
tedy treba vyselektovat chemismus syntézy hydrogeld HA tak, aby nedochazelo
k vytvareni vedlejsich toxickych produktt nebo k vazné degradaci HA [26] [27].

Na zakladé vniti'ni struktury hydrogeli je 1ze obecné rozdélit na hydrogely
sjednoduchou strukturou a hydrogely, jejichz struktura je hierarchicky
uspoiadana. MoZnosti hierarchicky uspotradané strukturu spolecné s jednoduchou

strukturou jsou znazornény na Obrazek 10.
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Struktura hydrogelli vykazuje vysokou poréznost, ktera je uc¢inna pro
zachyceni NPs, ¢cimZ dochazi k vyztuzeni téchto materiali a tedy ke zlepSeni jejich
mechanickych vlastnosti. Z vySe uvedeného obrazku je patrné, Ze hierarchicky
strukturované materialy mohou vznikat kovalentnim navazanim NPs na polymerni

matrici, sitovanim NPs polymernim retézcem nebo dvojitym sitovanim [27].

| | |
M\_—le\///» Ve Yo 0 o
e D M\“*’/‘~/

polymer crosslinked gel _ polymer crossinked gel NPs crosslinked gel double network gel
with physically encapsulatad NPs

| | |
|

hierarchical structure

single structure

Obrdzek 10: Strukturni klasifikace hydrogelti na bdzi HA [27]

3.3 Metody zpracovani biomateriala

Existuje cela fada metod, kterymi lze biomaterialy na bazi HA zpracovavat.

Nicméné v této praci jsou popsany pouze bézné pouzivané techniky.

3.3.1 Fazova separace

Fazova separace je druh techniky, pomoci které lze pripravit predevsim
pordézni hydrogely a nanovlakenné substraty. Fazova separace polymerniho
roztoku miiZze byt indukovana nékolika zplisoby. Prvnim z nich je separace fazi bez
rozpoustédla, dale pak chemicky indukovand fazova separace a tepelné
indukovana fazova separace (TIPS). TIPS je relativné novou metodou, pri které
dochazi k tvorbé porézniho materialu vlivem sniZeni teploty. Jakmile je poté z dané
faze odstranéno rozpoustédlo, napr. extrakci ¢i odparenim, dochazi ke ztuhnuti
daného polymeru a v mistech, ve kterych bylo rozpoustédlo, vzniknou pory, jejichz
velikost je zavisla na koncentraci polymerniho roztoku, rozpoustédle a teploté

fazové separace [30] [31].
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3.3.2 Bioprinting

Principem technologie bioprintingu je zhotoveni 3D struktury, ktera vznika
na zakladé skladani jednotlivych bunécnych vrstev a biomaterialli. Toto skladani je
precizné TFizeno robotickym pristrojem, diky Kkterému jsou tyto struktury
vyuzivany jako funkéni tkané. Velkym omezenim bioprintingu je dostupnost
biomaterialti, které musi byt vytlaCovatelné, cytokompatibilni, robustni, biologicky
rozlozitelné a kompatibilni s tiskovym zarizenim [32] [33].

Nejvice vyuzivanym biomaterialem v oblasti bioprintingu je thiolovana HA
spolecné s derivaty Zelatiny. Tyto dva derivaty byly podrobeny sitovaci reakci, kdy
sitovacim cCinidlem zde byl polyethylen glykol tetraakrylat. Po pridani urcité
koncentrace bunék byl findlnim produktem hydrogel, ktery byl tiStén ve formé
makroskopickych vlaken a tato vlakna prokazala zivotaschopnost po dobu 4 tydnt

[34].

3.3.3 Electrospinning

Electrospinning neboli elektrostatické zvlaknovani je unikatni proces
vyroby ultratenkych vlaken s priiméry od submikronti do nanometrti. Vyhodou
téchto vlaken je jejich vysoce specificky povrch a vysoka poérovitost, ktera je ovSem
Spatné kontrolovatelna [35].

[ pri téhle metodé byla vyuZita thiolovana HA, ktera byla nejprve zesiténa
pritomnosti ¢inidla PEDGA a poté zvlaknéna za vzniku 3D nanovldkenné struktury.
Pri sitovani byl pouzit PEO jako modifikator viskozity usnadnujici formovani 3D
struktury. Na tento nanovldkenny substrat byl adsorbovan fibronektin, cozZ je

glykoprotein usnadiujici migraci fibroblasti [36].

3.3.4 Odstredivé liti

Metoda odstredivého liti vyuziva odstredivych sil vznikajicich pri rotaci
kvytvareni 3D struktur trubicovitych tvarli. Tyto trubicovité struktury jsou
tvoreny hydrogelem skladajicim se zthiolované HA a Zelatiny, ve kterém jsou
enkapsulovany bunky. Hydrogel tvoreny thiolovanou HA a Zelatinou vytvari
synteticky ECM. VyuZziti této metody je Siroké, od kapilar pres cévy az dokonce

k planarnim strukturam [37].
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3.3.5 Lyofilizace

Lyofilizace je proces vysouSeni hydrogelu mrazem za pritomnosti
porogenu, latky, kterd ma specificky tvar a velikost, a ktera se pouziva k tvarovani
struktur pomoci pérd. Jakmile je dany hydrogel zmraZen, nastava sublimacni
proces ve vakuu, pomoci kterého je odstranén porogen a tim vznika porézni
strukturni sit. Vyhodou této metody je kontrola velikosti p6rd pomoci nastaveni

mrazici teploty [38].
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4 Aplikace biomaterialti na bazi HA v mediciné

4.1 Vyplné prostoru a hojeni ran

Unikatni vlastnosti téchto biomateriadld, mezi které patfi robustnost a
bioadhezivita, zarucuji jejich vyuZiti jako vyplniovace prostoru. Kromé toho, musi
hydrogelové materidly spliiovat radu pozadavki, jako je schopnost udrzeni
poZadovaného objemu nebo zachovani strukturalni integrity po urcitou dobu [25].
Jejich vyuZiti v biomediciné je Siroké a zahrnuje spoustu oblasti, jako je urologie,
kde slouZi jako implantaty pri 1écbé inkontinence moci [39] nebo rekonstruké¢ni
chirurgie [40] ¢i kosmetika [41].

