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Abstrakt

V této diplomové praci byl vyvinut a otestovan nanovlakenny material s inkorporovanym
antibiotikem, ktery by mohl byt slibnym feSenim nebezpecnych pooperacnich komplikaci
Vv gastrointestinalni  chirurgii  spojenych s vyskytem bakterii. Na bezjehlovém
elektrostatickém  zatizeni Nanospider™ byly zvlaknény polymerni roztoky
poly-¢e-kaprolaktonu (PCL) s ptidavkem antibiotika Gentamicin sulfat (GS) o koncentraci
0; 1; 3; 5; 7,5 a 10 hm. %. Vyrobené vrstvy byly charakterizovany pomoci skenovaci
elektronové mikroskopie a byla méfena jejich smacivost. Obsah antibiotika ve vrstvach
byl testovan pomoci elementarni analyzy, infradervené spektroskopie (FTIR),
UV-spektrofotometrie a vysoce-u¢inné kapalinové chromatografie (HPLC). Byla
sledovana absorpce destilované vody a simulované stievni tekutiny vyrobenych
materidlu, hodnotila se cytotoxicita extraktli materidlli, a 1 samotné¢ho antibiotika
GS v médium, na bunécné linii 3T3 mysi fibroblasty. Vrstvy byly vyhodnoceny jako
cytokompatibilni. Materialy byly také testovany in vitro, kdy po 2, 7, 14 a 21 dnech byla
hodnocena adheze a proliferace 3T3 bunék pomoci metabolického testu CCK-8
a fluorescencni a skenovaci elektronové mikroskopie. Byly provedeny antibakteridlni
testy, které potvrdily pfitomnost, uvolilovani a ti¢innost antibiotika GS z nanovlakennych
vrstev. Béhem celého experimentu byl také sledovan vliv sterilizace ethylenoxidem
na nanovladkenné vrstvy s inkorporovanym antibiotikem. Sterilizace nezplsobila Zadné
vyznamné zmény nanovldkennych materidlli s inkorporovanym antibiotikem a sterilni

vrstvy mély antibakteridlni €inky.
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Abstract

In this diploma thesis, a nanofibrous material with an incorporated antibiotic was
developed and tested. The introduced strucuture could serve as promising prevention
of the life-threathning postoperative in gastrointestinal surgery associated with the
occurrence of bacteria. Polymer solutions of poly-e-caprolactone (PCL) with antibiotic
Gentamicin sulfate (GS), in concentrations 0; 1; 3; 5; 7,5 and 10 wt. % were electrospun
via needleless Nanospider™ device. The produced layers were characterized by scanning
electron microscopy and their wettability was measured. The amount of antibiotic in the
layers was tested by elementar analysis, infrared spectroscopy (FTIR),
UV-spectrophotometry and high-performance liquid chromatography (HPLC). The
absorption of water and simulated intestinal liquid of the materials was monitored,
the cytotoxicity of the material extracts was evaluated, as well as the cytotoxicity of the
GS antibiotic in the medium, on the 3T3 mouse fibroblast cell line. The layers were
evaluated as cytocompatible. The materials were also tested in vitro, where after 2, 7, 14
and 21 days, the cell adhesion and proliferation was assessed using the CCK-8 metabolic
assay and fluorescence and scanning electron microscopy. Antibacterial tests were
performed to confirm the presence release and efficiency of the antibiotic GS from the
nanofiber layers. The effect of ethylene oxide sterilization on nanofibrous layers with
incorporated antibiotic was also studied throughout the experiment part. Sterilization did
not cause any significant changes in the nanofibrous materials with an incorporated

antibiotic, and the sterile layers had antibacterial properties.
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UVOD

Jelikoz se medicina neustdle posouva, vytvaii se tak nové pozadavky na zdravotnické
vyrobky. Je snaha zlepsit a urychlit hojeni a pfedchazet zivota ohrozujicim pooperacnim
komplikacim. V reakci na pozadavky se tak vyviji nové materialy S vhodnymi
vlastnostmi a zlepsSuje se jejich efektivita. Materialové vyzkumy, které probihaji v oblasti
tkanového inzenyrstvi a regenerativni mediciny, v posledni dobé smétuji sviij zdjem
na nanovlakenné materialy. Nanovlakenné materialy maji mnoho unikatnich vlastnosti
jako je naptiklad velky mérny povrch ¢i struktura podobna nativni mezibunécné hmoté.
| pfes jejich vyjimecné vlastnosti, samotna nanovldkna piestavaji stacit. Zvysit jejich
efektivitu lze naptiklad pomoci riznych povrchovych modifikaci ¢i inkorporaci aktivnich

latek do nanovlaken.

Vlozenim neboli inkorporaci riznych aktivnich latek ¢i 1éCiv do nanovlakennych
materialt, dojde ke zvyseni jejich efektivity, ale také k rozsifeni moznosti aplikace téchto
materiald. Aktivni latkou inkorporovanou do nanovlaken mohou byt napiiklad
antibiotika. Antibiotika se vyuzivaji pro 1é¢bu infekénich onemocnéni, které¢ zplsobuji
mikroorganismy — bakterie. Castym problémem pii 18¢bé bakteridlnich infekci
je rezistence bakterii vici antibiotikim a nezadouci vedlejsi uc¢inky. To by mohlo byt
alespont ¢astecn¢ zmirnéno piisobenim antibiotik lok4lné na urcitém misté a fizenym
uvoliovanim. Nanovldkenné vrstvy z biodegradabilnich polymerd se tak jevi jako
vhodny nosi¢ pro antibiotika, jelikoZ po aplikaci jizZ neni nutnd reoperace a opétovné

vyjimani a uvoliiovani se da tidit strukturou a vlastnostmi nosice.

Vhodnou metodou pro vyrobu nanovlakennych vrstev a také pro inkorporaci aktivnich
latek je bezjehlové elektrostatické zvlakiiovani. Tato metoda je jiz primysloveé vyuzivana
a jeji hlavni vyhodou je vysokd produkce. Vyuziti této metody pro vyrobu
nanovlakennych materiald s inkorporovanym antibiotikem by mohlo v budoucnu

usnadnit prevod takového materidli do primyslové vyroby.

