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ABSTRAKT

Cilem této bakalarské prace bylo hodnoceni biologickych vlastnosti hydrogelti na bazi
kyseliny hyaluronové. Teoreticka ¢ast prace shrnuje hydrogely na bazi pfirodnich polymert
a jejich vlastnosti, vyuziti v tkdiovém inzenyrstvi a transportu 1é¢iv a charakteristiku
kyseliny hyaluronové. Experimentalni ¢ast se zabyva testovanim biologickych vlastnosti
hydrogelu na bazi thiolovaného derivatu hyaluronanu. U tohoto hydrogelu byla testovana
cytotoxicita extraktu vyhodnocena metodou MTT a dale byla studovana schopnost bunck

proliferovat pfedev§im uvniti hydrogelu.

Kli¢ova slova: biomateridl, hydrogel, kyselina hyaluronova, pfirodni polymer, tkanové

inzenyrstvi

ABSTRACT

The main goal of this bachelor thesis was to evaluate the biological properties of hyaluronic
acid-based hydrogels. The theoretical part of the thesis summarizes natural polymer-based
hydrogels and their properties, applications in tissue engineering and drug delivery, and the
characterization of hyaluronic acid. The experimental part deals with the testing of the
biological properties of hydrogel based on thiolated hyaluronan. This material was tested in
the terms of cytotoxicity of the extract and evaluated by the MTT method and also the ability

of cell proliferation especially inside the hydrogel was tested.

Keywords: biomaterial, hydrogel, hyaluronic acid, natural polymer, tissue engineering
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UvVOD

Nedostatek darcti organti motivoval védce po celém svéte, aby hledali alternativy k boji proti
stale rostouci poptavce po organech. Posledni dvé desetileti se tento rozsifeny problém fesi
vyvojem a integraci vysoce biokompatibilnich materiali pro regeneraci tkani. Tkanové
inzenyrstvi a sestavovani funkcnich struktur, které jsou schopny obnovit ¢i zachovat
poskozené tkané a organy, ovlivnily celé¢ spektrum mediciny a zdravotni péce. Metody
kombinujici biomimetické materialy, bunky a bioaktivni molekuly hraji rozhodujici roli pti

podpoie regenerace poskozenych tkani nebo také se vyuzivaji jako terapeutické systémy [1].

Hydrogely jsou jedine¢nou skupinou biokompatibilnich trojrozmérnych polymernich
materiald, které mohou fungovat jako tkanové nosice (scaffoldy) pro rtst bunck. Poskytuji
mechanickou podporu buitkdm v konstruovanych tkanich a diky vysokému obsahu vody v
hydrogelu vytvari idedlni prostfedi pro preziti bun¢k a strukturu, kterd napodobuje nativni
tkan¢. Dnes jsou hojné vyuzivany v biomedicinském vyzkumu, piedev§im v oblastech

transportu 1é¢iv, regenerativni medicin€ a tkdiovém inzenyrstvi [1, 2].

Hyaluronan je pfirodni polymer ktery je zarovent vhodnym stavebnim prvkem pro vyrobu
scaffoldli pro tkanové inZenyrstvi, diky jeho vlastnostem jako je biokompatibilita,
biodegradabilita, bioaktivita a neimunogenita. Aby bylo moZzné ziskat hydrogely na bazi
hyaluronanu s vhodnymi mechanickymi vlastnostmi a rychlosti degradace pfi sou¢asném
zachovani jejich pfirozenych biologickych funkci, je Casto nutna fizend chemicka
modifikace a kovalentni sitovani. Hydrogely na bazi hyaluronanu jsou makroskopické sité
které jsou tvoiené z nahodné propojenych fetézc, které postradaji strukturni komplexnost a

funk¢éni rozmanitost pozorovanou v nativni extracelularni matrix [3].

V praktické casti byly hodnoceny biologické vlastnosti hydrogelu na bazi chemicky
modifikovaného hyaluronanu. U hydrogelu byl proveden test cytotoxicity extraktu a

nasledné hodnoceni proliferace bunééné linie NIH/3T3 uvnit hydrogelu.
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I. TEORETICKA CAST
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1 HYDROGELY

Na pocatku 50. let Otto Wichterle a Drahoslav Lim navrhli novy biomaterial pro aplikaci
v oftalmologii, hydrogel na bazi poly(2-hydroxyethylmethakrylatu). Po tomto materidlu
pozadovali nejen tvarovou stabilitu a elastické vlastnosti podobné okolni tkéni, ale také
chemickou, biochemickou stabilitu a vysokou propustnost pro ziviny rozpustné ve vodé a
metabolity [4]. Prvni aplikace hydrogelu se uskutecnila v roce 1960, kdy Wichterle a Lim
jej pouzili jako materidl pro vyrobu mékkych kontaktnich ¢ocek [5]. V oftalmologii byly
hydrogely pouzivany také na mikrokapilarni drenéze zelené¢ho zakalu, vyplné pro obnovu
sitnice a vypln¢ po enukleaci. Dale byly aplikovany také jako prevence tvorby jizev po
chirurgickém zakroku, jako ochrana perforovanych uSnich bubinkl, pii problémech s
hlasivkami ¢i pfi plastikach nosu. Tyto aplikace odstartovaly studie vztahu mezi strukturou
zesitovanych hydrofilnich polymerti a jejich biokompatibilitou a nasledné¢ byly jejich

vysledky pteneseny do klinické praxe [4].

Hydrogely jsou definovany jako ve vodé€ nerozpustné trojrozmérné polymerni sité, které
maji schopnost absorbovat velké mnozstvi vody nebo télni tekutiny. Pfitomnost hydrofilnich
skupin v jejich struktufe umoznuje vazbu vody a finalni material ji mize obsahovat pies
99,9 % [6, 7]. Pokud je pouzit pro vyrobu hydrogelu vhodny material, miize se vyznacovat
vlastnostmi jako je biokompatibilita, elasticita, porézni struktura, schopnost plsobit jako
rustové médium a také napodobovat extraceluldrni matrix, coZ jim zajist'uje Siroké uplatnéni
[2]. ZjednoduSené feceno, jejich mechanismus spoc¢iva v zaclenéni bunék do jejich struktury,

pficemz hydrogel nakonec v téle degraduje a zanechd po sobé zdravou tkan [1].

1.1 Rozdéleni hydrogeli

Hydrogely jsou obecné klasifikovany dle nékolika kritérii viz Obrazek 1.

Homopolymerové

Kopolymerové Drubh sité Kovalentni
Druh vazeb
Dvojité Fyzikalni
RozloZitelny Hydrogel
RozloZitelnost v organismu Homogenni
Nerozlozitelny
Prirodni Velikost port Mikropoérezni
Zdroj
Syntetické Makropérezni

Obrazek 1: Klasifikace hydrogeli; upraveno podle [4]
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Pokud se zamétime na rozdéleni hydrogelt podle zdroje polymerni latky, kterou vyuzivame
k jejich vyrob¢, mizeme je rozdelit na syntetické a ptirodni. Kazda skupina ma vSak své

vyhody 1 nevyhody [8].

Syntetické polymery jsou vysoce univerzalni materialy se snadno kontrolovatelnymi
fyzikalnimi a chemickymi vlastnostmi. Tyto syntetické polymery a jejich smési jsou obecné
1épe zpracovatelné a miizeme presnéji predvidat vysledné vlastnosti hydrogelu. Naopak, ve
srovnani s pfirodnimi polymery jsou ty syntetické méné biokompatibilni a bioaktivni [5].
Do syntetickych biologicky odbouratelnych polymert vyuzivanych pro vyrobu hydrogeld,
muzeme zatadit naptiklad polyethylenglykol (PEG), poly(N-isopropylakrylamid)
(PNIPAm), kyselinu polyglykolovou (PGA), a kyselinu poly(mlécnou a glykolovou)
(PLGA) [9].

Hydrogely vyrobené z ptirodnich polymerti jsou hojné vyuzivany v tkdfiovém inzenyrstvi
diky svym vynikajicim vlastnostem, kter¢ budou podrobnéji popsany v nasledujicich

kapitolach.

Pfirodni a syntetické polymery se také mohou kombinovat za vzniku hybridnich hydrogeli.
Ty mohou ziskat vlastnosti, kterych nelze docilit pouzitim pouze jedné skupiny polymert
[8]. Kazd4 medicinska aplikace vyZaduje jedine€nou kombinaci komponentnich materiali,
s cilem sladit poZzadované strukturalni 1 funkéni vlastnosti. Jeden z nejrelevantnéjSich

piikladl je kombinace proteinu a jiného polymeru [10].
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2 PRIRODNI POLYMERY

Ptirodni materialy se evolucné vyvijely po dobu milionu let v odliSném prostedi, a proto Ize
pozorovat rozmanitost v makromolekularnim slozeni, coZz ma za nasledek mnoho
strukturdlnich i biologickych vlastnosti [11]. Mnoho polymerii pouzivanych k vyrobé
hydrogelt pochazi prave z piirody, jedné se naptiklad o alginat, fibrin, chitosan, kolagen a
zn¢j odvozena zelatina, hyaluronan sodny a mnoho dalSich [2]. Pfirodni polymery Ize
rozdélit do 2 skupin: na bazi proteinii a na bazi polysacharidi. Hydrogely jsou vétSinou
vytvoiené z proteintl a slozek extracelularniho matrixu, coz je ¢ini vhodnymi pro mnoho
biomedicinskych aplikaci [12]. Naptiklad hydrogely ptipravené z kolagenu a kyseliny
hyaluronové velmi dobte napodobuji strukturu a funkci extracelularniho matrixu, a proto se
na jejich vyvoj zaméfila fada studii [13]. Pfirodni polymery maji nékolik vyhod oproti
syntetickym polymerim: 1) vykazuji vyssi biokompatibilitu; 2) mohou obsahovat slozky
podporujici bunécnou adhezi a ovliviiujici chovani burky; 3) mohou byt télem rozpoznany
a metabolicky degradovéany, umoziluji remodelaci buikami a zaroven ukladani bunééné
produkovaného extraceluldrniho matrixu [11]; 4) mohou vykazovat strukturu napodobujici
extracelularni matrix ptivodni tkanég, diky které dokaze podporovat ptichyceni bunék, jejich
naslednou proliferaci a diferenciaci. Mezi jejich nevyhody patii: 1) néachylnost
k mechanickému naruSeni [14]; 2) nekontrolovatelnost jejich degradace a struktury; 3)
potencialni imunogenita [8].