DileZitou oblasti v mediciné je hojeni ran, kde se tyto materidly pouZzivaji

k 1é¢bé predevsim komplikovanych a téZce se hojicich ran [42].

4.2 Oprava kostni a chrupavcité tkané, regenerace

vvvvvv

a chrupavek je proliferace bunék. Jelikoz kyselina hyaluronova vyrazné zvysuje
bunécnou proliferaci, jsou tedy biomateridly na bazi HA vhodnym kandidatem.
Napft. lyofilizované derivaty HA spolecné s chitosanem byly vyuZity k enkapsulaci
chondrocytti [43] nebo lyofilizované derivaty HA spolecné s kyselinou

polyglykolovou byly vyuzity k zapouzdireni bunék meniski [44].

4.3 Oprava nervové a mozkové tkané

Unikatni vlastnosti struktur na bazi HA predurcuji jejich pouzitelnost
v centralnim nervovém systému jako nosici bunék vyuZzivanych pti zotavovani po
mozkové mrtvici [45]. Vtéchto aplikacich je vyuzivano derivati HA spolecné
s kyselinou polymléc¢nou, které jsou zpracovany metodou elektrostatického
zvlaknovani. Vzniklé biomaterialy jsou pouzity jako nosie bunék lidské kostni
drené [46] a jelikoZ maji pozitivni vliv na regeneraci motorické funkce, mohou byt

taktéz vyuzivany jako nosice lidskych mezenchymalnich kmenovych bunék [47].
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5 Nanovlakenné substraty

Pro termin nanovldkno existuje mnoho riGznych pouzivanych definic.
Nanomaterialy jsou technicky definovany jako materialy, jejichZ rozméry jsou
mensi neZ sto nanometrd a to alesponl vjednom sméru. Nanovldkna jsou tedy
linearni utvary splnujici toto tvrzeni. OvSem velmi casto je termin nanovidkno
pouzivan pro vSechna vlakna majici primér mensi nez 1 um [48].

Nanovlakenné materialy vykazuji celou radu unikatnich vlastnosti, které
jsou spojeny s jejich rozmeéry, a tudiZ jejich vyuZiti zasahuje do mnoha oblasti. Mezi
tyto oblasti patfi napf. tkanové inzenyrstvi, filtracni technologie ¢i elektronika
[48].

Vyhoda téchto materialii oproti bézné produkovanym materidliim prameni
z jejich unikatnich vlastnosti, mezi které patii vysoka porozita, vysoky specificky
povrch, lepsi mechanické vlastnosti, jako je tuhost ¢i napéti v tahu a predevsim

jejich flexibilita k povrchové modifikaci [49].

5.1 Nanovlakenné substraty tvorené oxidem kiremicitym

V soucasné dobé se v medicinskych aplikacich ve vétSiné pripada aplikuji
latky - antibiotika, analgetika, kortikoidy, enzymy, dezinfek¢ni latky apod. pfimo in
situ. OvSem pri téchto aplikacich velmi Casto dochazi ke ztratdm ucinné latky
z daného mista a to bud vyplavovanim télnimi tekutinami, nebo odplavovanim
krevnim feciStém do dalSich ¢asti organismu. Priinik 1éc¢ivych latek do dalSich ¢asti
organismu, které nesouvisi s danym mistem aplikace, je nezadouci a miize vést ke
vzniku nezadoucich reakci v organismu [50].

Z tohoto dlivodu je snaha tyto latky imobilizovat na vhodné substraty
s cilem zamezit jejich ztratdm z mista aplikace. Dilezita je stabilita vazby mezi
substratem a ucinnou latkou, dale pak zachovani urcité koncentrace dané latky a
samoziejmé i zachovani funkCnosti dané latky, kterou méla pred imobilizaci.
VsouCasné dobé jsou kremicitd nanovlakna hojné studovana za ucelem jejich
vyuZiti v mediciné v tzv. drug delivery systémech, scaffoldech (leSeni, nosi¢) pro
tkanové inZenyrstvi, membranach pro separaci a dalSich aplikacich. Ackoliv jsou
anorganické nanomateridly casto Kkritizovany v dtsledku nizké tolerance

organismem, studium kremicitych nanomateriali ukazalo, Ze jsou tyto materialy
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velmi dobfe tolerovany a v nékterych pripadech dokonce biodegradovany
organismem. Dlivody pro pouZiti kiemicitych nanovlaken v biomedicinskych
aplikacich jsou predevsim tyto:

- Cilené dodani ucinnych latek do mista urceni;

- Prodlouzeni in vivo (v Zivém téle) pisobeni 1éCiv;

- Zkraceni doby léCeni;

- Nizk4 finan¢ni nakladnost;

- Vynikajici snaSenlivost organismem - biodegradabilita;

Vyhodou kiemicitych nanomateriadli jsou Siroké moZnosti modifikace
povrchu, které umoziuji navazani uc¢innych molekul [50] [51] [52].

DileZitou vlastnosti kiremicitych nanovlakennych substrati je jejich velky
specificky povrch, diky cemuz je mozZné dosdhnout pozadovanych koncentraci
ucinnych latek. Dalsi charakteristickou vlastnosti je jejich vysoka stabilita pri
biochemickych reakcich, kdy 1ze regulovat dobu jejich degradace pomoci tepelného
zpracovani. Jsou rozpustné v télnich tekutinach, kde se tato nanovlakna
rozpoustéji na kyselinu kiemicitou, ktera je vylou¢ena moc¢i béhem 1 - 2 tydnf.
Dilezita je i jejich vynikajici smacivost a predevsim netoxicita. Navic kiremicita
nanovlakna obsahuji na svém povrchu velké mnozstvi OH skupin, které lze vyuzit

pro jejich modifikaci a navazani ucinnych latek, viz kapitola 2.2 [53].