Aplikace nanovlakenného materialu s inkorporovanym antibiotikem miize byt Siroka.
V této préci je presné takovy materidl vyvijen pro aplikaci v gastrointestinalni chirurgii.
Pii nadorovych onemocnénich ¢i autoimunitnich onemocnénich stfev je v mnoha
pfipadech nutné poSkozené misto chirurgicky odstranit. Po odstranéni jsou konce stfev

seSity zpét k sobé a tento spoj je nazyvan stfevni anastomodza. S tou se poji nékteré
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pooperacni komplikace jako jeji netésnost, adheze tkani ¢i pfitomnost bakterii. Prave
bakterie mohou zabranovat hojeni stievni anastomozy, jelikoz produkuji enzymy, které
Stépi hojici se tkan, a to vede dalSim komplikacim jako je tinik obsahu stfev do bfisni
dutiny. Moznym feSenim je tedy takovy material, ktery zpevni stfevni anastomozu, bude
podporovat hojeni nové tkané a zaroven zabrani uniku obsahu stfev, adhezim tkani

a vzniku bakteridlni infekce.

Tato diplomova prace je rozd€lena na dvé ¢asti: teoretickou a experimentalni. Teoreticka
Cast prace je vypracovana jako reSerSe literatury na problematiku, které bylo nutné
porozumét pro sestaveni a provedeni experimentalni Casti prace. V experimentalni ¢asti
prace jsou vyrobeny, charakterizovany a testovany nanovlakenné vrstvy
s inkorporovanym antibiotikem. Zvoleny polymer pro vyrobu nanovlakennych vrstev byl
poly-g-kaprolakton, jelikoz piedchozi in vivo studie potvrdily jeho biokompatibilitu.
Pomoci bejzehlového elektrostatického zvlakinovani bylo do nanovlakennych vrstev
inkorporovano antibiotikum Gentamicin sulfat. Toto antibiotikum pasobi, mimo jiné,

na bakterie, které se nachdzi ve stfevech a zplisobuji komplikace pfi hojeni tkané.

Tato prace také spada pod projekt Agentury pro zdravotnicky vyzkum v Ceské Republice
(AZV): Prevence stievniho anastomotického leaku a poopera¢nich adhezi pomoci

nanovlakennych biodegradabilnich materiala.
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TEORETICKA CAST

Teoreticka Cast obsahuje resersi literatury na danou problematiku. Ma celkem pét kapitol.
Kapitoly popisuji problematiku tkanového inzenyrstvi, nanovlakennych materialt a jejich
vyrobu, moznosti inkorporace aktivnich latek do nanovlakennych materialti, mechanismy
uvolnovani aktivnich latek, resersi aktualni literatury popisujici inkorporaci antibiotik
do nanovlakennych materialti, antibiotika a jejich vlastnosti a mechanismy ucinku,

bakterie a aplikace nanovlakennych materialt s inkorporovanym antibiotikem.

1. Nanovldkenné materidly ve tkanovém inzenyrstvi

1.1. Tkanové inZenyrstvi

Praveé komplikované 1é¢by tkéni a nedostatek tkani a orgdnii k transplantacim daly impulz
ke vzniku védnimu oboru zvaném tkanové inzenyrstvi. Tento obor spojuje znalosti
Z obort jako je medicina, biologie, chemie, farmakologie a materidlové inzenyrstvi. Diky
spojeni téchto oborl je mozné 1épe a rychleji hojit poSkozenou tkan, nahradit poskozenou

tkan a v budoucnu tfeba nahradit i cely organ (Lanza et al. 2020; Sethuraman et al. 2017).

Pii poskozeni tkdn¢ se vyuzivd, pokud je to mozné, transplantace zdravé tkané
Z pacientova téla na postiZzené misto. Tkan je odebrana z jiného mista a transplantat je pak
nazyvan autograft. Pfi transplantaci tkané od jiného pacienta se vyuziva allografti
a transplantat z jiného ZivociSného druhu je nazyvan xenograft. Vyuziti allografth
a xenografti nemusi byt vzdy Gspé$né, mize dojit k odmitnuti transplantatu, infekci
¢i dalsim komplikacim (Lanza et al. 2020). To vede k tomu, Ze je snaha poskozenou tkan
spiSe regenerovat neZ transplantovat. Tkanoveé inZenyrstvi ma tfi pilife: bunky, scaffoldy
(nosi¢e) a rustové faktory. Principem tkanového inzenyrstvi, ktery je schematicky
zobrazen na Obrazku 1, je izolovat bunky ze zdravé tkéné, nasledné nasadit bunky
na scaffold neboli nosic¢, nechat buniky proliferovat s pomoci rustovych faktorti a nasledné

scaffold vlozit do téla na poskozené misto (Asadian et al. 2020; Lanza et al. 2020).
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Obrazek 1:Schéma principu tkanového inzZenyrstvi (Prevzato ze Asadian et al. 2020).

PoZadavky na scaffoldy jsou riizné a velmi variabilni podle konkrétni aplikace. Je snaha
zajistit takovy scaffold, ktery je biokompatibilni s tkani, ma vhodné mechanické
vlastnosti a svoji strukturou je nejvice podobny nativnimu prostiedi pro bunky (Xu et al.
2004, Wolfova et al. 2005). Pokud je pozadavek na biodegradabilni scaffold, produkty
degradace by nemély vyvolavat imunitni odpovédi a byt toxické. Degradace a kinetika
degradace by méla byt prizptisobena mistu aplikace. Pokud je snaha tkané regenerovat,
scaffold by mé&l podporovat proliferaci bun¢k a hojeni tkané (Patel et al. 2011). Pro
zlepSeni proliferace a interakce buné¢k se scaffoldy, je vhodné scaffold funkcionalizovat
rastovymi faktory neboli biochemickymi latkami, coz mohou byt napiiklad peptidy
¢i polysacharidy (Asadian et al. 2020; Coimbra et al. 2019). Pokud ma naopak scaffold
slouzit jako kryci material ¢i antiadhezivni materidl, je vhodné povrch scaffoldu
modifikovat pro ziskani pozadovanych vlastnosti (Suzuki a lkada 2010). Pokud
je aplikace scaffoldu misto, kde je moznost vzniku bakterialniho zanétu, mtze zde
scaffold slouzit jako nosi¢ aktivnich latek napfiklad antibiotik a tim zanétu zabrafiovat

(Kim et al. 2004).