Konstrukce cév Regenerace kuze

Fibrin
Uvolnéni fibroblasti Hyaluronan Regenerace chrupavky
) i ) Diferenciace bunék
Konstrukce cév Elastin
Konstrukee pridusnice
Konstrukce cév Alginat . Zelatina
Biopolymery
Konstrukce kosti
Konstrukce cév a kapilar
I - Scaffoldy
Regenerace mékkych tkani cattorey
Chitosan
Kolagen

. . Konstrukce chrupavek
Konstrukce pokozky I

Diferenciace bunék

Obrazek 2: Typy biopolymert pouzivanych v tkdfiovém inZenyrstvi; upraveno podle [15]
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2.1 Hydrogely na bazi proteinii

V nativnim prostfedi hraji proteiny zasadni strukturdlni a signalni roli extracelularniho
matrixu. Neni divu, Ze z tohoto diivodu jsou polymery na bazi peptidii a proteina Siroce
vyuzivany k vyrobé hydrogeli pro tkanové inzenyrstvi [15]. I pfestoze hydrogely na bazi
ptirodnich proteini vynikaji svou biokompatibilitou, ¢asto vykazuji Spatné mechanické
vlastnosti, coz je omezujici pii aplikacich, kde jsou pozadovany hydrogely s vysokou

pevnosti [16].

Jelikoz jsou proteinové substraty bézné ziskavany z ptirodnich zdroji, dosazeni vysoké
Cistoty je Casto narocné. Kontaminace a heterogenni substraty totiz omezuji pouziti
v klinické praxi. Pouziti rekombinantnich proteint ¢astecné fesi tento problém a navic se

daji snadno produkovat ve velkém mnozstvi [15].

2.1.1 Kolagen

Kolagen je nejrozsifenéjsim proteinem v extracelularnim matrixu savcd. Bunky interaguji s
kolagenem prostfednictvim riznych povrchovych receptort, jako jsou naptiklad integriny.
Kolagen mlZe byt degradovan matrixovymi metaloproteindzami, které hraji dulezitou roli
pii prestavbé extracelularniho matrix a vyvoji tkani. Doposud bylo identifikovano 28 typi
kolagenu. Oznacuji se fimskymi Cislicemi I az XXVIII v potadi od jejich objeveni. Skladaji
se z riznych kombinaci nejméné 46 typl polypeptidovych fetézcl. Kolageny jsou na zakladé
sve struktury a funkce rozdéleny do téchto podskupin: 1) fibrilarni kolageny (typy I, I, III,
V, XI, XXIV a XXVII); 2) fibrilarni kolageny s pferuSenymi trojitymi Sroubovicemi (typy
IX, XII, X1V, XVI, XIX, XX, XXI a XXII); 3) kolageny tvofici koralkova vladkna (typ VI);
4) kolageny bazéalni membrany (typy IV, VII, XV a XVIII); 5) transmembranové kolageny
(typy XIII, XVII, XXIII a XXV); 6) kolageny hexagonalni sité (typy VIII a X). V tkanovém
inZenyrstvi je nejvice vyuzivana skupina fibrilarnich kolagenti. Kolageny I, II a III jsou
nejvice zastoupeny v extracelularnim matrix tkani a nejhojnéji se vyskytuji v kostech,
cévach, kizi, Slachéach a vlaknitych pouzdrech orgéant [13].

KOST KUZE SLACHA

| A
A

Obrazek 3: SHG snimky mysi tkan€ na bazi kolagenu; upraveno podle [18]
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Kolagen lze ziskat z riiznych druhti zvifat a tkéni, a je tak Siroce dostupny pro vyzkumné a
klinické aplikace [13]. Nevyhodou kolagenu pochézejiciho ze zvitecich tkédni je potencidlni
imunologické a alergicka reakce. Proto miize bezpe¢ny zdroj kolagenu, ktery neobsahuje
zivocisné slozky, snizit riziko postimplantacnich negativnich reakci. Rekombinantni lidsky
kolagen je slibnym materidlem prave proto, Ze neni zivociSného ptivodu, je ziskavan ve

vysoké Cistoté a nepredstavuje riziko kontaminace priony ¢i viry [17].

Hydrogely na bazi kolagenu mohou byt pfipraveny bud’ samovolnym zesitovanim
kolagennich vldken, nebo pfidanim chemickych sitovacich ¢inidel. Modifikace kolagenu
jsou vsak omezeny vzhledem ke slozitosti jeho struktury a také pozadavkiim na

biokompatibilitu vyslednych materiala [13].

Komer¢ni aplikace kolagenovych matric zahrnuji hojeni ran a klize ¢i regeneraci kloubil
[13]. Naptiklad kolagenovy hydrogel s ptidavkem kyseliny hyaluronové od firmy Dr. Derm
Professional je kosmeticky pfipravek, ktery pomaha regenerovat a obnovovat jemnost,
pruznost a hydrataci pokozky. Déle se kolagen v kombinaci s algindtem sodnym nebo

agar6zou pouZziva pro vyrobu bioinkd, které jsou soucésti 3D bio tisku [18].

2.1.2 Zelatina

Zelatina je ziskavana Gaste¢nou hydrolyzou a denaturaci kolagenu [15]. Proto si Zelatina
zachovava své bioaktivni vlastnosti, jako je vyskyt RGD sekvenci, citlivost na degradaci
metaloproteindzami [5] a snadno podléhd biodegradaci za vzniku dobie tolerovanych
peptidickych travicich produkti [15]. Stejné jako vétSina hydrogelti na béazi ptirodnich
polymertd, ani ty ze Zelatiny nemaji vyznamnou mechanickou pevnost a podléhaji rychlé

enzymatické degradaci [5].

Hydrogely na bazi zelatiny se mohou vyuZivat jako nosice 1é¢iv, bioinky, pfi transdermalni
terapii, hojeni ran a regeneraci tkani kosti ¢i pridusnice [19]. Védecka skupina Hong a spol.
vyrobila siln€¢ adhezivni hemostaticky hydrogel pro oSetfeni tepennych a srde¢nich krvaceni,
ktery je na bazi zelatiny a zesituje pomoci UV zareni. Nicmén¢ testovani tohoto hydrogelu
se zatim provadélo pouze na zvitatech, ale ¢ini z n¢j slibné "biolepidlo" pro pouziti v

chirurgii a nouzové zastaveni krvaceni [20].
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2.1.3 Fibroin

Hedvébi je vysoce kvalitni pfirodni vlakno ziskavané z kokonli bource morusového
(Bombyx Mori). Sklada se ze 75 % hedvabného fibroinu a sericinu [21]. Fibroin tvoti kostru
hedvabného vldkna a sericin ho obklopuje a spojuje dohromady. Aby vldkno ziskalo
mekkost, prilnavost, lesk a hladkost, musi byt z fibroinu odstranén sericin. Ten je bud’

odpadnim produktem, nebo mize byt formovan do podoby gelu [22].

_ Sericin

Obrazek 4: Strukturni soucasti hedvabi; upraveno podle [25]

Hydrogely na bazi fibroinu Ize pouzit v tkanovém inzenyrstvi zaméfeném na chrupavky, ale
také jako nosice 1éCiv, scaffoldy, umélou kiizi, kontaktni ¢ocky ¢i enkapsula¢ni matrice pro

Langerhansovy ostriivky [22].

2.2 Hydrogely na bazi polysacharidi

Hydrogely na bazi polysacharidd jsou také Siroce vyuzivanou tfidou pfirodnich materiali
pro tkanové inZenyrstvi. Polysacharidy se bud’ pfirozené vyskytuji v extraceluldrnim
matrixu, kde hraji diileZitou roli v chovéani bunék a adsorpci bilkovin, nebo jsou derivovany
z hojné se vyskytujicich ptfirodnich zdroj, a to z rostlin, fas ¢i zvitat. Vlastnosti konkrétniho
polysacharidu jsou dany substitu¢nimi vzorci na jednotlivych cukernych stavebnich blocich,
které jsou pak spojeny pomoci O-glykosidickych vazeb a mohou tvofit linedrni, nebo
rozveétvené polymery s vysokou moldrni hmotnosti. Tyto polymery jsou obvykle vysoce
polydisperzni, a to jak z hlediska struktury, tak sekvence. Ve srovndni s materidly na bazi
proteinti vykazuji zna¢n€ mensi imunitni odpoveéd’, vysokou rozpustnost, hydrofilitu, ktera
vede k vysokému bobtnani hydrogelii, a také obsahuji mnozZstvi reaktivnich skupin pro

chemickou modifikaci a sitovani [15].
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2.2.1 Alginat

Alginat je polysacharidova slozka bunécnych stén hnédych fas a n€kterych bakterii. Jeho
struktura je zalozena na dvou rtznych monomerech: B-D-mannuronatu (M) a a-L-
guluronatu (G) uspotadanych do blokt [12]. Pofadi a pomér téchto blokii urcuje vlastnosti
konkrétniho alginatu, coz zase zavisi na druhu, ve kterém se vyrabi. Alginat dokdze snadno
zgelovatét pomoci piidani dvojmocnych kationt. Predpoklada se, ze ke gelaci dochazi

prostiednictvim  "egg-box" modelu, kdy se vapenaté ionty nachdzeji mezi

J%l

HO (Ca®*

T;L:»

Obrazek 5: "Egg-box" model pomoci vapenatych kationtli; upraveno podle [16]

poly-G sekvencemi [15].