31|Stranka



6 Experimentalni cast

Experimentalni ¢ast této bakalarské prace byla zamérena na optimalizaci
podminek silyla¢niho procesu kiemicitych nanovlakennych substratt s vyuzitim 3-
aminopropyltriethoxysilanu jako modifikacniho ¢inidla. Byl zkouman vliv
podminek silylace na vyslednou koncentraci kovalentné navazanych aminoskupin
na povrch modifikovanych kfemicitych nanovlaken. Sledovanymi parametry, které
ovliviiovaly silyla¢ni reakci, byly: doba silylace a koncentrace pouzitého silyla¢niho
Cinidla.

Druhd C¢ast experimentli byla zaméfena na kvantifikaci aminoskupin
kovalentné vazanych na povrch Kkiemicitych nanovladken pomoci pristroje
Microplate Reader Synergy HTX (BioTek Instruments, USA).

Dalsi c¢ast prace se vénovala imobilizaci kyseliny hyaluronové na povrch
modifikovanych nanovldken na bazi oxidu kiemicitého, ktera plni funkci nosného
substratu.

V posledni casti byly experimenty zameéreny na Kkvantifikaci kyseliny
hyaluronové, ktera je pomoci aminoskupin vazana s kiemicitymi nanovlakennymi

substraty.

6.1 PouZité materialy a chemikalie
- Kfemicita nanovlakna, Si-]32/20-1, ]32/20-2, TUL
- Ethanol bezvody, PENTA
- 3-aminopropyltriethoxysilan (APTES) 98%, Sigma-Aldrich
- Kyselina octova 99%, PENTA
- Kyselina citronova bezvoda, p. a., PENTA
- Kyselina chlorovodikova 35%, PENTA
- Demineralizovana voda, TUL
- Ultracista voda, TUL
- Fluorescein isothiokyanat (FITC) isomer = 90%, Sigma-Aldrich
- Hydroxid sodny, p. a., PENTA
- Hyaluronan sodny, MW 1,3 MDa, p = 0,143 g/cm3, obsah proteinu < 0,1 %
- Hydrogenfosfore¢nan disodny dihydrat, p. a.,, PENTA
- N-hydroxysukcinimid (NHS) 98%, Sigma-Aldrich
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- 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) karbodiimid (EDC) = 98%, Sigma-
Aldrich
- Cetyltrimethylamoniumbromid (CTAB) = 99%, Sigma-Aldrich

6.2 Pouzité metody

6.2.1 Silylace kiremicitych nanovlaken

Elektrostaticky zvlaknéna nanovlakenna vrstva na bazi oxidu kremicitého
(o rozmérech 5 x 5 cm a 4 x 3 cm), ktera byla stabilizovana pfi teploté 180 °C po
dobu 2 hodin, byla vloZena do plastové Petriho misky, kam byl nasledné pridan
stanoveny objem (20 ml) silyla¢niho roztoku APTES v 96% ethanolu. Silyla¢ni
roztok byl pripraven v plastové kadince, kde byl pripraven 96% ethanol jako smés
ethanolu a demineralizované vody. Po pridani silyla¢niho ¢inidla APTES bylo pted
samotnou silylaci pomoci roztoku kyseliny octové upraveno pH roztoku na
hodnotu 5. Pro optimalizaci silylace byla ptipravena série roztokd o koncentraci
silyla¢niho c¢inidla 2, 3 a 4 %. Silylace byla provedena ve vzduchové utésnéné
Petriho misce obsahujici kiremicitd nanovlakna spolu se silylacnim ¢inidlem pfri
soucasné agitaci na trepacku Heidolph Hei-Tec (Heidolph Instruments, Némecko)
s rychlosti trepani 50 ot/min. Silylace probihala p¥i laboratorni teploté a odbéry
vzorkl probihaly vzdy po 1, 2, 3, 4, 5 hodiné.

Po skonceni reakce vzdy v odpovidajici ¢as byl silylacni roztok odtazen
pomoci pipety a ke vzorkiim bylo pfidano 4 x 20 ml 96% ethanolu za tcelem
promyti vzorkli a odstranéni zbylého reak¢niho c¢inidla z nanovldkenné vrstvy.
VZdy posledni 2 promyvani probihala na tfepacce pti 50 ot/min po dobu 5 minut.
Nasledné byla nanovlakenna vrstva prenesena pomoci pinzety na antiadhezni
podlozku, na které byla pri laboratorni teploté vysuSena. Takto pripravené vzorky
byly uloZeny do vzduchotésnych polyethylenovych sacki, kde byly uchovany pro

dalsi pouZiti.
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Obrdzek 11: Vzorky kiremicitych nanovldken (4 x 3 cm) po silylaci 2%
roztokem APTES

6.2.2 Kvantifikace vazanych aminoskupin

Stanoveni aminoskupin na povrchu kiemicitych nanovldkennych substrat
po silylaci bylo provedeno metodou zaloZenou na znaceni aminoskupin pomoci
barveni fluorescein-isothiokyanatem (FITC). Postup celého procesu je uveden niZe.

Roztok FITC o koncentraci 136,4 pM pouzity k analyze byl pripraven
ziedénim zasobniho roztoku FITC o koncentraci 3,41 mM s pouZitim ethanolu.

Dale byla nanovlakenna vrstva po silylaci o rozmérech 1 x 1 cm vloZena do
tmavé plastové zkumavky a inkubovéana s roztokem FITC na tfepacce pri 50
ot/min po dobu 24 hodin.

Druhy den byl roztok FITC odtaZzen pomoci pinzety a nanovlakenné vrstva
byla promyta 4 x 3 ml ethanolu, ptficemZ posledni 2 promyvani probihala na
tiepacce pii 50 ot/min po dobu 5 minut. Poté byly ke vzorkiim ptidany 3 ml 0,2 M
roztoku hydroxidu sodného. Uzaviend zkumavka byla umisténa na kyvacku po
dobu 24 hodin, béhem kterych doslo krozpusténi nanovldkenné vrstvy
s navazanym FITC.