Ve tkanovém inZenyrstvi se vyuziva pro vyrobu scaffoldu takovych materialt, které jsou
biokompatibilni s Zivou tkani a s lidskym télem. Nesmi vyvolavat imunitni reakce

a zasahovat do funkci tkani (Wolfova et al. 2015).
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1.2.  Nanovlakenné materily

Nanovlakna jsou vladkna o priméru mensim nez 1 pm (Williams et al. 2018). Diky jejich
struktufe a praméru Vfadu nanometrd, piipominaji strukturu mezibuné¢né hmoty
(extracelularni matrix). Extracelularni matrix, schematicky zobrazena na Obrazku 2,
se nachazi okolo bungk, slouzi jako jejich nosi¢ a predava mezi bunkami informace.
Sklada se, mimo jiné, z proteinovych vlaken kolagenu, elastinu a fibronektinu
0 prumérech v fadu nanometra (Alberts 1998; Xu et al. 2004; Xue et al. 2015). Bunky
maji tendenci na nanovlakenném materialu adherovat, proliferovat a diferenciovat diky
této podobnosti. Nanovldkenné scaffoldy tak maji velky vyznam ve tkanovém inZenyrstvi
(Ma et al. 2005; Pham et al. 2006; Ravichandran et al. 2012). Dalsi mimotadnou
vlastnosti nanovlaken je jejich velky mérny povrch a malé velikost pori. To umoziuje
nanovlakna vyuzit i v dalSich aplikacich jako je filtrace, textilni membrany, sorpéni
a obvazové materialy, kompozity, biosenzory a elektronika (Nayak et al. 2011; Thakkar
et al. 2017).

Elastin Proteoglykany -
\ l — Kolagenova vlakna

Extracelularni matrix
L

{ W)
071300 )(\\\3”i ” 7180,
u\\ﬂmm\u Ry AR

Bunécéna
membrana
1

Aktinova fl'léklla ini Integrin ~ Fibronektin

Obrazek 2:Schéma bunécné membrany a extracelularni matrix kterd obsahuje vidkenné
proteiny (kolagenova, elastinova a fibrinova viakna), proteoglykany a adhezni bilkoviny
(Prevzato z Xue et al. 2013)

Aplikace nanovlaken ve tkanovém inzenyrstvi se tykaji predevS§im Kkardiovaskularni
oblasti, kosti, chrupavek, vazii a $lach a kiize (Dahlin et al. 2011). Je vsak dulezité peclivé
vytvofit a pfizplsobit nanovlakenny material pro konkrétni misto aplikace. Neni uplné
mozné vyuzit univerzalni material. Kazda tkan ma jinou strukturu, vlastnosti, funkci,

a proto vyzaduje material ji pfizptisobeny (Bacakova et al. 2011).
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Materidly pouzivané ve tkanovém inzenyrstvi a medicinskych aplikacich, pro tvorbu
nanovlaken, mohou byt ptirodni ¢i syntetické, biodegradabilni ¢i nedegradabilni.
Je dilezité, aby byly biokompatibilni, netoxické a nevyvolavaly reakce v organismu
(Ashghari et al. 2017; Wolfova et al. 2005). Mezi ptirodni materialy se fadi celuloza,
kolagen, kyselina hyaluronova chitin a chitosan. Nedegradabilni syntetické¢ materidly
v mediciné  zastupuje  polyethylen (HDPE, UHMWPE), polypropylen,
¢i polytetrafluorethylen (Ashghari et al. 2017; Doppalapudi et al. 2014; Shastri 2003).
Avsak velmi Castym pozadavkem na materialy pro tkanové inzenyrstvi jiné pravé jejich
degradabilita, proto jsou syntetické biodegradabilni materidly podrobnéji predstaveny
v dalsi kapitole (Wolfova et al. 2005).

1.2.1. Syntetické biodegradabilni polymery

Vyhoda syntetickych materidlll je pfedevSim moznost jejich reprodukovatelnosti, tedy
kdy je vzdy jisté, ze dalsi vyrobni Sarze bude mit stejné vlastnosti jako ta predesla. Daji
se jednoduseji funkcionalizovat, optimalizovat jejich mechanické vlastnosti a je mozné
fidit jejich degradaci (Chawla 2018; Wolfova et al. 2015). To vSak nelze zajistit
u pfirodnich materialt. U pfirodnich materialti také neni mozné zcela fidit jejich strukturu
jako u syntetickych materiali. Proto i1 pfes to, Ze pfirodni materidly maji dobrou
kompatibilitu s lidskym télem, maji syntetické polymery vice vyhod, a to je ¢inni vice
vhodnymi pro aplikaci v tkanovém inzenyrstvi a dalSich medicinskych aplikacich

(Ashghari et al. 2017; Guo a Ma 2014).

Do skupiny syntetickych biodegradabilnich materidlu patii polyestery, naptiklad kyselina
polyglykolova (PGA), kyselina polymlécna (PLA), poly-e-kaprolakton (PCL),
polydioxanon (PDX), polyhydroxybutyrat (PHB) a jejich kopolymery. Polyestery
se vyznacuji esterovou vazbou a jejich degradace probiha hydrolyticky. Jejich hlavni
vyhodou je pravé moznost fizeni jejich degradace a biokompatibilita. Dale se vyuziva
polyvinylalkohol (PVA) a polyethylenoxid (PEO) (Doppalapudi et al. 2014; Gunatillake
a Adhikari 2003). Rychlost degradace biodegradabilnich polymert je zavisla na stupni
krystalizace, konfigura¢ni struktufe, molekulové hmotnosti, poérovitosti, morfologii
a mistu aplikace. Je dilezité sledovat také produkty degradace, zdali nejsou toxické pro
tkané a organismus (Gunatillake a Adhikari 2003). Pravé moznost fizeni degradace téchto
polymerti, jim dava moZnost vyuziti jako nosice pro aktivni latky S fizenym uvolfiovanim

(Ghafoor et al. 2018).
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V nasledujici Tabulce 1 jsou piedstaveny biodegradabilni polymery pouzivané

ve tkanovém inzenyrstvi, jejich vlastnosti, zplisob degradace a aplikace. Polymer

poly-e-kaprolakton je samostatné piedstaven v nasledujici kapitole, jelikoz s nim bylo

pracovano v experimentalni ¢asti.