Z biologického hlediska je alginat netoxicky, nezanétlivy, in vivo nedochézi k degradaci,
nicméné tendence bunék adherovat je slaba a mechanické vlastnosti jsou nedostacujici.
Aplikace alginatu byly zkoumdany na rGznych tkanich, jako jsou jatra, nervy, srdce a
chrupavka [12]. Vyvoj mikrofabrikacnich technologii umoznil vyrobu alginatovych
hydrogeli se slozit¢j$i strukturou. Jia a spol. [23] vyrobili pomoci mikrofluidiky
superhelikalni dutd hydrogelova mikrovlakna, kterd jsou schopna rekonstruovat slozitou
architekturu Sroubovicovych krevnich cév. Tyto hydrogely se podafilo vyrobit s plisobivym

rozliSenim (v um) a pouzit je k podpote tubularniho rtstu lidského endotelu [15].

2.2.2 Chitosan

Chitosan je kationtovy linearni polysacharid obsahujici N-acetyl-D-glukosamin a
D-glukosamin. Vznika deacetylaci chitinu, ktery se nachéazi v exoskeletech a schrankach
¢lenovctl. Strukturné je chitosan podobny GAG obsazenych v extracelularnim matrix. Je
antibakterialni, snadno sterilizovatelny, netoxicky, biokompatibilni, biodegradabilni a také
je citlivy na pH, kdy se snadno rozpousti pii nizkém pH, zatimco pti vysokém pH je

nerozpustny. Vzhledem k témto vlastnostem je chitosan pouzivan v biomedicinskych
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oborech ve form¢ nanocastic, vlaken, filmi nebo hydrogelt. Chitosan snadno vytvafi
komplexy se zaporn€ nabitymi polysacharidy, jako je kyselina hyaluronovd nebo

chondroitin sulfat, coz z n¢j €ini vhodnou strukturni slozku kompozitnich gelt [12, 15, 24].

Napftiklad Miiller a spol. [25] pouzili N,O-karboxymethylchitosan k vyrobé polymeri
rozpustnych ve vodé, které jsou schopny vytvaiet komplexy s polyfosfatem a pfti ptisobeni
iontl Ca®" vytvafet s algindtem kompozitni, tisknutelné hydrogely. Bylo zjiténo, Ze
pritomnost polyfosfatu podporuje osteogenezi implantovanych gelt in vivo, coz z téchto

scaffoldii ¢ini nad&jné materidly pro kostni tkanové inzenyrstvi [15].
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3 VLASTNOSTI HYDROGELU

Hydrogely jsou v soucasné dob¢ typem materialu, ktery se t&€$i velkému zajmu v tadé
riznych obort. V oblasti tkanového inzenyrstvi vSak neexistuje idealni hydrogel, ktery by
bylo mozné pouzit ve vSech jeho odvétvich. Misto toho je tieba ptizplisobit vlastnosti
hydrogelu dané aplikaci, tedy typu bunck, tkdni a pozadovanému vysledku. Napiiklad
hydrogel, ktery bude pouzit jako trvaly scaffold pro rast nahradni kosti, se bude velmi lisit
od toho, ktery dodava docasnou zasobarnu bunc¢k pro regeneraci tkan€. Pro pouziti
hydrogelu je dilezité zjistit jeho vlastnosti, jako jsou napfiklad mechanické parametry,

bobtnani, tepelna stabilita, rychlost degradace a také biologicka odezva na material [15, 26].

3.1 Biokompatibilita

Biokompatibilita je nejcastéji pouzivany termin pro popis vhodnych biologickych
pozadavkl na biomaterial nebo biomateridly pouzité ve zdravotnickém prostredku [27].
Biokompatibilita poprvé upoutala pozornost védci ve 40. letech 20. stoleti v souvislosti s
lIékaiskymi implantaty a jejich pfiznivymi a Skodlivymi interakcemi s organismem.
V roce 1987 byla biokompatibilita definovéna jako "schopnost biomaterialu fungovat s
vhodnou odezvou hostitele pfi konkrétni aplikaci" [5]. Tato definice spojuje vlastnosti
materidlu s biologickymi poZadavky, s konkrétni aplikaci, konkrétnim zdravotnickym
prostiedkem nebo biomateridlem pouzivanym jako zdravotnicky prostiedek. "Vhodna
reakce hostitele" znamena charakterizaci reakci tkang, které¢ by se mohly ukézat jako
Skodlivé pro hostitele a/nebo by mohly vést ke kone¢nému selhdni biomaterialu,

zdravotnického prostfedku nebo protézy prostfednictvim biologickych mechanismu [27].

Obecné plati, Ze po implantaci biomateridlu reaguje télo jednou nebo vice pozitivnimi a/nebo
negativnimi reakcemi. Mezi né mizeme zafadit interakci s krvi, interakci s kmenovymi
bunikami, tvorba provizorni matrix, do¢asny zanét, hojeni ran, tvorba granula¢ni tkang,
imunitni reakce na cizi téleso ¢i oxidacni stres. Dale se miize vytvofit fibrézni pouzdro, které
obklopuje implantat nebo prostupuje poréznim materidlem. Kromé toho by se v téle mohla
vyvinout ziskand nebo vrozend imunitni reakce na biologickou sloZku zatizeni, coZ by mohlo
zpusobit, ze biomaterial nebude dale jiz pouzitelny [5].

Mezinarodni normy, jako je ISO 10993-1, se pouzivaji k prokazani shody s pravnimi
ptedpisy, ktera je nutna pro povoleni k uvedeni na trh nebo pro zahajeni klinickych zkousek.

V casti 1 je popsan racionalni vybér testli, v ¢asti 2 jsou podrobné popsana doporuceni
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tykajici se dobrych zivotnich podminek zvifat a ¢asti 3 az 20 se tykaji specifickych aspektii

postuptl testovani biokompatibility nebo specifickych postupti testovani materialii [28].

3.1.1 In vitro testovani biokompatibility

NejbéznéjSim typem testu je pouziti bunénych kultur ke zjisténi cytotoxicity, bunécné
adheze nebo bunécné smrti. /n vitro testy se hojné pouzivaji pti posuzovani biokompatibility
biomateriall, zdravotnickych prosttedkti a protéz. Pro hodnoceni biokompatibility se bézné
pouzivaji tfi typy testi — extrakt, pfimy a nepiimy kontakt. Pfi téchto typech testi mutize
zkousejici pouzit konkrétni typ bunék, pro ktery je zkoumany biomateridl uréen v klinické

aplikaci [27].

Pti testovani cytotoxicity in vitro se mohou objevit dva nejcastéjsi problémy. Prvni problém
nastava, pokud je doba testu ptilis§ kratka, tj. nékolik hodin az nékolik dni. V takovém ptipadé
nemusi byt poskytnuta dostate¢na doba k adekvéatnimu stanoveni proliferace bunck, nebo
smrti bunék nekrozou ¢i apoptdzou. Druhy problém spociva ve vybéru typu bunék pro test.
Bézn¢ se pouzivaji imortalizované bunécné linie ziskané z nddord hlodavci nebo lidi,
pfiemz se prakticky nevi, jaké jsou pozitivni nebo negativni znaky fenotypové exprese
ptislusné imortalizované bunécné linie ve srovnani s primdrni buiikou uréenou pro

hodnoceni biologické odpovédi a cytotoxicity [27].

3.1.2 In vivo testovani biokompatibility

Z praktického hlediska se hodnoceni biokompatibility biomateridli a zdravotnickych
prostiedkil in vivo provadi s cilem zjistit, zda prostfedek funguje tak, jak ma, tj. jak je
navrzen, a zda nepfedstavuje pro pacienta zadné vyznamné poSkozeni. Cilem posouzeni
biokompatibility in vivo je tedy piedpovédét, zda zdravotnicky prostiedek piedstavuje
potencialni poSkozeni pacienta. Hodnoceni se provadi v podminkéach simulujicich klinické
pouziti. BéZné in vivo testovani zahrnuje testy napiiklad na citlivost, podrazdéni,
systémovou ¢i chronickou toxicitu, mutagenezi, karcinogenitu, reprodukéni toxicitu,
hemokompatibilitu ¢i imunotoxicitu. Kone¢ny vybér testi pro hodnoceni in vivo je zalozen

na vlastnostech a kone¢ném pouziti uvazovaného biomaterialu. [27, 29].