Nasledna kvantifikace byla provedena méfenim intenzity fluorescence pfi
podminkach Fex/Fem: 485/528. Z vysledného roztoku, ktery vznikl rozpusSténim

kiemicitych nanovlaken znacenych FITC, bylo pro méreni na mirkotitra¢ni desti¢ce
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pouzito 200 pL. Pro stanoveni intenzity fluorescence stejné jako ke konstrukci

kalibracni krivky byl pouzit pristroj Multiplate Reader Synergy HTX (Obrazek 12).

Obrdzek 12: Zarizeni pro mérent fluorescence - Microplate Reader

6.2.3 Metody charakterizace kiremicitych nanovlaken

Studium morfologie — skenovaci elektronova mikroskopie (SEM)
Morfologie nanovlakenné vrstvy na bazi oxidu kremicitého byla
pozorovana pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu Tescan Vega 3
(Tescan Orsay Holding, Ceska republika) a pomoci skenovaciho elektronového
mikroskopu Zeiss Ultra plus (Zeiss, Némecko). PouZité urychlovaci napéti u
mikroskopu Tescan Vega 3 (Obrazek 13) bylo 30 kV, kdeZto u mikroskopu Zeiss
Ultra plus bylo pouzito 2 a 5 kV. Pred vlastni analyzou byly vzorky kiemicitych
nanovldken potaZeny vrstvou zlata o tloustce cca 6 nm v pristroji Quorum SC7620
(Qurom Technologies, Ashford, UK), ¢imz byly dané vzorky zvodivény. Takto

pripraveny material byl ndsledné pouzit pro vlastni analyzu.
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Obrdzek 13: Skenovaci elektronovy mikroskop Tescan Vega 3

6.2.4 Imobilizace kyseliny hyaluronové

Hlavnimi parametry studovanymi pri imobiliza¢ni reakci Kkyseliny
hyaluronové byla doba a pH pufru, ve kterém byla danad kyselina hyaluronova
rozpusSténa. Na zakladé dostupnych publikaci, které se zabyvaly imobilizaci HA,
byla zvolena c¢asova Skala vrozmezi 1 - 15 hodin. Konkrétné byly vzorky
odebirany po 1, 3, 5, 10 a 15 hodinach. Zvoleny rozsah hodnot pH byl od 3 - 6 a to
konkrétné 3, 4, 5, 6. Popis celého procesu je uveden niZe.

Nejprve byl pripraven modifikovany Mcllvainiv pufr na bazi
hydrogenfosforecnanu didraselného a kyseliny citronové s hodnotou pH = 6.
Nasledné byl pufr rovnomeérné rozdélen do 4 kddinek o objemech 250 ml. Takto
rozdélené roztoky byly pomoci pH metru podrobeny dpravé pH na pozadované
hodnoty 3, 4, 5, 6. V pripravenych pufrech byla nasledné sodna stil kyseliny
hyaluronové. Rozpousténi probihalo po dobu 24 hodin na magnetické michacce
s nastavenou rychlosti na 350 ot/min.

Ktomu, aby nastala imobiliza¢ni reakce, je potireba dvou dileZzitych

komponentti, EDC a NHS, tudiZ bylo potieba pripravit zasobni roztoky téchto latek.
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Princip jejich reakce je popsan v kapitole 2.1.1. Zasobni roztoky pripravené
v imobiliza¢nim pufru mély koncentraci 0,75% EDC a 0,125% NHS. Po Uplném
rozpusténi vSech latek byla provedena piiprava kompletnich imobiliza¢nich
roztokli, kdy byly v plastovych zkumavkdch smiseny vSechny pripravené
komponenty ve vhodném poradi. Pripravené roztoky byly homogenizovany na
rotacni trepacce po dobu 15 minut pfi rychlosti 15 ot/min.

V pripravenych roztocich byla provedena imobilizace HA na predem
silylované vzorky nanovlakennych vrstev o rozméru 4 x 3 cm. Proces imobilizace
probihal ve vzduchové utésnéné Petriho misce a pri agitaci na tfepacce po urcitou
dobu pii 150 ot/min. Po uplynuti stanovenych casovych useki - 1, 3, 5, 10, 15
hodin, byla imobilizace ukoncCena odtaZzenim imobiliza¢niho roztoku a kazda
nanovlakenna vrstva byla promyta 3 x 15 ml demineralizované vody, piicemz pri
kazdém promyvani byly vzorky umistény na trepacku po dobu 15 minut a pti 150
ot/min. Nasledné byly vzorky pomoci jemné manipulace a pinzety preneseny na

podklad, kde se pri laboratorni teploté nechaly vysouset.

6.2.5 Kvantitativni stanoveni HA na povrchu SiO: nanovlaken

Princip stanoveni Kkoncentrace Kkyseliny hyaluronové na povrchu
kiemicitych nanovldken je podobny principu pouzZivanému ke kvantitativnimu
stanoveni aminoskupin s tim rozdilem, Ze pfi této metodé neni vyuZivano FITC
jakoZto znaciciho Cinidla aminoskupin, nybrz je zde vyuzividno zakaleni, které
vznika pfi reakci cetyltrimethylamoniumbromidu (CTAB) s roztokem obsahujicim
HA. Podrobny popis celého postupu je uveden niZe.

Z dtikladné vysuSenych nanovldkennych vrstev (o rozmérech 4 x 3 cm) byly
pomoci ¢tvercové raznice vyraZzeny vzorky o rozmérech 1 x 1 cm. VSechny vzorky
byly zvaZeny na analytickych vahach. Takto vyraZené vzorky byly, stejné jako
v pripadé kvantifikace rozpustény v 0,2 M roztoku hydroxidu sodného. Nanovlakna
byla v uzavienych zkumavkach rozpusténa pti soucasné agitaci po dobu 24 hodin.