Tabulka 1: Prehled biodegradabilnich polymeri (Boland et al. 2005; Chan et al. 2017,
Doppalapudi et al. 2014; Fakirov 2015; Gunatillake a Adhikari 2003; Kroisova 2009, Prokopova
2007; Ratner 2004; Sekthiselvan a Madhumathi 2019; Teixeira et al. 2019)

Polymer Vzorec Vlastnosti Aplllfraltce v
o Skoro nerozpustna v organickych Kardlp- .
i ox A vaskularni
PGA rozpoustédlech, krystalinita az 75 .
O0—CH,—C i o _ o oblast, cévni
n %, Tg =30 °C, Tm =225 °C .
nahrady
H
PLA I X ff Pomalejsi hydrolyticka degradace, | Kosti, cévni
0—CH—C Tg = 40-70 °C, Tm = 130-180 °C nahrady
i i
bt £O\ ,/"x)n £\ ./ Vlastnosti zavisi na poméru D a Klze, cévni
P(D/L-laktid) "f “CH, f (4‘ X L — laktidu, amorfni struktura nahrady
FLLA : FDLA
o]
o) H Vlastnosti zavisi na poméru PGA Kudze, Drug
PLGA Ho%/ H.g/\ok a PLA Delivery
Semikrystalicky, dlouha doba
I degradace, Tg = - 60 °C, Klze, Drug
PCL A‘rg—(o"zb,— - Tm =54 - 60 °C, viz kapitola Delivery
1.2.1.1.
- Degradace hydrolyticky (do 6 B o iy
PDX s L1 mésici) T = 0 10 °C, “stenty
- R Tm =110 - 115 °C y
ﬁ Pomala degradace, hydrofobni, ici nits
PHB C—C"?—i“—o‘i produkovan mikroorganismy, stent ’
Hy Tg = 0°C, Tm = 140 - 180°C y
I ozpustny ve vodé, vlastnosti
OH R t dé, vl
PVA zavislé na stupni hydrolyzy Kdze, Drug
L acetatovych skupin, Tg = 85 °C, Delivery
In Tm =265 °C
Rozpustny ve vodé, PEO s nizSi 3D
PEO H O\/\\OH molekulovou hmotnosti je hydrogelove
n polyethylenglykol (PEG) scaffoldy
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1.2.1.1. Poly-e-kaprolakton

Poly-e-kaprolakton (dale PCL) je semikrystalicky biodegradabilni polyester. Pfipravuje
se polymerizaci za otevieni kruhu z monomeru e-kaprolaktonu, pii pouziti riznych
katalyzatorii, jako je napiiklad 2-ethylhexanoat cinaty, kterymi lze upravovat
molekulovou hmotnost vysledného polymeru. Schéma polymerizace je na Obrazku 3.
Molekulova hmotnost PCL se mtize pohybovat od 3000 g/mol az po 80000 g/mol (Azimi
et al. 2014, Woodruff a Hutmacher 2010).

0
/) 0
katalyzator + teplo ’ ’

0 — "hO—CH5—C

g-kaprolakton poly-e-kaprolakton

Obrazek 3: Syntéza PCL (Prevzato z Azimi et al. 2014)

Diky dlouhému uhlovodikovému fetézci mad PCL hydrofobni charakter, coz mize
zpomalovat rychlost uvoliiovani inkorporovanych aktivnich latek (Ceylan et al. 2017).
Teplota skelného piechodu PCL je -60 °C a teplota tani okolo 60 °C. Rozpousti
se ve chloroformu, dichlormethanu, tetrachlormetanu, benzenu, toluenu a cyklohexanu.
Huafe serozpousti v acetonu, ethylacetatu, acetonitrilu a dimethylformamidu
ajenerozpustny v alkoholu a diethyletheru. Jeho dulezité vlastnosti jsou biodegradabilita,
biokompatibilita, kompatibilita s dalsimi polymery pro tvorbu kopolymert a dobra
zpracovatelnost do rtznych struktur a forem jako jsou pravé nanovlakna (Azimi et al.
2014; Woodruff a Hutmacher 2010). Degradace PCL probiha hydrolyzou esterové vazby
ve dvou fazich, kdy produktem degradace je karboxylova kyselina a alkohol. Ve srovnéni
S ostatnimi  biodegradabilnimi polyestery degraduje pomaleji, rychlost degradace
je ovlivnéna mistem aplikace a molekulovou hmotnosti. Samotny homopolymer PCL

muze degradovat dva az Ctyfi roky (Azimi et al. 2014; Kroisova 2009).

Tento polymer je certifikovany Gifadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) pro vyuziti
v mediciné. Vyuzivd se jako materidl pro vyrobu scaffoldi v tkanovém inZenyrstvi
at’ uz vlakennych ¢i 3D struktur a jako vstiebatelné chirurgické nité (Azimi et al. 2014;
Janmohammadi a Nourbakhsh 2019; Kweon et al. 2003). Dalsi aplikaci PCL jsou

systémy fizené¢ho uvolnovani aktivnich latek (drug delivery systémy), pravé diky jeho
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biokompatibilité, kompatibilité¢ s jinymi polymery a dlouhé dob¢ degradace (Woodruff
a Hutmacher 2010).

1.3.  Vyroba nanovlakennych material

Nanovlakna se daji vyrobit mnoha zpiusoby. Naptiklad metodami drawing, fazova
separace, Syntéza pies Sablonu (template synthesis), samosestavovani molekul
(self — assemby), odstiedivé zvlaknovani (forcespinning), melt-blown a elektrostatické
zvlaknovani (electrospinning). Kazdou metodou vznikd nanovldkenna vrstva S jinymi
vlastnostmi a morfologii (Nayak et al. 2011; Ramakrishna 2005). Metody melt-blown,
odstredivé zvlaknovani a elektrostatické zvlakiiovani se vyuZivaji primyslové. Ostatni
vyjmenované metody jsou vyuzivané laboratorné a maji mnohem mens$i vyrobnost
(Yu et al. 2017). Metody se daji i kombinovat, napiiklad kombinace melt-blown

a elektrostatického zvlaknovani (Erben et al. 2014).