3.2 Biodegradabilita

Degradaci mizeme definovat jako chemicky proces, pii kterém se §t€pi kovalentni vazby.
Pokud je degradace zplsobena biologickym Ccinitelem, jako je enzym, buiika nebo

mikroorganismus, oznac¢ujeme ji jako biodegradace.
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V klinické praxi se Casto vyzaduje pouziti implantat, které slouzi spiSe docCasné, ale u
nékterych typt implantati degradace zadouci neni. Proto je vhodné pro jejich vyrobu pouzit
degradabilni polymery, protoze tyto implantaty neni nutné chirurgicky odstranit s ¢imz se
predchazi riziku vzniku dalsi rany ¢i infekce. Kromé toho lze pouzitim rozlozitelnych
biomateriali nékdy obejit problémy spojené s dlouhodobym odmitnutim imunitnim
systémem, chronickym zanétem na rozhrani implantatu a tkdn¢ a selhanim samotného
zafizeni. U degradabilnich biomaterialii se musi brat v potaz toxicita jejich degradacnich
produktii a pfedCasné selhani implantatu v disledku degradace. Navrh degradovatelného
implantatu proto vyzaduje peclivé testovani potencidlni toxicity jeho degrada¢nich produktt
a peclivé zvazeni mechanické integrity implantatu béhem pozadované Zivotnosti implantatu
[29]. Biodegradabilni, injekéné aplikovatelné hydrogely mohou byt vyuzity jako systémy
pro transport 1€¢iv nebo jako nosice bunek pro tkdnové inzenyrstvi. Injektovatelné hydrogely
jsou vhodné jako scaffoldy, protoze jsou strukturalné podobné extracelularni matrix mnoha
tkani, poskytuji vysoce hydratované prostiedi, jsou zpracovavany za relativné mirnych
podminek a mohou byt poddvany minimdln€ invazivnim zpisobem. Degradaci hydrogelu
lze upravit zaclenénim hydrolyticky nebo enzymaticky nestalych segmenti do struktury
nebo pouzitim pfirodnich biopolymerti (chitosan, hyaluronat sodny, chondroitin sulfat,
syntetické analogy extracelularni matrix, kopolymer alginatu a zelatiny, ...), které jsou

nachylné k enzymatické degradaci [30, 31].
Wel ®
2ir T © @ e
Srady

Prekurzory Buiiky Zesit’ovani
hydrogelu hydrogelu

Regenerace Degradace hydrogelu + proliferace bunék
tkané + sekrece ECM

Obrazek 6: Schematické znazornéni injektovatelného biodegradabilniho hydrogelu
pouzitého k regeneraci tkani; upraveno podle [33]
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Jak znazoriiuje Obrazek 6, bunky jsou izolovany z malé biopsie a zapouzdieny do
hydrogelovych prekurzorii, které jsou nasledné injekéné transplantovany pacientovi.
Hydrogel udrzuje buiiky v misté poskozené tkané a poskytuje pocatecni strukturalni podporu
pro jejich rist, metabolismus a syntézu nové ECM. Hydrogel rychle degraduje, jakmile
bunky zacinaji vylu¢ovat ECM. Takto lze transplantovat kombinaci bunék, ristové faktory

a hydrogel minimaln¢ invazivnim zpisobem [30].

3.3 Architektura

Poérovitost biomateriald hraje dilezitou roli pfi usmériiovani tvorby a funkce tkani. Znac¢né
procento poérovitosti scaffoldu je ¢asto nezbytné k tomu, aby bylo zajisténé homogenni
rozlozeni a propojeni bunék v celé konstruované tkani. Zvysena porovitost ma vliv na difuzi
zivin a kysliku, zejména pti absenci funkéniho cévniho systému a také proliferaci a migraci

bunék [32, 33].

Ke tvorbé porovitosti ve struktuie hydrogelu mohou byt pouzity metody jako je vyluhovani
¢astic, lyofilizace, elektrospinning ¢i pénéni plynem, diky kterym lze dosdhnout vytvoteni

makrostruktur o rozmérech v rozmezi 100 nanometrti az n¢kolik centimetrti [33].

Vyluhovani castic za¢ina rozptylenim pdérogenu v polymerni fazi. Vhodnou technikou se
polymer zpevni, ¢imZ vznikne sit’ polymeru a poérogenu. Rozpusténé castice se nasledné
vyluhuji ponofenim materidlu do selektivniho rozpoustédla, coz vede k vytvoreni porézni
sit€. Jako porogeny se pii této technice béZné pouzivaji soli, cukry a Zelatina, které jsou

vSechny rozpustné ve vode [32, 33].

Lyofilizace se hojné vyuziva k vyrobé poréznich hydrogelti pro tkanové inzenyrstvi. Tato
metoda vyuZziva rychlého ochlazeni, které zpisobi termodynamickou nestabilitu systému a
oddé¢leni fazi. Rozpoustédlo se poté odstrani sublimaci ve vakuu a v mistech, které predtim

vypliovalo, zistavaji dutiny [32].

Pti electrospinningu se polymery rozpoustéji v dostatecné vysoké koncentraci, aby doslo k
urc¢itému stupni fyzikalniho zesitovani fetézcii. Roztok polymeru se pfivadi kapilarni trubici,
ve které je nabit vysokym napétim. Vytvaii se Taylortiv kuZzel, ktery se natahuje a je
pfitahovéan k opacné nabité sbérné tercoveé desce. Nékteré dilezité metody konstruovani 3D
nanovldkennych struktur zahrnuji vertikdlni pokladdni nanovlakennych membran,

zabudovani nanovldken do  hydrogelt, svinovani nanovldkennych podlozek
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do trubicové struktury ¢i kombinace nanovlaken s 3D tiskem. Kromé toho 1ze pomoci

elektrospinningu vytvofit 3D strukturu mikrovlaken [33, 34].

Zpénovani plynem vznika porovitost nukleaci a ristem bublinek plynu uvnitt 3D struktury
hydrogelu. Plynové bubliny mohou vznikat bud’ chemickou reakci (NaHCOs vytvaii COo;
NH4HCO:s se rozklada na CO2 a NH3), nebo pfidanim inertniho plynu (CO2) k prekurzoru
hydrogelu za vysokého tlaku [32, 33].

3.4 Swelling

Dalsi vlastnosti hydrogela je schopnost vykazovat métitelnou zménu objemu v reakci na
vnéj$i podnéty. Nekteré hydrogely vykazuji tuto zménu objemu bobtnanim (swelling),
zatimco jiné piechazeji mezi fdzemi sol a gel. Stupen zesitovani ma vliv na plochu, ktera
umoznuje difuizi napfi¢ hydrogelovou siti, a nasledné na schopnost hydrogelu pfijimat vodu

[35].

ol 4 d —_— Mh - d
pomér bobtnani = e X 100 %
d

Obrazek 7: Pomér bobtnani; upraveno podle [39]

Rovnovéazné bobtnani hydrogelu (swelling ratio) uvedeného na Obrazku 7 se znazoriuje
jako pomér hmotnosti plné¢ nabobtnalého hydrogelu M, k hmotnosti dehydratovaného
hydrogelu My. V hydrogelovych systémech dochazi k uvoliovani léciva predevSim

bobtnanim nebo smr§tovanim hydrogelu a diftizi 1é¢iva polymerni siti [6].

3.5 Mechanické vlastnosti

Mechanické vlastnosti scaffoldi v makroskopickém 1 mikroskopickém méftitku hraji
dilezitou roli pfi regulaci chovani bun¢k. Biomechanické signdly a interakce mezi butikami
a extracelularni matrix pfimo ovlivityji tvar bunék [6]. Napiiklad mezenchymalni kmenové
bunky kultivované v hydrogelu s tuhosti nizsi, stfedni a vyssi diferenciovaly do neuralniho,
myogenniho ¢i osteogenniho fenotypu. Jinou morfologii vykazovaly bovinni kloubni
chondrocyty kultivovany v rizné¢ tuhych hydrogelech. Chondrocyty zapouzdiené v
hydrogelu s vysokou tuhosti vykazovaly kulatou bunéénou morfologii a vysokou expresi
chondrogennich gentl, zatimco chondrocyty kultivované s nizkou tuhosti vykazuji protdhlou

morfologii a nizkou expresi chondrogennich gent [36].
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Mechanické chovani hydrogelt 1ze popsat pomoci teorie elasticity a viskoelasticity pryze,
které jsou zalozeny na Casové nezavislém a Casové zavislém obnoveni orientace fetézce a
struktury. Pomoci nich je mozné analyzovat strukturu polymeru a urcit efektivni
molekulovou hmotnost mezi pfi¢nymi vazbami a také objasnit informace o poctu elasticky

aktivnich fetézci a tendenci k cyklizaci versus sitovani [37].
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4 APLIKACE HYDROGELU

Hydrogely jsou pouzivany napii¢ riznymi obory zahrnujici biomedicinské inzenyrstvi,
vyrobky osobni péfe a kosmetiky, environmentalni aplikace, téZby ptirodnich zdroji a
zemédé@lstvi. Diaraz je kladen na mechanismus, jakym mohou hydrogely feSit klicové
aplikacni potteby v kazdé oblasti, a na to, jak 1ze vlastnosti hydrogeli u¢inné upravovat, aby

se optimalizovala jejich vykonnost v kazdé aplikaci [38].

i

i

Hojeni ran
Zemédélstvi Hydrogel Kontaktni ¢ocky
Jednorazové pleny Tkanové inzenyrstvi

e

—

Obrazek 8: Aplikace hydrogelt v riznych primyslovych odvétvich; upraveno podle [21]

Jak je patrné z Obrazku 8, biomedicinské aplikace hydrogeld, kam mizeme zatadit transport
1é¢iv, tkanové inzenyrstvi, kontaktni Cocky, ¢i hojeni ran, zastupuji velkou ¢ast z celkovych

aplikaci [38].