Takto ziskané roztoky byly pouzity ke kvantifikaci imobilizované kyseliny
hyaluronové. Ta byla provedena smisenim 100 pl testovaného roztoku se 100 pl
roztoku CTAB. Pred vyhodnocenim byla mikrotitracni desticka umisténa na
trepacku pri 100 ot/min po dobu 10 minut a inkubovana pfti teploté 37 °C.

Kvantifikace pritomné kyseliny hyaluronové byla provedena na zakladé hodnot
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absorbance (400 nm) namérenych piistrojem Microplate Reader Synergy HTX na
400 nm vlnové délky. U kazdého vzorku byla kvantifikace HA provedena ve trech
opakovanich. U kazdého opakovani potom bylo hodnoceni na Microplate Readeru
provedeno v triplikdtu tak, aby bylo mozny vypocet zakladnich statistickych
charakteristik. Kvantifikace HA byla provedena srovnanim s kalibra¢ni krivkou. Ta
byla pripravena stejnou metodou s pouzitim roztokd kyseliny hyaluronové o

znamé koncentraci (viz Graf 6).
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7 Vysledky méreni a diskuze

7.1 Morfologie cistych kiremicitych nanovlaken

Morfologicka analyza neupravenych kremicitych nanovlaken provedena
elektronovou mikroskopii ukazala, Ze se jedna o vldkna pomérné uniformni a
s hladkym povrchem, coZz také dokazuji snimky porizené ze skenovaciho
elektronového mikroskopu Tescan Vega 3 (Obrazek 14). Primér téchto vladken
pred modifikaci APTES byl stanoven na (210 * 130) nm; (X * on1, n = 120).
Histogram cetnosti namérenych priimért je uveden nize (Graf 1). V analyzované
nanovlakenné vrstvé byl pozorovan maly pocet silnych vlaken a vad. Ty mohou pii
elektrostatickém zvlaknovani kiemicitého solu vznikat vlivem odparovani
rozpoustédla a tim zpilsobenym ndarlstem koncentrace a tim i viskozity. Vady
mohou v pripadé kremicitych nanovldken vznikat také vlivem klimatickych
podminek (vzdu$na vlhkost, teplota). Vznik nehomogenit vlivem klimatickych
podminek miuZe byt vyfeSen pouzitim klimatiza¢ni jednotky, kterd =zajisti

konstantni podminky po celou dobu vyrobniho procesu.
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Obrdzek 14: Nanovldkna SiO; pred modifikaci APTES, snimky ze SEM zvétsSeni 10kx (A) a
25kx (B)
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Graf 1: Histogram cCetnosti priimeri neupravenych kremicitych nanovldken

7.2 Fluorescencni stanoveni koncentrace aminoskupin

Spektrofotometrické metody, mezi které patfi i metoda vyuZivajici reakce
s FITC, jsou c¢asto uzivany ke stanoveni koncentrace funkc¢nich skupin. Vyhodou
této metody je pravé moznost kvantitativniho stanoveni koncentrace aminoskupin
i vjejich nizkych koncentracich, na rozdil od vétSiny analytickych metod, které
hodnoti pritomnost aminoskupin pouze kvalitativné nebo jsou tyto hodnoty pod
jejich detekénim limitem. Pouziti spektrofotometrickych metod miize byt naopak
nevyhodné v pripadé vysokych koncentraci funkénich skupin na povrchu, kdy je
horni limit citlivosti metody zavisly na rozestupech mezi kvantifikovanymi
skupinami a dale na velikosti molekuly barviva (FITC). Jak je patrné z porovnani
spekter oznacenych jako SiOz a SiO2-APTES ziskanych metodou infracervené
spektroskopie (FTIR) a zobrazenych v Priloha A, neni efekt silylace vzhledem
k detek¢nim limitim této metody viibec prokazatelny. Pocet funkénich skupin
vazanych na povrch nanovlaken je tedy relativné maly. Z téchto divodu byla pro
ovéreni vlivu jednotlivych parametrii na ucinnost silylace zvolena kvantifikace
specifickou vazbou FITC na volné aminoskupiny. Vysledy analyzy provedené dle

postupu uvedeného v kapitole 6.2.2 jsou uvedeny v tabulkach 2 az 4.
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Tabulka 2: Vysledky fluorescence a koncentrace aminoskupin (1. méreni)

Koncentrace sil?;r)lgacle Fluorescence Koncentrace | Vaha NH:
APTES [% obj.] [hod] NH: [uM/L] | [ng/cm?]

2 1 818 2,66 128

2 1381 5,10 245

3 759 2,41 115

4 1061 3,72 178

5 942 3,20 154

3 1 702 2,16 104

2 723 2,25 108

3 1119 3,97 190

4 907 3,05 146

5 859 2,84 136

4 1 532 1,42 68

2 765 2,43 117

3 633 1,86 89

4 776 2,48 119

5 758 2,40 115

Tabulka 3: Vysledky fluorescence a koncentrace aminoskupin (2. méreni)

Koncentrace si?;r)lgie Fluorescence Koncentrace | Vaha NH:
APTES [% obj.] [hod] NH:2 [uM/L] | [ng/cm?]

2 1 847 2,79 134

2 1413 5,24 252

3 813 2,64 127

4 1065 3,73 179

5 967 3,31 159

3 1 694 2,12 102

2 744 2,34 112

3 1178 4,22 203

4 899 3,01 145

5 869 2,88 138

4 1 530 1,41 68

2 781 2,50 120

3 670 2,02 97

4 784 2,51 121

5 756 2,39 115
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Tabulka 4: Vysledky fluorescence a koncentrace aminoskupin (3. méreni)

Koncentrace si?oll;ie Fluorescence Koncentrace | Vaha NH;
APTES [% obj.] [ﬁ'o al NH; [uM/L] | [ng/cm?]