1.3.1. Elektrostatické zvlaknovani

Fyzikalni jev elektrostatického zvladkiovani je znam od roku 1600. Dalsi
elektrohydrodynamické experimenty byly realizovany na ptelomu 19. a 20. stoleti. V roce
1934 A. Formbhals princip elektrostatického zvlaknovani patentoval (Ramakrishna 2005).

Pti vyrobé vldken klasickym zvlakiiovanim pisobi na polymerni taveninu nebo roztok
mechanicka sila, pti elektrostatickém zvlaknovani je potieba pfivést do polymerni
taveniny ¢i roztoku elektricky naboj (Haghi 2012; Li et al. 2013). Principem je tedy nabiti
polymerniho roztoku ¢i taveniny stejnym néabojem. VIivem Coulombova zikona
se naboje odpuzuji. AvSak povrchové napéti polymerniho roztoku ma za nasledek
ptitahovani molekul. Elektricka sila se tak snazi ptekonat povrchové napéti roztoku.
Nabity polymer se tak hrané trysky (kapilary, jehly, ty¢ky, valce nebo struny) formuje
do Taylorova kuzele. Kdyz dojde k ptekroceni kritického napéti dochazi k vytrysknuti
vlakna. Z Taylorova kuzele vychazi nejprve rovné vlakno, viz Obrazek 4. Nasledné
vldkno ztradci naboj, odpatfuje se rozpoustédlo a vldkno smycCkuje. Poté polymerni
nanovlakno vlivem rozdilnych polarit elektrod dopada na uzemnény nebo zédporné nabity

kolektor (Haghi 2012; Lukas et al. 2009, Pham et al. 2006; Ramakrishna 2005).
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Obrazek 4:Stabilni a nestabilni oblast pri elektrostatickém zvlaknovani (Li et al. 2013)

Zvlaknovaci elektrody mohou mit rizny tvar, je-li elektrodou jehla ¢i tryska, jedna
se 0 jehlové zvlaknovani. Bezjehlové zvlaknovani vyuziva jinych tvara elektrody, nez
je jehla. To mtze byt valec ¢i struna. Schéma bezjehlového elektrostatického zvlaknovani
je na Obrazku 5. Na struné (1) se pohybuje cartridge neboli zasobnik (2) s polymernim
roztokem, ktery je na strunu nanasen. Vlivem nabiti struny, a tedy i roztoku jsou
vytrysknuta nanovlakna (3) smérem k uzemnénému nebo opaéné nabitému kolektoru,
kterym je opét struna (5). Pied strunou je podkladovy material (netkana textilie) na kterou
zvldknénd nanovlikna dopadaji (4). Tento princip vyuzivd zafizeni Nanospider™
od firmy Elmarco s.r.o. (Ceska Republika), na kterém byly vyrobeny materialy pro

experimentalni ¢ast.

Obrdazek 5: Schéma zarizeni bezjehlového elektrostatického zvldknovani — zarizeni
Nanospider™ kde: 1 — zvidkiiovaci elektroda (struna), 2 — zasobnik na polymerni roztok,
3 — witrysknuta nanovidkna, 4 — nanovlakenné vrstva na podkladové textilii, 5 — uzemnéna
elektroda (struna) (Prevzato od Klicova et al. 2020)
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Vyhodou bezjehlového elektrostatického zvldknovani je vyS$§i produktivita.
Na zvlaknovaci elektrod¢ (valci ¢i strun¢) vznika vice trysek najednou, kdezto pii
zvlaknovani jehlou se zvlakinuje pouze jednou tryskou a je zde potieba davkovaci pumpa
pro vytlaceni polymerniho roztoku z trysky. Bezjehlové elektrostatické zvlaknovani
je mozné vyuzivat prumyslové (Petrik 2011). Elektrostaticky zvlaknéna nanovlakna jsou
na podkladovém materialu nahodile orientovana. Vysledné nanovlakenné vrstvy a jejich
vlastnosti se daji optimalizovat pomoci zmény parametra stroje a vstupnich materialt

(Williams et al. 2018).

1.3.1.1. Parametry ovliviiyjici proces elektrostatického zvldknovani

Nastaveni stroje a vlastnosti vstupnich materiald velmi ovliviiuji vyslednou

nanovlakennou vrstvu. Parametry se déli na procesni a materidlové.

Procesni parametry (Haghi 2012; Li 2013; Pelipeko et al. 2013; Pham et al. 2006;
Ramakrishna 2005; Vrieze et al. 2009; Williams et al. 2018; Yu et al. 2017):

» Velikost napéti
Napéti musi byt takové, aby ptekonalo povrchové napéti polymerniho roztoku
a doslo k vytvoreni Taylorova kuZele a ke zvlaknovani. Ke zvldknovani dochazi
pfi kritickém napéti, které je rizné podle zvldknovaného polymerniho roztoku.
Velikost pouZitého napéti se takeé liSi na zéklad€ pouzité elektrody, pro bezjehlové
zvlaknovani je mozné pouzit vyS$si napéti.

= Vzdalenost kolektoru od zvladknovaci elektrody
Kratka vzdalenost mezi elektrodami miZe zplsobit nelplné vypareni
rozpoustédla. Pii krat$i vzdalenosti je také vétsi elektrické pole mezi elektrodami.

» Rychlost odtahu
Rychlost odtahu ovlivitluje pfedevSim ovliviiuje ploSnou hmotnost vysledné
nanovldkenné vrstvy.

= Teplota a vihkost
Vyssi teplota umozituje molekuldm vice energie, coz zvysi elektrickou vodivost
a snizi povrchové napéti a viskozitu. Vyssi teplota ma také za nasledek mensi
praméry vlaken. Rozpoustédla se rychleji odpatuji pti vysSich teplotach a nizké

vihkosti.
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Rychlost davkovani

Rychlejsi davkovani mlze zpusobovat, ze vldkna maji vEétsi pramér, jelikoz
je davkovano vice roztoku za jednotku ¢asu. Stejné tak nemusi dojit k aplnému
vypareni rozpoustédla.