4.1 Tkanové inZenyrstvi

Tkanové inZenyrstvi (angl. Tissue Engineering) je interdisciplinarni obor, ktery vyuziva
bunééné kultury, biomateridly, biochemické (napf. rhstové faktory) a fyzikdlni
(napt. mechanické zatiZzeni) signaly a jejich kombinace k vytvafeni struktur podobnych
tkdnim. Cilem tkanového inzenyrstvi je poskytnout biologické nahrady, které mohou
zachovavat, obnovovat nebo zlepSovat funkci poskozenych tkéni. Tkanové inzenyrstvi se

Casto zaménuje s regenerativni medicinou. Rozdil je v tom, Ze tkanové inzenyrstvi obvykle
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zahrnuje konstrukci tkané in vitro, zatimco regenerativni medicina oznacuje nastroje, které

pomahaji télu regenerovat poskozenou tkan in vivo [39].

V tomto odvétvi se hydrogely pouzivaji k vyplnéni prostoru, jako nosice bioaktivnich latek
nebo jako trojrozmérné struktury, které jsou vyplnény bunkami a poskytuji podnéty k
zajisténi vyvoje pozadované tkané. Hydrogely vypliujici prostor jsou nejcastéji pouzivanou
skupinou scaffoldd a pouzivaji se pro zvétSeni objemu, k zabranéni adheze a jako biologické
"lepidlo". Kromé toho se hydrogelové scaffoldy pouzivaji také k transplantaci bunék a ke

tvorbé mnoha tkani v téle, v€etné chrupavek, kosti a hladkého svalstva [40].

4.1.1 Hydrogely na bazi hyaluronanu v tkanovém inZenyrstvi

Ve tkanovém inzenyrstvi bylo pouziti hydrogeld na bazi HA intenzivné studovano napft. pro
vytvofeni umélé chrupavky. HA byla k ptipravé vyuzita hlavné z ditvodu vysoké distribuce
v chrupavc¢ité ECM a jeji schopnosti zachovat morfologii chondrocyti, které hojné vylucuji
kolagen typu II a glykosaminoglykany v ECM nativni chrupav¢ité tkané. Pozadavek na
vyvoj vhodného biomaterialu se opira o omezenou schopnost regenerace kloubni chrupavky.
Tyto hydrogely se vyuZivaji pro individudlni implantaci pupecnikovych mezenchymalnich
kmenovych bun¢k do kloubniho mista. Studie regenerace chrupavcité tkdné na krali¢ich
modelech odhalily lepsi efekt na opravu chrupavky pti pouziti hydrogelu. Regenerovana
tkan méla podobnou bunécnou architekturu a uspotfddani kolagenu typu II jako tkan

prirozend [41].

Dale byl studovan vliv hydrogelu na bazi kyseliny hyaluronové a chitosanu na regeneraci
chrupavky u kraliki. Do kloubnich kolennich defektt byl aplikovan hydrogel samotny nebo
hydrogel se zapouzdienymi krali¢imi chondrocyty. Po 12 tydnech od implantace se ukazalo,
ze regenerovand tkan u neléCenych zvitrat vypadala vldknité a neprtihledné, zatimco u téch,
u kterych byl aplikovan samotny hydrogel, méla tkan strukturu podobnou okolni nativni
chrupavce a v pfitomnosti gelu se zapouzdienymi chondrocyty nedoslo k vyznamnému

zlepSeni kvality regenerované chrupavky [42].

4.2 Transport léCiv

Systém cileného podéavani 1é¢iv (angl. Drug Delivery System) je definovan jako ptipravek
nebo zafizeni, které umoznuje terapeutické latce selektivné dosahnout mista u¢inku, aniz by

se dostala k necilovym bunikdm, orgdniim nebo tkanim [43].
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Vysoka vnitini porovitost hydrogelti umoziuje ukladani 1é¢iv do scaffoldu a fizenou difuzi
téchto léCiv ze scaffoldu rychlosti zavislou na tortuozité (tj. kombinaci velikosti pori a jejich
propojeni) hydrogelové sit€¢. Chemicka flexibilita hydrogelii mize byt také pouzita k
zavedeni afinitnich mist pro nabité, hydrofobni nebo jiné specifické typy malych molekul za
ucelem zlepsSeni navazani 1€¢iva nebo prodlouzeni kinetiky uvoliiovani. Vysoky obsah vody
v hydrogelech vede obecné k nizkym zanétlivym reakcim v disledku nizké nespecifické
adsorpce proteint, pfinejmensim ve srovnani s jinymi typy biomateriali pouzitelnych pro
podéavani 1éciv. Biodegradabilitu nebo rozpustnost lze rovnéz zajistit vybérem sitovadla
nebo stavebniho materidlu. Hlavnim cilem vétSiny hydrogelovych systémi pro podavani
1é¢iv je udrzet lokalni koncentraci 1é¢ivé latky mezi hranici toxicity a hodnotou, pod niz
latka nema zadnou funkcnost. Toto rozmezi se oznacuje jako terapeutické okno (také
oznacovan jako terapeuticky index, TI) a u dlouhodobého podavéani je cilem prodlouzit dobu,

po kterou dochazi k uvolnovani v tomto okné [29, 38].

4.2.1 Hydrogely na bazi hyaluronanu pro transport 1é¢iv

Hydrogely na bazi kyseliny hyaluronové umoziuji fizené a cilené uvoliiovani 1é¢iv v reakci
na rizné podnéty (pH, teplota, svétlo, biochemické molekuly,...; viz Obrazek 9), cozZ je

velice vyhodna vlastnost pfi cilené terapii [44].
Uvolnéni 1é¢iva z hydrogelu
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Obrazek 9: Schematické zndzornéni uvolnovani 1é¢iva z hydrogelu reagujiciho na podnéty;
upraveno podle [49, 50]

Hyaluronan hraje urcitou roli pfi nadorovém bujeni (viz kapitola 5.2.) a proto se v posledni
dobé jevi jako slibnd molekula pro navrh protinddorovych systému pro aktivni cileni na

zhoubné nadory. V poslednich letech bylo studovano nékolik hydrogeli na bazi HA
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pro cilené podavani protinadorovych 1é¢iv, jako je doxorubicin, paklitaxel, cisplatina atd., s
cilem zlepsit jejich protinddorovou aktivitu, 1épe cilit protinadorova lé¢iva do nadorovych
bunck a efektivnéji tyto buniky usmrcovat a zaroven snizovat systémové vedlejsi ucinky

téchto 16civ [44, 45].

Naptiklad pro 1écbu osteoartrozy kolenniho kloubu se hojné pouzivaji hydrogely na bazi
kyseliny hyaluronové ve formé intraartikularnich injekci. Vyhodou je jejich minimalné
invazivni zpisob podavani a prodlouzena doba uchovani 1éCiva. HA pisobi diky své
viskoelasticité jako lubrikant kloubu a jako tlumic¢, ktery umoznuje odd€leni kloubnich ploch
pii zatézi, dale ma také chondroprotektivni a protizanétlivé ucinky. Z téchto divodi jsou
hydrogely na bazi HA Siroce zkoumany a pouzivany jako viskosuplementy a nosice 1é¢iv

pro 1écbu osteoartrozy [44, 46].
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5 KYSELINA HYALURONOVA

Kyselina hyaluronova (HA) (viz Obrazek 10A) je polysacharid, konkrétné
mukopolysacharid, ktery se pfirozené vyskytuje ve vSech zivych organismech [47]. Pii
fyziologickém pH ma kazdé karboxylova skupina aniontovy naboj, ktery mize byt vyvazen
kationtem, napt. Na*, K*, Ca*" a Mg?*. Proto je kyselina hyaluronova ve vodném roztoku
zaporn¢€ nabita a tvofi soli obecné oznacované jako hyaluronan nebo hyaluronat (nejcastéji
sodny; viz Obrazek 10B), které jsou vysoce hydrofilni, a tedy obklopené molekulami vody
[48].

Hyaluronan je linearni polysacharid vyskytujici se v extracelularni matrix tkani vSech
obratlovcll a zatazujeme jej do skupiny glykosaminoglykanli (GAG). Ma jednoduchou
chemickou strukturu, ale od ostatnich GAG se lisi vysokou molekulovou hmotnosti, absenci

sulfatovych skupin a nepfitomnosti kovalentni vazby na jadrové proteiny [49].
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Obrazek 10: (A) kyselina hyaluronova; (B) hyaluronat sodny
5.1 Historie

V roce 1934 izolovali Karl Meyer a jeho kolega John Palmer ze sklivce skotu dosud
neznamou chemickou latku. Nazev "kyselina hyaluronova" odvodili od slova "hyalos" (z
feC. sklo) a kyseliny uronové, protoze je to jedna z molekul cukru, kterd se v této latce
nachazi. HA byla poprvé komercéné vyuzita v roce 1942, kdy Endre Balazs pozadal o patent
na jeji pouziti jako nédhradu vajecného bilku v pekatskych vyrobcich [47].
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Prvni 1¢ékatské pouziti hyaluronanu pro ¢lovéka bylo na konci 50. let 20. stoleti, kdy byl
pouzit jako ndhrada sklivce pii operaci o¢i. Pouzity hyaluronan byl ptivodné izolovan z
lidské pupecni Snliry a kratce poté z kohoutich hiebenli ve vysoce piecisténé a
vysokomolekularni formé [47]. Kromé toho bylo zjisténo, ze HA je prospésna také pii 1€¢bé
kloubnich a koznich onemocnéni, pfi hojeni ran a pfi augmentaci meékkych tkani. Od konce
80. let 20. stoleti se HA pouziva také k formulaci systému pro transport 1é¢iv a dodnes

pokracuje vyvoj nosicli na bazi HA s cilem zlepsit terapeutickou efektivitu [48].