2 1 869 2,88 138

2 1408 5,22 251

3 813 2,60 127

4 1052 3,68 176

5 967 3,30 159

3 1 690 2,11 101

2 737 2,31 111

3 1178 4,22 203

4 906 3,04 146

5 871 2,89 139

4 1 526 1,39 67

2 777 2,48 119

3 646 1,91 92

4 772 2,46 118

5 757 2,40 115

Kvantifikace byla vzhledem k nehomogenité vzorki provedena v triplikatu

pro kazdy typu vzorku. Zminéna nehomogenita mohla byt mirné ovlivnéna i

nespecifickou adsorpci malého mnozstvi FITC na nanovlakna. Tento efekt by vSak

mél byt minimalizovany diikladnym promytim vzorki.

300

NH, [ng/cm?]
&

Graf 2:

| H 2% APTES

= = _ M 3% APTES

1 I 4% APTES
1 2 3 4 5

Doba silylace [hod]

Histogram ukazujici zdvislost mnoZstvi aminoskupin na dobé silylace pri pouZiti
riiznych koncentraci modifikacniho Cinidla APTES
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Vysledné hodnoty uvedené v tabulkach vyse (Tabulka 2, Tabulka 3, Tabulka
4) byly zprimérovany a zaneseny do Graf 2. Z grafu je patrné, Ze nejvyssi vytéZnost
aminoskupin byla u vétSiny ¢asovych bodi ziskana pti pouZiti silylacniho roztoku s
obsahem 2% APTES, coz tedy znamend, Ze existuje urc¢itd mezni koncentrace
silylacniho c¢inidla, nad kterou jiZ nedochazi ke zvySeni poctu detekovatelnych
skupin. Pri¢iny toho limitu mohou byt dvé. Za prvé miize dojit k vycerpani
veskerych hydroxylovych skupin dostupnych se na povrchu kiemicitych
nanovldken pouzitim 2% roztoku APTES a tedy dal$i narlist koncentrace
silyla¢niho Cinidla se neprojevi. Druhou moznosti je, Ze se zvySujici se koncentraci
APTES dojde k navazani takového mnoZstvi aminoskupin na povrch kiemicitych
nanovlakennych substratli, Ze metoda zaloZena na reakci s FITC jiZ neni schopna
aminoskupiny detekovat v diisledku omezeni poc¢tu navazanych molekul FITC, coz
je dano sterickymi naroky molekul barviva. Tato domnénka by vSak musela byt
ovéiena spouzitim minimalné jedné dals$i kvantifika¢cni metody. Nejvyssi
primérna hodnota navazanych aminoskupin, tedy 249 ng NHz na cm?
nanovlakenného substratu byla ziskana pii modifikaci 2% roztokem APTES po
dobu 2 hodin. Na zakladé tohoto vysledku byly tyto podminky silylace zvoleny pro

dalsi experimenty.

7.2.1 Morfologie kiremicitych nanovlaken po silylaci

Jak je patrné z vysledkd silylace diskutovanych v predchozi kapitole, kvalita
vzorku taktéZ ovliviiuje vytéZznost silylacni reakce. To se prokazalo pfi provadéni
silylacnich reakci diky pouziti vzorkli odebranych z rtiznych mist nanovlakenné
vrstvy a tedy s odliSnou morfologii (primérem nanovlaken), ktera vyznamné
ovliviiuje mérny povrch nanovlakenné vrstvy. Tento efekt je patrny pri porovnani
vysledkil silylace uvedenych v tabulkach vyse, kde pro kazdou skupinu vzorki
(tabulku) byly vzorky odebrany vjiném misté vrstvy, coZ v dasledku vedlo k
rozdilim v poctu navazanych aminoskupin pfi pouziti materidlu z okraji a ze
stfredu nanovlakenné vrstvy. Pri kvantifikaci uCinnosti silylace touto metodou a
porovnatelnost vysledki je tedy diilezité uZziti stejné Sarze materialu (tzn. vybirat
stejné misto pro odbér vzorku pro vSechny testy). Velice diilezité je také ovérit

morfologii pouZité nanovlakenné vrstvy pred tpravou i po ni.
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SnimKky porizené na skenovacim elektronovém mikroskopu Zeiss Ultra Plus,
uvedené nize, ukazuji kvalitu kiremicité nanovlakenné vrstvy po silylacni reakci pii
riznych koncentraci modifika¢niho cinidla APTES. Na snimcich po silylaci 2%
roztokem APTES (Obrazek 15), 3% roztokem APTES (Obrazek 16) ani 4%
roztokem APTES (Obrazek 17) nejsou patrné zZadné vyraznéjsi zmény v morfologii.
Provedenim silylace témito roztoky tedy nedoSlo k poSkozeni nanovlakenné
vrstvy, vyrazné Kkorozi povrchu nanovlaken nebo jejich praskani. U téchto
nanovlakennych vrstev byly naméreny priméry vldken pro 2% roztok APTES
(180 % 90) nm, pro 3% roztok APTES (190 * 110) nm a pro 4% roztok APTES
(190 * 160) nm. Pti porovnani s priméry neupravenych nanovlaken (210 + 130)
nm je vidét, Ze silylace méla vliv na morfologii nanovlaken a u ve vSech pripadech

silylace doslo k mirnému sniZeni primérné hodnoty jejich priméru.

Obrdzek 15: Nanovldkna SiO; po modifikaci 2% roztokem APTES, snimky ze SEM zvétseni
15kx, odbér po 1h (A) a po 5h (B)
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Obrdzek 16: Nanovidkna SiOz po modifikaci 3% roztokem APTES, snimky ze SEM zvétseni
15kx, odbér po 1h (A) a po 5h (B)

Obrdzek 17: Nanovldkna SiO; po modifikaci 4% roztokem APTES, snimky ze SEM zvétseni
15kx, odbér po 1h (A) a po 5h (B)

V niZe uvedenych histogramech je zaznamenano zastoupeni jednotlivych

primért nanovlaken ve vzorcich po silylaci 2% roztokem APTES (Graf 3), 3%

roztokem APTES (Graf 4) a 4% roztokem APTES (Graf 5). Jak je patrné, tak

jednotliva zastoupeni primért ve vzorcich se mirné odlisuji cetnosti jednotlivych
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priméri ve vzorku. Tato odliSnost je zpilisobena ne zcela homogenni vrstvou
nanovlakenného substratu. OvSem zmény ve vSech pripadech jsou minimalni a
tedy nejvyssi zastoupeni v kiremicité vrstvé maji vlakna s primérem 150 - 200 nm.