Tvar zvlédknovaci elektrody

Pro jehlové zvlaknovani se pouzivaji jehly s primérem pod 2 mm (Williams et al.
2018). Muze dojit k ucpani jehly. Bezjehlové elektrody struna ¢i valecek maji
vEtsi vyrobnost.

Tvar kolektoru

Kolektory zachycuji nanovlakna a 0 jejich tvaru rozhoduje také vysledna aplikace
nanovlakenné vrstvy. Kolektory mohou byt deskové (textilie, miizky ¢i folie)

nebo rotujici vélce.

Materialové parametry (Ramakrishna 2005; Pham et al. 2006; Haghi 2012; Williams
et al. 2018):

Koncentrace polymerniho roztoku

Je vhodné najit kritickou minimalni koncentraci polymeru, pii které bude mozné
zvlaknovat vlakna. Pfi niZsi, nez kritické koncentraci polymeru v roztoku vznikaji
sférické kapicky a dochazi tak k elektrosprayingu.

Molekulova hmotnost polymeru

Molekulova hmotnost souvisi s viskozitou roztoku. Cim ma polymer vyssi
molekulovou hmotnost, tim bude vyS$$i viskozita roztoku. NiZz§i molekulova
hmotnost polymeru naopak vede k nizsi viskozité, a tak pii zvlakiovani muze
dojit opét k elektrosprayingu.

Viskozita roztoku

Viskozita opét ovlivituje tvorbu vlaken ¢i sférickych kapek. S nizsi viskozitou
vnikaji kapicky. AvSak existuje 1 horni hranice viskozity polymernich roztokd, pfi
které jiz neni mozné zvlaknovat, jelikoz nedojde k vytvorfeni kuzele a zvlaknovaci
trysky.

Povrchové napéti

Pti elektrostatickém zvlakinovani dochazi vlastné k prekonavani povrchovych sil
u polymerniho roztoku, povrchové napéti je proto velmi dilezity parametr.
Naboje, kterymi je polymerni roztok nabity se odpuzuji, a pfitom musi pfekonat

praveé povrchové napéti polymerniho roztoku, aby doslo ke zvldknovani. S vyS$$im
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povrchovém napéti roztoku dochézi pii zvlaknovani ke rozpadu polymerni trysky
na kapicky a opét dochazi k elektrosprayingu. Povrchové napéti lze snizit
ptidanim povrchové aktivni latky do polymerniho roztoku (Willams et al. 2018).
= Elektricka vodivost roztoku
Polymerni roztoky musi byt schopné vést naboj, aby doslo k odpuzeni stejné
nabitych ndbojl a vytvoftil se kuzel a nasledné zvlaknovaci tryska. Po zvysSeni
vodivosti 1ze do polymerniho roztoku piidat naptiklad malé mnoZzstvi
anorganickych soli (Willams et al. 2018). Polymerni roztoky, které nejsou vodivé
nejde zvlaknovat. Naopak vysokd vodivost zpiisobuje nestabilni trysku.
» Rozpoustédlo (rozpoustédlovy systém)
Dal$im dtlezitym parametrem je 1 zvolené rozpoustédlo a rychlost jeho
vypafovani. Volba rozpoustédla ovliviluje viskozitu, elektrickou vodivost
roztoku, ale i vlastnosti dalSich latek Vv polymernim roztoku, uréenych

Kk inkorporaci do nanovlaken.

2. Inkorporace aktivnich latek do nanovlakennych materiala

Az 70 % léCiv je podavano ustné, kdy dochdzi k okamzitému uvolnéni 1éCivé latky
v Zaludku a nésleduje rychly nastup u¢inku. To je velmi vyhodné naptiklad pti bolestech,
kdy je poZzadovano okamzité plisobeni 1ékli. AvSak ne vzdy je rychlé pisobeni 1éciva
zadouci. V nékterych piipadech je snaha udrzet stejnou koncentraci 1é¢iva po delsi
Casovy horizont, toho se da dosdhnout fizenym uvolnovani lé¢iva (controled drug
release). Prodlouzi se doba uvolfovani aktivni latky a muZze Se zachovat stejna
koncentrace uvolnéné latky. Tim také dojde k zajisténi del§iho terapeutického ucinku
Vv ptipadé 1€Civ (Kajdic et al. 2019; Williams et al. 2018). Dalsi vyuziti fizeného
uvoliovani aktivnich latek je, kdyZ je poZadovano, aby 1é€ivo piisobilo lokalng, pouze
na ur¢itém misté. Plsobeni léCiva ¢i jiné aktivni latky lokdlné na urcitém misté
je oznacovano jako cilena doprava 1é¢iv (drug delivery systems). Do nosici, kterymi
mohou byt polymerni materidly, jsou inkorporovany aktivni latky a ty jsou pak
dopravovany na urcené misto v téle a slouzi jako zasobniky aktivni latky, které se fizen¢
uvolnuje (Pillai et al. 2001; Williams et al. 2018). Cilem drug delivery systémi
je dopravit aktivni latku, o spravném mnozstvi, na spravné misto ve spravny ¢as (Ghafoor
et al. 2018). Vyvoj fizeného uvoliovani 1é¢iv mize byt feSenim pro problémy

se vznikajici rezistenci na lé¢iva (Chou et al. 2015).

24



Inkorporace (v angli¢tiné incorporation nebo loading) aktivni latky znamena vlozeni
¢i zaClenéni latky do matrice. Matrici Se Vv tomto pfipadé rozumi nanovlakno (Williams
et al. 2018). Nanovldkna, jak jiz bylo zminéno v piechozi kapitole, maji velky mérny
povrch, ktery se jesté zveétsi pii zohlednéni porovitosti nanovladken. Velky mérny povrch
v kombinaci s porovitosti a vzajemné propojenou strukturou nanovlakennych vrstev
zajistuje mnohem vétsi mnozstvi uvolnénych latek (Pillay et al. 2013). Dalsi vyhody
nanovldken pro cilené uvoliiovani 1é¢iv je moznost inkorporace velkého mnoZzstvi
aktivnich latek a moznost vyziti Siroké $kaly polymernich materialti. Dale zajisténi jejich
kompatibility s inkorporovanymi latkami, jejich biokompatibilita S lidskym télem
a schopnost fidit uvoliiovani. Pravé biodegradabilni polymery maji znacnou vyhodu pro
tizené uvolnéni, jelikoz pravé dobou a zpiisobem jejich degradace 1ze uvoliiovani fidit

(Chou et al. 2015; Ghafoor et al. 2018; Son et al. 2014).