Chemickou strukturu hyaluronanu objasnil také Karl Mayer v 50. letech 20. stoleti. Nejprve
byl izolovan jako kyselina, ale za fyziologickych podminek se choval jako sil (hyaluronat
sodny). Termin "hyaluronan" byl zaveden v roce 1986, aby odpovidal mezinarodnimu
nazvoslovi polysacharidd, a ptipisuje se Endre Balazsovi, ktery jej zavedl, aby zahrnoval
rizné¢ formy, kterych muze tato molekula nabyvat (v kyselém prostiedi — kyselina

hyaluronova, jako siill — hyaluronat sodny) [47].

5.2 Role hyaluronanu in vivo

V buiikach je syntetizovan pomoci jedné ze tii riznych, ale ptibuznych hyaluronanovych
syntetaz (HAS1, HAS2 a HAS3) jako velky nevétveny polymer opakujicich se disacharidi
kyseliny D-glukuronové a N-acetylglukosaminu. Hyaluronan se za fyziologickych
podminek sklada z 2 000 - 25 000 jednotek téchto disacharidli, coZ odpovida délce polymeru
2-25 pm. Hyaluronanové syntetazy jsou viceprichodové transmembranové enzymy, jejichz
aktivni mista vystupuji z vnitini strany plazmatické membrany. Hyaluronan je béhem své
syntézy bez dalSich Gprav vylu¢ovan pies plazmatickou membranu na povrch bunky nebo
do prostoru extraceluldrntho matrixu. V extraceluldrnim matrix vétSiny  tkéni
vysokomolekularni hyaluronan (aZ n€kolik milionii daltontil) pfispivad spolu s dalSimi
strukturnimi makromolekulami (naptiklad kolagen) k mechanické integrité sité. Hyaluronan
reguluje mnoho procesti prostiednictvim vazby s povrchovymi bunécnymi receptory, jako
jsou CD44 a RHAMM za tcelem vyvolani pfenosu fady intraceluldrnich signald, a to bud’
pfimo, nebo aktivaci jinych receptorti. Hyaluronan se také miize udrzet na povrchu bunky
diky trvalym transmembranovym interakcim s jeho syntetazami. Oba zpusoby navazani

Ul

mohou vytvaret objemnou pericelularni matrix nebo "plast", ktery obsahuje nékolik dalSich

molekul vazajicich hyaluronan [3, 49, 50].
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Obrazek 11: Syntéza hyaluronanu na vnitini stran¢ membrany; (A) hyaluronan, (B)
hyaluronan syntetaza, (C) a (D) ptfedpokladané regulacni proteiny; upraveno podle [56]

Hyaluronan je v téle rychle degradovan enzymem hyaluroniddza ¢i reaktivnimi formami
kysliku, pfi€¢emz poloc¢as rozpadu se pohybuje v rozmezi minut v krvi a v kiiZi ¢i kloubech
hodiny az dny. U ¢lovéka existuje Sest hyaluronidazovych geni, které koduji hyaluronidazy

s riznymi vlastnostmi a umisténim v bunkach [3, 50].

Hyaluronan je u ¢loveéka pfitomen zejména v extracelularni matrix pojivovych, epitelialnich
a nervovych tkani. ZvIast¢ hojné se vyskytuje v synovidlni tekuting, chrupavkach, kizi,
sklivci oka, hlasivkach a pupecniku [51]. Predpokladalo se, Ze hlavni funkce hyaluronanu
spocivaji pouze v lubrikaci kloubidi, homeostdzi tkdni a udrzovani pojivovych tkani
pohromadé. Vysoka molekulovd hmotnost hyaluronanu mu vSak pfifazuje viskdzni
vlastnosti, které piesahuji ramec téchto funkci. Hyaluronan se podili na fadé¢ fyziologickych
procestt vcetné¢ embryonalniho vyvoje, zanétu, regenerace tkani, migrace a proliferace
bunék. Podporuje proces novotvorby krevnich kapilar a hraje také urcitou roli pfi
rakovinovém bujeni [49]. Obsah hyaluronanu odpovida agresivité¢ nddorového bujeni, kdy
je vyraznéjsi zastoupeni hyaluronanu ve stromatu (podpiirna tkan kterad obklopuje nadory)
nez v parenchymu (funk¢ni tkéan organtt). U pacientii jsou koncentrace hyaluronanu obvykle
vys$$i v malignich nddorech nez v odpovidajicich benignich nebo normalnich tkénich a u
nekterych typt nadort je hladina hyaluronanu ukazatelem pro malignitu. Napiiklad u
pacienti s karcinomy prsu a vajec¢nikii jsou vysoké hladiny hyaluronanu ve stromatu spojeny

s nizkym procentem pieziti. Zajimavé je, Ze tvar invazivnich lidskych karcinomi prsu, jak
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je zobrazen sonograficky (viz Obrazek 12A), piesné¢ odpovida tvaru zony obohacené
hyaluronanem, kterd je s témito naddory spojena (viz Obrazek 12B). Z tohoto diivodu bylo

navrzeno, ze sonografie by mohla byt spolehlivé;si technikou pro detekci invazivnich nadorii

nez mamografie, kterd nékdy tyto nddory nedokéze odhalit [50].

Obrazek 12: Invazivni duktalni karcinom prsu s negativnim mamografickym ndlezem; (A)
sonograficky obraz nadoru, (B) histologicky obraz s alcianovou modii pro zobrazeni
hyaluronanu; upraveno podle [58]

5.3 Zdroj

Tradi¢né se hyaluronan ziskaval z kohoutiho hiebenu, zralo¢i ktize, hovézich o¢nich bulv
nebo lidské pupecéni sndry. Tyto produkty se vSak lisily mezi jednotlivymi Sarzemi, chybéla
kontrola molekulové hmotnosti a jeji distribuce, a také byly ptitomny bilkovinné necistoty,
které mohou byt potencialné imunogenni [3]. Kromé obratlovctl jsou schopny produkovat
hyaluronan také nckteré bakterie, zejména streptokoky napt. Streptococcus equi subsp.
zooepidemicus a kokobacily Pasteurella multocida jako extracelularni kapsuli. Tyto
mikroorganismy jsou patogenni pro ¢lov€ka a/nebo hospodarska zvirata a predpoklada se,
ze kapsule klame imunitni systém hostitele, ktery ji nerozpozna jako cizorodou. Kromé toho

také kapsule poméha t€émto bakteriim migrovat z epitelidlnich vrstev do tkan¢ a chrani je

pred reaktivnimi formami kysliku [51].

Moderni technologie umoznily vyrobu vysokomolekularniho (obvykle >1,0 MDa)
hyaluronanu ve velkém mnozstvi a vysoké Ccistoté pomoci bakteridlni fermentace.
V soucasné dob¢ je mikrobidln€ vyrabény hyaluronan schvalen pro Siroké pouziti v riznych

klinickych 1é¢ebnych postupech [3]. Streptokoky jsou pifirozené patogenni a mohou béhem
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vyroby uvoliiovat exotoxiny nebo imunogeny, proto je nutny peclivy proces ziskavani a
¢isténi produktli, zejména pro 1ékarské a kosmetické aplikace, ale také v ptipadé produktii

podéavanych injekéné [51].

5.4 Vyuziti

Hyaluronan je vhodnym stavebnim prvkem pro vyrobu umélych matric pro tkanové
inZzenyrstvi, protoze je biokompatibilni, biodegradabilni, bioaktivni, neimunogenni a
netrombogenni. Aby bylo mozné ziskat hydrogely na bdzi hyaluronanu s vhodnymi
mechanickymi vlastnostmi a rychlosti degradace pii soufasném zachovani jejich
prirozenych biologickych funkei, je Casto nutna fizena chemickd modifikace a kovalentni
sitovani. Zménou molekulové hmotnosti, stupné¢ modifikace a koncentrace reaktivnich
prekurzorii hyaluronanu lze snadno vyrobit hydrogely s riiznou tuhosti, velikosti port a
rychlosti degradace. Témto hydrogelim mulzeme pfidat dalSi biologické vlastnosti
navazanim riznych biologickych molekul, cytokinii a terapeutickych 1é¢iv. Biokompatibilni
a chemicky selektivni sitovadla umoziuji zapouzdieni bunék béhem gelovani, ¢imz vznikaji

3D bunécno-gelové konstrukee s tésnymi interakcemi mezi buiikami a matrici [3].