Na zakladé SEM analyzy je tedy mozné fici, Ze proces silylace nevede
k poskozeni nanovlaken, ale zptisobuje mirné zmény v jejich priimérech. Toto, Ze
silylace povrchu nevede k poSkozovani povrchu vlaken, je dilezité hlavné pro dalsi

modifikace povrchu - napt. imobilizaci kyseliny hyaluronové.
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Graf 3: Histogram Cetnosti priimért kremicitych nanovldken po modifikaci 2%
roztokem APTES
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Graf 4: Histogram Cetnosti primeért kremicitych nanovldken po modifikaci 3%
roztokem APTES
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Graf 5: Histogram Cetnosti priimért kremicitych nanovildken po modifikaci 4%
roztokem APTES

7.2.2 Optimalni podminky silylac¢ni reakce

V souladu s daty ziskanymi za rtiznych reakénich podminek (viz kapitola
7.2), které jak se ukazalo, vyrazné ovliviiuji priibéh silylacni reakce kiemicitych
nanovlaken, byly stanoveny optimalni podminky reakce s cilem maximalizovat
vytéZnost aminoskupin po silylaci.

Jako optimum bylo vybrano pouZiti silyla¢niho ¢inidla o koncentraci 2%
obj. APTES v ethanolu, kdy byl zjistén nejvyssi nartst koncentrace aminoskupin po
reakci. Optimalni délka reakce byla stanovena na dvé hodiny a to z toho diivodu, Ze

po dvou hodinéch jiZ nedochazelo k vyraznému nartstu koncentrace aminoskupin.

Obrdzek 18: Struktura nanovldkenného substrdtu po silylaci pri optimdlnich podminkdch,
zvétseni 15kx (A) a 5kx (B)
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7.3 Kvantitativni stanoveni imobilizované HA

Po silylaci vzorkli pii zvolenych optimdalnich podminkdch a ndasledné
imobilizaci HA, kde byl zkouman vliv pH pufru a doby na vytéZnost kyseliny
hyaluronové navazané na povrchu kremicitych nanovlakennych substrat (SiO-
APTES-HA), byla provedena kvantifikace prostrednictvim specifické reakce
kyseliny hyaluronové sroztokem CTAB, kterda vede ke vzniku detekovatelného
zakalu. Postup kvantifikace je uveden v kapitole 6.2.5.

Vzhledem k moZnym nehomogenitdm v nanovlakenném substratu byla
provedena silylace a nasledna imobilizace kifemicitych nanovlaken v duplikatu.
Méfeni absorbance jednotlivych roztokli obsahujicich HA bylo provedeno
v triplikdtu. Vyhodnoceni mnoZstvi navazané Kkyseliny hyaluronové bylo

provedeno na zakladé kalibrac¢ni krivky (Graf 6) a namérenych hodnot absorbance.
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Graf 6: Kalibracni krivka zdvislosti intenzity absopce pri Cteni na 400 nm

Tabulka 5: Piehled hodnot uddvajicich mnoZstvi HA vztazené na 1 mg SiO;

pH=3 p=4 pH=35 pH=6
Doba imobilizace| Absorbance | HA [ng]/Si0, [mg] | Absorbance | HA [ug]/Si0, [mg] | Absorbance| HA [pg]/Si0, [mg] | Absorbance | HA [jg]/5i0, [mg]
1 hod 0,063 508 0,061 397 0057 2% 0,053 1
3hod 0,068 504 0,060 2% (0% 20 0,053 149
5 hod 0,068 50 0,063 35 (056 29 0,054 !
10hod 0,064 33 0,059 29 0,058 24 0,052 108
19hod 0,067 45 0,063 k] 0057 25 0,050 0,78
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Graf 7: Histogram kvantitativni zdvislosti HA na dobé imobilizace pri riiznych hodnotdch
pH

Z vyse uvedené tabulky (Tabulka 5) a grafu (Graf 7) shrnujicich vysledky
analyzy je patrné, Ze nejvyssi nartist hmotnosti kyseliny hyaluronové navazané na
kifemicitd nanovldkna byl zaznamenan pri pH = 3 a to ihned po prvni hodiné
imobilizace. Ukazalo se tedy, Ze pH pufru, ve kterém byla kyselina hyaluronova
rozpusténa, mélo zasadni vliv na vyslednou vytéZnost kyseliny hyaluronové. Tento
nartst mize byt zplsoben tim, Ze pti kyselych podminkach dochazi prevazné
kreakci na COOH skupinach, coZ vede kusnadnéni reakce sEDC, ktera je

podstatou této imobiliza¢ni reakce.

7.3.1 Morfologie ki‘femicitych nanovlaken po imobilizaci

Vysledky po provedené imobilizaci kyseliny hyaluronové rovnéz ukazaly, Ze
témér nedoSlo kvyznamnym zméndm v morfologii nanovlakenného substratu,
pricemZ primér vlaken odpovida hodnoté (230 * 130) nm (Graf 8) v piipadé
pH = 3 a 1 hodiny imobilizace. Bylo tak prokazano, Ze ani jeden z modifika¢nich
procesi (silylace ¢i imobilizace) zasadné negativné neovliviiuje morfologii
kiremicitych nanovlakennych substrata.