Elektrostatické zvlaknovani je vhodnou metodou vyroby nanovldken s inkorporovanymi
aktivnimi latkami, jelikoz tento proces je kontinualni a vyuzivany v pramyslu (Kajdic
et al. 2019). Do nanovlakennych materialti se mohou pfi elektrostatickém zvlakinovani
inkorporovat antibiotika, protirakovinové latky, dalsi rGzné 1éCiva, rlstové faktory
¢i proteiny (Cornejo Bravo et al. 2015; Pillay et al. 2013). Avsak ne vzdy je nutné, aby
se aktivni latky uvolnovaly. Rustové faktory, proteiny a dalSi bioaktivni molekuly,
slouzici K podpoteni adheze a proliferace buné¢k, jsou vétS§inou navazany na povrch,

a tudiz neni nutné jejich uvolnéni (Son et al. 2014).

Nanovlékna s inkorporovanymi latkami maji uplatnéni pfi chirurgickych zékrocich, 1écbé
rakoviny, jako scaffoldy v tkanovém inZenyrstvi, materialy s antibakterialnimi ¢i jinymi

ucinky a jako kryci materialy (Ghafoor at al. 2018).

Na Obrazku 6 je schematické rozdéleni, jak v nanovlaknech mohou byt ulozeny aktivni
latky. Obrazek 6 A zobrazuje rozptyleni aktivni latky v matrici nanovlakna. Druhy ptipad
Obrazek 6 B zobrazuje vlakno jadro/plast, kdy je aktivni latka v jadru vldkna,
ato je obklopeno polymerni membranou (plast). Tento typ vldken lze wvytvofit
koaxialnim zvlaknovanim (Pillay et al. 2013; Williams et al. 2018). Dalsi moznosti jsou
tzv. sendvicové struktury, kdy je na sob& navrstveno nckolik nanovldkennych vrstev,
naptiklad mezi dvéma vrstvami je jedna, ve které jsou inkorporované aktivni latky
(Kajdic et al. 2019). Konkrétni metody inkorporaci aktivnich latek do polymernich matric
a nanovldken jsou popsany v nésledujici kapitole.
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polymerni matrice jadro
(vlakno) (aktivni latka)
dispergovana plagt
aktivni latka (polymerni vlakno)

Obrdazek 6: Schéma mozné inkorporace aktivnich latek do nanovlikna (fez nanovlakny)
(Prevzato z Williams et al 2018)

2.1. Metody inkorporace

Metody inkorporace jsou schematicky zobrazeny na Obrazku 7. Prvni metoda je smichani
(blending), pti které se jednoduse do polymerniho roztoku piidaji aktivni latky, zamichaji
se a nasledné se elektrostaticky zvlakiuje. Aktivni latky mohou byt rozpusténé nebo
dispergované (Cornejo Bravo et al. 2016; Gao et al. 2014). Druha metoda je enkapsulace
(zapouzdieni) aktivni latky do jiného materialu, naptiklad do lipozomu (uzaviena
fosfolipidova dvojvrstva) a nasledné smichani s roztokem polymeru a zvlaknéni (Gao
etal. 2014; Son et al. 2014). Tteti metodou je navazani neboli funkcionalizace
(attachement) kdy se aktivni latky vazou na povrch fyzikaln¢ nebo chemicky
az po zvlaknéni vlaken. Posledni metoda je koaxialni zvlakniovani, kterou lze vytvofit
vlakna jadro/plast, kdy v jadfe mohou byt aktivni latky (Gao et al. 2014). Mezi dalsi
metody se fadi i tzv. elektrospraying neboli elektrostatické sprejovani. Pii pouziti
polymerniho roztoku s niz$i viskozitou a koncentraci polymeru a upraveni parametrd
zvlaknovani dochazi ke zvlaknovani sférickych kapicek (kulicek, kapsli). Aktivni latka
mize byt tak uzaviena v kapicce (Cornejo Bravo et al. 2016). Metody jsou podrobnéji

pospany v nasledujicich kapitolach.
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Obrazek 7: Schéma metod inkorporace aktivnich latek do nanovidken (Prevzato od Gao et al.
2014)

2.1.1. Smichéni

Pti smichani (blendingu) mohou byt aktivni latky v polymernim roztoku rozpusténé
¢i dispergované. Jsou-li aktivni latky nerozpustné v pouzitém rozpoustédle, které
rozpousti polymer, jsou po smichani dispergované neboli rozptylené v polymernim

roztoku a jedna se tak o suspenzi (Coimbra et al. 2019; Cornejo Bravo et al. 2016).

Pokud aktivni latka neni rozpustna v rozpoustédlech polymeru a je pozadovano, aby latka
byla rozpusténa, je vhodné latku pfedem rozpustit Vv jiném rozpoustédle ve které
je rozpustna. Napiiklad ve vodé (Coimbra et al. 2019). Vznika tak vodna faze
a po smichdni s polymernim roztokem vznikd emulze a jednd se tzv. emulzni
elektrostatické zvlaknovani (Coimbra et al. 2019; Cornejo Bravo et al. 2016). Emulgaci
1ze oznacit také jako enkapsulaci, jelikoz aktivni latky jsou vlastné zapouzdfeny ve vodné
fazi a separované od polymerniho roztoku. Obrazek 8 ilustruje rozdil mezi suspenzi

a emulzi (Carmelo et al. 2013).
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Nanovlakna s
inkorporovanym
antibiotikem
Vodny roztok (vodna faze)
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ELECTROSPINNING

Polymerni roztok + surfaktant

Obrazek 8: Schéma rozdilu mezi suspenzi a emulzi (Prevzato z Coimbra et al. 2019)