5.5 Chemicka modifikace

Hyaluronan je vysoce rozpustny ve vodnych roztocich, coz brani dlouhodobému pouZiti
in vivo. Proto se chemicky modifikuje, aby se zlepSily mechanické, biologické vlastnosti a
biodegradace. Tyto derivaty mohou mit funkce a vlastnosti zcela odlisné od nativniho
hyaluronanu, ale stéle si zachovavaji vynikajici cytokompatibilitu a biodegradabilitu. Siroce
pouzivanou metodou modifikace hyaluronanu je jeho zesitovani za ucelem vyroby
hydrogeli. Tyto hydrogely jsou vSak stale ndchylné k biodegradaci prostfednictvim
hyaluronidédz a reaktivnich forem kysliku. Proto se funk¢ni skupiny hyaluronanu casto
modifikuji jesté pred zesitovanim. Funkéni skupiny, jako je hydroxylova, karboxylova a

N-acetylova (viz Obrazek 13), Ize modifikovat riznymi chemickymi reakcemi [52].
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Obrazek 13: Struktura hyaluronanu s vyznacenymi misty pro chemickou modifikaci: (A)
hydroxylova skupina, (B) karboxylova skupina, (C) N-acetylova skupina; upraveno podle
[60]

5.5.1 Modifikace karboxylové skupiny

Cinidla, jako je napiiklad karbonyldiimidazol, karboimid & N-hydroxysukcinimid, se
pouzivaji pro kondenzaci karboxylové skupiny a aminoskupiny za vzniku amidové vazby.
Spole¢nym rysem téchto Cinidel je pocatecni aktivace karboxylové skupiny, na kterou se
pot¢ miize navazat ligand diky kterému dochdzi ke zesitovani. Pfipojenim ligandu
obsahujici volné thiolové skupiny na polymerni fetézec HA vzniké thiolovana kyselina
hyaluronova (HA-SH), vysledny hydrogel je tedy zesitovan pomoci disulfidovych vazeb.
Tato modifikace je védci velmi vyuZzivana jak pro systémy podavani 1éCiv, tak ke tvorbé
scaffoldli pro tkdniové inzenyrstvi a hojeni ran. Hydrogel zesitovany disulfidovou vazbou je
také oblibeny diky jednoduché syntéze a metodé gelovani, vlastnosti gelovani in sifu a
biokompatibilité [53-55].

Naptiklad Bian a spol. [54] pfipravili samositovaci hydrogel pomoci jediné slozky,
thiolovaného derivatu hyaluronanu (HA-SH), a pouzili jej jako scaffold napodobujici

extracelularni matrix pro kultivaci fibroblastii a chondrocyti.

5.5.2 Modifikace hydroxylové skupiny

Chemickou modifikaci hydroxylovych skupin lze provést pomoci tvorby etheri epoxidy
nebo divinyl sulfonu, tvorby esteri napt. pomoci anhydridu kyseliny methakrylové, tvorby

hemiacetalti ¢i oxidace pomoci jodistanu sodného [53, 56].
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5.5.3 Modifikace N-acetylové skupiny

Deacetylaci N-acetylové skupiny se ziskd aminoskupina, kterd pak miize reagovat
s karboxylovou kyselinou stejnymi amida¢nimi metodami popsanymi v kapitole 5.5.1.

Deacetylace se provadi napiiklad pomoci siranu hydrazinu [56].
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II. PRAKTICKA CAST
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6 MATERIAL A METODIKA

6.1 Pouzité chemikalie

ActinRed™ 555 (Thermo Fisher Scientific, USA); Calf serum (BioSera, Francie);
Dimethylsulfoxid (DMSO) (Penta, Ceska republika); Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) (PAA Laboratories GmbH, Rakousko); Formaldehyd 36-38 % (Penta, Ceska
republika); Fosfatovy pufr (PBS) (Biosera, Francie); Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich, USA);
MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid) (Duchefa Biochemie,
Nizozemsko); Penicillin/Streptomycin (PAA Laboratories GmbH, Rakousko); Triton X-100
(Sigma-Aldrich, USA); Trypsin (Biosera, Francie)

6.2 Priprava hydrogelu

Chemické modifikace hyaluronanu na jeho thiolovany derivat (HA-SH) byla provedena na
pracoviSti Centrum polymernich systémi ve Zlin€ postupem podle Bian a spol. [54]

Ing. Simonou Kacerovou.

Hydrogely obsahujici 1 % a 2 % HA-SH byly pfipraveny nasledujicim zpisobem. Ve 3 ml
UPW (ultrapure water, ultracista voda) bylo rozpusténo 30 mg HA-SH (pro 1% hydrogel) a
60 mg HA-SH (pro 2% hydrogel). Po rozpusténi HA-SH bylo upraveno pH roztoku pomoci
IM a 0,1M NaOH pftiblizné na 7,4. Pfi tomto pH za¢ina HA-SH samovolné sit'ovat. Roztok
HA-SH byl vpraven do vhodné formy piekrytou alobalem a nasledné¢ vystaven pusobeni
vzduchu pti pokojové teploté po dobu 24 hodin v digestoti. Vysledkem bylo vytvoteni dvou
hydrogelt samozesitovanych pomoci volnych thiolovych skupin v 1% a 2% koncentraci.

Oba hydrogely se pted testovanim biologickych vlastnosti vypiraly v PBS po dobu 24 h.

Obrazek 14: (A) 1% HA-SH hydrogel, (B) 2% HA-SH hydrogel
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6.3 Pouzita bunééna linie a kultiva¢ni médium
Testovani biologickych vlastnosti HA-SH hydrogelu v in vitro podminkach bylo provedeno
za pouziti bunécné linie mySich embryondlnich fibroblasti s oznacenim NIH/3T3

(ATCC CRL-1658, USA). Jako kultivacni médium bylo pouzito DMEM s ptidavkem
10% Calf séra a 1% Penicillin/Streptomycin.

Bunécna linie byla kultivovana v polystyrenovych kultivacnich nadobach T-75
(TPP, Svycarsko) za stalych podminek v inkubatoru Heracell 150i (Thermo Scientific, USA)

pfi teploté 37 °C s fizenou atmosférou (5 % CO») a za stalé relativni vlhkosti 90 %.

6.4 Pasazovani bunék

Bunky v kultivaéni nadobé byly pied pasdzovanim zkontrolovany mikroskopem.
Z kultivac¢ni nadoby bylo odsato médium a bunky byly proplachnuty pomoci PBS, které bylo
nasledné odsato. Poté byl k buikdm ptidan trypsin, ktery enzymaticky pterusi vazby mezi
buitkami a mezi bunikami a kultiva¢ni nddobou a dochézi k uvolnéni ptisedlych bunék.
Kultiva¢ni nddoba byla umisténa do inkubatoru po dobu 5-10 minut. Nasledné bylo ptfidano
stejné mnozstvi média jako trypsinu pro jeho neutralizaci. Cely obsah kultiva¢ni nadoby byl
pfeveden do zkumavky. Zkumavka se vzniklym roztokem byla vloZena do centrifugy
Eppendorf 5702 R, kde odstfedéni probihalo po dobu 3 minut, pii otd€kach 1100 rpm a pti
teploté 37 °C. Po odstfedéni se buiiky usadily na dn¢ zkumavky a supernatant byl odsan.
Ktémto buinkam byl do zkumavky pfidin 1 ml média, diky ¢emuz vznikla

koncentrace 2x107 bunék v 1 ml média.

6.5 Testovani cytotoxicity hydrogelu

Cytokompatibilita hydrogelu byla stanovena dvéma metodami. Pomoci testovani
cytotoxicity extraktu dle normy CSN EN ISO 10993-5 a také pomoci adheze, proliferace a

rustu bunék uvnitt hydrogelu viz kapitola 6.6. Proliferace bun¢k uvniti hydrogelu.

6.5.1 Priprava extraktu

Extrakty z hydrogelu byly pfipraveny dle normy CSN EN ISO 10993-12, kdy extrakéni
pomér byl 0,1 g vzorku hydrogelu na 1 ml kultivacniho média (DMEM). Zkumavky
s extrakty byly vloZeny na temperovanou tfepacku pii 37 °C po dobu 24 hodin. Dale byly
do 96 jamkové desticky vysazeny buiiky o koncentraci 10° na 1 ml média a nasledné byly

24 hodin inkubovany.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 39

Nez byl extrakt pfidan k bunkdm, byl pro sterilizaci oSetfen pomoci stiikackového
mikrofiltru s velikosti port 0,22 um. Extrakt byl pfidavan k buitkam v koncentracich 100 %,
75 % a 50 %. Koncentrace byly pfipraveny nafedénim pomoci kultivacniho média (DMEM).
U casti bun¢k bylo pouze vyménéno kultivacni médium a slouzily jako reference. Takto byly
bunky kultivovany po dobu 24 hodin. Po této dob¢ byla vyhodnocena cytotoxicita extraktii
pomoci MTT testu.

6.5.2 MTT test

MTT test se pouzivd k méfeni metabolické aktivity bun€k jako ukazatele jejich viability.
Tento kolorimetricky test je zalozen na redukci Zluté tetrazoliové soli (MTT) na fialové
krystaly formazanu metabolicky aktivnimi buiikami. Mrtvé buiikky nemaji schopnost
pfeménit MTT na formazanové krystaly, tedy ¢im je roztok tmavsi, tim vétsi je pocet
zivotaschopnych, metabolicky aktivnich bunék. Nerozpustné krystaly formazanu se rozpusti
pomoci solubiliza¢niho roztoku a vysledny barevny roztok se kvantifikuje méfenim

absorbance pii vinové délce 500-600 nm pomoci spektrofotometru.

Nejdrive byl ptipraven roztok MTT rozpusténim 5 mg MTT v 1 ml UPW. U vSech bunék
bylo vyménéno médium. Poté bylo do jednotlivych jamek napipetovano 10 pl roztoku MTT.
Roztok MTT puisobil po dobu 4 hodin a nasledné byl obsah jamek odsat. Déle bylo k buitkam
napipetovano 80 pul DMSO, pomoci kterého byly rozpuStény formazanové krystaly. Po
15 minutach byla zméfena absorbance pii vlnové délce 570 nm pomoci pfistroje
Infinite M200 a dale byla nastavena referencni vinova délka na 690 nm. Srovnani vysledka
extraktli bylo provedeno s referenci, coz byly buniky kultivované v ¢istém médiu, ktera

odpovida 100 % bunécné viabilite, tedy hodnoté 1.