NiZe uvedeny snimek (Obrazek 19) potizeny elektronovym mikroskopem
Zeiss Ultra plus dokumentuje strukturu nanovlakenného substratu po imobilizaci
kyseliny hyaluronové. Pii menSim zvétSeni je patrné, Ze nedochdzi k zadnym

defektlim, at uZ Kucpani pért nanovlakenného materidlu, ¢i k poskozeni
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jednotlivych vlaken. To bylo potvrzeno i u nanovlaken pripravenych pri odliSnych
podminkach imobilizace (viz Priloha B, Priloha C). Pri vétSim zvétSeni je ukazano,
Zze vlivem imobiliza¢cni reakce nedochazi ke korozi povrchu jednotlivych
nanovldken. Zanalyzy priméri upravenych nanovlaken vyplyva, Ze doslo
kmirnému narlstu priméru nanovldken. To mize byt zplsobeno bud
formovanim vrstvy HA s tloustkou v fadech nanometr na povrchu nanovlaken,
nebo mirnym bobtnanim nanovlaken vlivem tupravy ve vodném roztoku nebo

jejich kombinaci.
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Graf 8: Histogram Cetnosti priimért kiremicitych nanovldken po 1 hodiné
imobilizace kyseliny hyaluronové pri pH = 3
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Obrdzek 19: Struktura SiOz nanovldken po 1 hodiné imobilizace kyseliny hyaluronové
pri pH = 3 a pri zvétseni 5kx (A), 10kx (B), 25kx (C) a 50kx (D)

Byla také ovérena mozZnost kvantifikace kyseliny hyaluronové na
nanovlaknech metodou FTIR prostifednictvim pro ni typickych absorp¢nich maxim
ve vinoctech 3400 cm a voblasti 1550 - 1800 cm-1. Vzhledem k velmi malému
podilu kovalentné vazané kyseliny hyaluronové na povrchu nanovlaken se vsak jeji
pritomnost viibec nepodatilo prokazat a jeji podil se tedy pohybuje pod detekénim
limitem této metody. V priloze A je uvedeno srovnani vybranych spekter
zaznamenanych kiemicitych nanovladken pred tpravou, po silylaci a po imobilizaci

HA pfi rliznych pH.
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Zavér

V rdmci experimentalni ¢asti byla provedena optimalizace silylacni reakce
s vyuzitim 3-aminopropyltriethoxysilanu jako modifika¢niho ¢inidla. Optimalizace
byla provedena sohledem na maximalni vytéznost kovalentné navazanych
aminoskupin na povrch kremicitych nanovlaken. Sledovanymi parametry
byly - doba reakce a koncentrace silyla¢niho ¢inidla. Pro zhodnoceni experimentt
byla pouZita spektrofotometricka metoda zaloZena na reakci fluorescein-
isothiokyanatu s aminoskupinami nachazejicimi se na povrchu kremicitych
nanovldken. Z namérenych vysledki byly nasledné urceny optimalni podminky
silylace - tedy 2% roztok APTES v ethanolu reaguje s kifemicitymi nanovlakennymi
substraty po dobu dvou hodin. Vysledky jsou podrobné diskutovany v kapitole 7.2.

Dale byl zkouman vliv podminek na imobilizaci kyseliny hyaluronové na
dochazi k maximalnimu narfistu kvantity kyseliny hyaluronové navazané na
povrch kiemicitych nanovlaken a to jiZ po jedné hodiné imobilizace. Takto rychly
nartist miize byt zplsoben tim, Ze v kyselém prostiedi dochazi k snazsi reakci
karboxylové funkéni skupiny kyseliny hyaluronové s pouzitym imobiliza¢nim
Cinidlem EDC, a Ze pH reakce je tedy vyznamnéjSim parametrem neZ doba jejiho
pribéhu. VSechny vysledKky jsou diskutovany v kapitole 7.3.

Pfredmétem dalSiho studia by mohlo byt prozkoumdani vlivu dalSich
parametrii na ucinnost imobiliza¢ni reakce Kyseliny hyaluronové na povrch
substratu scilem maximalniho vytéZzku Kkyseliny hyaluronové pri pouziti

minimalniho imobilizovaného mnozstvi.
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Graf 9: FTIR spektra vybranych vzorkii kiremicitych nanovldken (Si0z) bez tpravy, (SiO2-APTES) po silylaci 2% APTES po dobu 2 hodin, (SiO>-
APTES-HA A) po imobilizaci HA pri pH = 3 a (Si0O2-APTES-HA B) po imobilizaci HA pri pH = 6. Spektra jsou srovndna se spektrem neupravené
kyseliny hyaluronové (HA). Méreni provedeno na zarizeni Nicolet iZ10 s pouZitim ATR ndstavce.
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Priloha B

Obrdzek 20: Struktura kremicitych nanovidken po imobilizaci HA pri pH = 3 po dobu 3
hodin, zvétseni 10kx (A) a 50kx (B)

Obrdzek 21: Struktura kremicitych nanovldken po imobilizaci HA pri pH = 3 po dobu 5
hodin, zvétseni 10kx (A) a 50kx (B)
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Obrdzek 22: Struktura kremicitych nanovldken po imobilizaci HA pri pH = 3 po dobu 10
hodin, zvétseni 10kx (A) a 50kx (B)

Obrazek 23: Struktura kremicitych nanovidken po imobilizaci HA pri pH = 3 po dobu 15
hodin, zvétseni 10kx (A) a 50kx (B)
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Priloha C

Obrazek 24: Struktura kremicitych nanovldken po imobilizaci HA pri pH = 6 po dobu 1
hodiny, zvétseni 10kx (A) a 50kx (B)

Obrazek 25: Struktura kremicitych nanovidken po imobilizaci HA pri pH = 6 po dobu 3
hodin, zvétseni 10kx (A) a 50kx (B)

60|Stranka



Obrdazek 26: Struktura kremicitych nanovldken po imobilizaci HA pri pH = 6 po dobu 5
hodin, zvétseni 10kx (A) a 50kx (B)

Obrdazek 27: Struktura kremicitych nanovidken po imobilizaci HA pri pH = 6 po dobu 10
hodin, zvétseni 10kx (A) a 50kx (B)
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Obrazek 28: Struktura kremicitych nanovidken po imobilizaci HA pri pH = 6 po dobu 15
hodin, zvétseni 10kx (A) a 50kx (B)
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