6.6 Proliferace bunék uvnitr hydrogelu

Do 24 jamkoveé desticky byl umistén sterilizovany kovovy krouzek z chirurgické oceli, ktery
byl vyplnén 2% HA-SH hydrogelem. Na povrch hydrogelu byly napipetovany builky o
koncentraci 2x10° a do urovné krouzku bylo napipetovano DMEM médium. Piedpokladalo
se, ze buiiky z povrchu budou migrovat dovnitf hydrogelu, kde za¢nou proliferovat. Do dalsi
jamky byly napipetovany bunky, které byly kultivovany bez pfitomnosti hydrogelu a
slouzily jako reference. Takto byly bunky kultivovany po dobu 5 dnti v inkubatoru a kazdych
24 hodin bylo u nich vyménéno médium a pomoci mikroskopu se kontroloval jejich rtst. Po

uplynuti této doby byla nabarvena bunécna jadra a aktinova vlakna.
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Obrazek 15: Kovovy krouzek z chirurgické oceli

6.6.1 Barveni bunééné DNA a aktinovych vliken

Jako prvni byla provedena fixace bunék. Nejdfive bylo odsato médium z misky, ktera poté
byla proplachnuta PBS. Nasledné byl ptidan 4% roztok formaldehydu a nechal se plsobit
po dobu 15 minut. Po odsati formaldehydu byla miska opét proplachnuta PBS. Dale byl k
bunkam pifidan 0,5% Triton X-100 a po 5 minutidch byl odsan. Poté byla miska tfikrat
promyta pomoci PBS, kdy pfi poslednim promyti se jiZ PBS neodsalo, ale ponechalo se v

misce.

Naésledujici barveni bun¢k probihalo za tmy. K bunkam byly pfidany 2 kapky barviva
ActinRedTM 555, které obarvuji aktinova vldkna cytoskeletu cervené a dale barvivo
Hoechst v koncentraci 10 pg/ml, které obarvuje jadernou DNA modte. Miska byla zabalena
do alobalu, aby nedochazelo k vysviceni barviva a byla vlozena do inkubatoru po dobu
30 minut. V poslednim kroku byl obsah misky odsan, bylo ptfidano PBS a nasledné byly
potizeny fotografie bun€k proliferujicich uvnitt hydrogelu pomoci konfokélniho

mikroskopu Olympus FV 3000.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Vysledky cytotoxicity hydrogelu

Obecné se pti hodnoceni biokompatibility materiald provadi test stanoveni cytotoxicity jako
prvni, a proto byl test proveden u dvou hydrogeld, a to s 1% a 2% obsahem HA-SH.

Stanoveni cytotoxicity extraktu bylo provedeno metodou MTT u bunécné linie NIH/3T3.
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Obrazek 16: Graf relativni bunécné viability v zavislosti na koncentraci extraktu hydrogelu
s obsahem 1% a 2% HA-SH
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Podle normy CSN EN ISO 10993-5 bylo uréeno, Ze referenci odpovida hodnota relativni
bunécné viability rovno 1. Pro hodnoceni bylo dale uréeno ze nad 0,7 relativni bunécné

viability povazujeme extrakt za netoxicky.

Z grafii na Obrazku 16 lze vidét, ze extrakty nebyly cytotoxické ani pii 100% koncentraci.
Bunky tedy dokazaly rist pii vS§ech koncentracich extraktu 1% i 2% HA-SH hydrogelu. Déle
je patrné, Ze relativni bunécné viabilita vzrostla u bunék, které rostly v pfitomnosti extraktu
oproti referenci. Z tohoto divodu byl proveden kontrolni test, zda samotny hydrogelovy
extrakt neinteraguje s MTT a neovliviiuje kone¢ny vysledek. Ukazalo se, Ze tyto dvé slozky
spolu neinteraguji. Hodnoty absorbanci extrakti se prumémé pohybovaly okolo
hodnoty 0,02 viz Obrazek 17. Predpokladem tedy je, ze samotné extrakty vyrazné

nenavySovaly kone¢ny vysledek relativni bunééné viability.
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Obrazek 17: Absorbance jednotlivych extrakti hydrogelu

7.2 Vysledky proliferace bunék uvniti hydrogelu

Dale bylo hodnoceno, zda bunky dokaZou proliferovat uvnitt hydrogelu. Poprvé byly buiiky
nasazeny do hydrogelu pomoci injekéni stfikacky. Tento pokus nebyl uspé$ny, protoze
buniky nerostly uvnitf hydrogelu, ale v médiu znéj vyplavaly ven a proliferovaly na

tkanovém plastiku ktery se nachézel pod hydrogelem.
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Proto pfi dalSim pokusu byl 2% HA-SH hydrogel vlozen do kovového krouzku z chirurgické
oceli, aby se zabranilo vyplavani média s buitkami z hydrogelu. Takto dokazala ¢ast bunék
prorust z povrchu hydrogelu a zacit proliferovat uvnitt hydrogelu, ale 1 pies pouziti
kovového krouzku bunky rostly pod hydrogelem na tkanovém plastiku. Snimky byly
potizeny konfokalnim mikroskopem Olympus FV 3000.

Obrazek 18: Proliferace bun€k v objemu hydrogelu

Na Obréazku 18 miizeme vidét buiiky rostouci v objemu hydrogelu. ProtozZe rostou ve 3D
struktufe, morfologicky se odliSuji od téch, které rostou na 2D povrchu napf. na tkanovém
plastiku (viz Obrazek 19). Dobfte jsou rozliSitelna hlavné jadra bunék, ktera jsou nabarvena

modfe barvivem Hoechst.
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Obrazek 19: Proliferace bun¢k na tkanovém plastiku v pfitomnosti hydrogelu

Naopak na Obrazku 19 vidime bunky, které proliferovaly na tkanovém plastiku
pod hydrogelem. Proliferovaly velmi dobfe a po 5 dnech byla zvySend bunécna populace.
Morfologicky se odlisuji od téch, co proliferovaly v objemu hydrogelu, coz je samoziejmée

déano, na jaké struktufe rostou.

Pokud bychom chtéli, aby buniky 1épe proliferovaly v nami ptipraveném HA-SH hydrogelu,
bylo by vhodné zvazit moZznosti zalenéni biologicky aktivnich latek do struktury
napft. kolagenu [57], peptidu [58] ¢i katecholu [59], které by mohly podpofit adhezi a

proliferaci uvniti hydrogelu.
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ZAVER

V teoretické ¢asti byla provedena literarni reSerSe na téma biologickych vlastnosti hydrogelt
na bazi kyseliny hyaluronové. V prvni kapitole byl stru¢né charakterizovan hydrogel a jak
jej mizeme dale klasifikovat, pfi¢emz druhd kapitola se zabyva klasifikaci hydrogeli na
zaklad¢ pavodu polymeru, ktery je pouzit pro jejich vyrobu. Kapitola je zaméfend na
prirodni polymery a jsou v ni charakterizovany hydrogely na bazi proteini a polysacharid
vcetné prikladl v jakém odvétvi je mizeme aplikovat. Ve tieti kapitole byly popsany
in vitro & in vivo, biodegradabilita, architektura, swelling a mechanické vlastnosti. Ctvrta
kapitola pojednéava o aplikacich hydrogeld v oblasti tkdfilového inZenyrstvi a transportu 1é€iv,
zejména téch na bazi hyaluronanu. Posledni patd kapitola se zabyvala charakteristikou
hyaluronanu. Tato kapitola byla obsahlejsi, protoze hydrogely na bazi hyaluronanu byly
hlavnim tématem experimentalni ¢asti prace, a proto nebyla zatfazena do ¢asti o hydrogelech

na bazi polysacharidi.

V experimentalni ¢asti byly sledovany biologické vlastnosti hydrogelu na bazi hyaluronanu,
ktery byl modifikovan na pracovisti Centrum polymernich systémi ve Zlin€. Tento
hydrogel, ktery situje pomoci disulfidickych mustki, byl testovan na cytotoxicitu a
proliferaci bundk. Test cytotoxicity extraktu byl proveden podle normy CSN EN ISO
10993-5. Zadny z extraktl hydrogelii nebyl cytotoxicky coz byl nami oéekavany vysledek.
Dale byla sledovana proliferace bunécné linie NIH/3T3 na 1 uvniti hydrogelu. Pfes mirné
komplikace se nakonec podafilo, Ze buiiky proliferovaly v objemu hydrogelu. Buniky byly
nabarveny a pozorovany pomoci konfokdlniho mikroskopu. Zavérem lze tedy fici, Ze
hyaluronan miize byt chemicky modifikovan tak, aby vysledny produkt nebyl cytotoxicky a
zaroven byly buiikky schopny proliferace na jeho povrchu. V budoucnu bude studovéana
moznost zaclenéni vybranych bioaktivnich latek, jako naptiklad kolagenu za ucelem

podpory bunééné proliferace uvnitt hydrogelu.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

DMEM

DMSO

ECM

GAG

HA

HA-SH

ISO

MTT

PBS

PEG

PGA

PLGA

PNIPAm

RGD

TI

UPW

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Dimethylsulfoxid

Extracelularni matrix
Glykosaminoglykan

Hyaluronan

Thiolovany derivat hyaluronanu
Mezinarodni organizace pro normalizaci
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid
Fosfatovy pufr

Poly(ethylenglykol)

Kyselina polyglykolova

Kyselina poly(mlécna a glykolova)
Poly(N-isopropylakrylamid)
Arginin-glycin-aspartat

Terapeuticky index

Ultrapure water (ultracista voda)
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