2.1.2. Enkapsulace

Enkapsulaci se rozumi zapouzdieni aktivni latky do jiného materialu. Napiiklad
do polymernich materiali. To je umoziuje metoda zvana elektrospraying. Pfi upraveni
parametri elektrostatického zvladkiovani a parametri polymerniho roztoku, je mozné
zvlaknovat polymerni kapicky sférického tvaru (Valo et al. 2009; Williams et al. 2018).
Tento proces ovliviiuyje povrchové napéti roztoku, koncentrace roztoku a velikost
pouzitého napéti. Spravné parametry pro dany zvlaknovany polymerni roztok je vétSinou
nutné experimentalni naleznout. Velikost kapek Ize kontrolovat, distribuce velikosti
kapek je vétsinou mala a kapi¢ky se vzajemné odpuzuji, jelikoz jsou nabité (Jaworek
a Sobczyk 2008; Valo et al. 2009; Nguyen et al. 2016). Kapicky maji pramér
v mikrometrech ¢i nanometrech. Do kapi¢ek mohou byt uzavieny aktivni latky, 1é¢iva
¢i jiné latky. Enkapsulace pomoci elektrosprayingu nachazi vyuZziti v fizené dopraveé 1éCiv
(drug delivery systems), vyrobé 1éciv a kosmetickém a potravinaiském primyslu

(Jaworek a Sobczyk 2008; Nguyen et al. 2016).

Pokud je pozadovéano zapouzdfit aktivni latky do n&jakého materidlu, ktery miize byt
nasledn¢ inkorporovan do vlaken, je moznost enkapsulovat aktivni latky do lipozom.
Lipozom je uzaviena struktura vznikla orientaci lipidové dvojvrstvy. Vznikaji
ve vodnych prostiedich, kdy se seskupuji na molekuly s amfifilni strukturou. Amififilni
molekuly maji jednu ¢ast molekuly hydrofilni a druhou hydrofobni. Takové molekuly
jsou napiiklad fosfolipidy ¢i povrchové aktivni latky. Hydrofobni molekuly se tak

ve vodném prostiedni pieorientuji K sob¢ a vznika tak sféricka uzaviena struktura, ktera
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je schopna ve svém jadie uzavtit latky. Schematicky je lipozom zobrazen na Obrazku 9.
Tyto struktury jsou ale nestabilni a mtize rychle dojit k jejich rozpadu (Alavi et al. 2017;
Williams et al. 2018).

Obrdzek 9: Schématicky obrazek rezem lipozomu (Prevzato z Alavi et al. 2017)

Dalsi moznost enkapsulace byla popsana v piredchozi kapitole, kdy je mozné aktivni latku
rozptylit ve vodné fazi, vznikne tak emulze a aktivni latka je oddélena ve vodné fazi

od polymerniho roztoku (Carmelo et al. 2013).

Pro suspenzni ¢i emulzni zvlakinovani a zvlakinovani polymerniho roztoku
s enkapsulovanymi aktivnimi latkami je dilezité, aby aktivni latky nebyly usazené
napiiklad na dné lahvicky s roztokem, ale aby jejich rozptyleni v roztoku bylo homogenni
(Prabu et al. 2020).

2.1.3. Navazani aktivni latky na povrch

Pfi metodé navazani neboli prichyceni, funkcionalizace, Vv angli¢tingé attachement,
dochazi k navazani aktivni latky na povrch az po zvlaknéni nanovlaken. Tato metoda
se vyuziva, kdyZ neni poZadované konstantni uvoliiovani nebo kdyz by aktivni latky
inkorporované uvnitf materialu nemély zadny ucinek. Diky elektrostatickému
zvlakinovani mize byt povrch vlaken elektricky nabity a opacné nabita aktivni latka se tak
muze navazat. Dal§i moZnosti je Castecnd hydrolyza povrchu (naptiklad pomoci
kyslikové plazmy ¢i chemicka depozice par), kdy vzniknou nové funkéni skupiny
(naptiklad hydroxylové ¢i karboxylové), na které je mozné aktivni latku chemicky
navazat. Na scaffold Ize navazat naptiklad rizné bioaktivni latky (napiiklad RGD peptid),

které podporuji bunécnou adhezi (Liu et al 2012).
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2.1.4. Koaxialni elektrostatické zvlaknovani

Koaxidlnim zvlakinovanim lze vytvofit vlakna tzv. jadro/plast (core/sheat). Kdyz
se upravi jehlova zvlaknovaci aparatura, podobnym zptisobem jako je na Obrazku 10,
je mozné zvlaknovat nanovlakna jadro/plast. Principem je zvlaknovani ze dvou jehel,
kdy jedna je ve stfedu té druhé (Gao et al. 2014). Pouzivaji se dva rtizné polymerni
roztoky, napiiklad do roztoku, ktery je v jadfe vlakna je mozné inkorporovat aktivni latky.
Oba zvlaknované roztoky by mély nemisitelné, aby nedochazelo ke smichani, srazeni
¢i tuhnuti pii zvlaknovani. Viskozita a rychlost davkovani roztoku, ktery je zvlaknovan
jako plast’ by mély byt vyssi nez u roztoku pro jadro (Yoon et al. 2018). Diky plasti, ktery
tvoii bariéru mezi inkorporovanymi latkami, se mohou aktivni latky uvoliiovat pozvolné&ji
nebo mohou po uvolnéni vytvofit na plasti vlakna vhodny povrch k dalsi funkcionalizaci

(Cornejo Bravo et al. 2016; Gao et al. 2014).

Tryska 1

Koaxidlni
jehlova
elektroda

Kolektor

Obrazek 10: Schéma zvlaknovaci aparatury pro koaxidalni elektrostatické zvlaknovani (Prevzato
z Gao et al. 2014)

2.2.  Uvoltovani aktivnich latek z nanovldkennych materiali
2.2.1. Mechanismy uvoliovani aktivnich latek

Mechanismt a procesd, kterymi dochazi k uvolnovani aktivnich latek je nékolik
a vétsinou probihaji soucasné. Publikace Fredenberg et al. (2011) popisuje tfi mozné
zakladni zplsoby uvoliiovani aktivnich latek z polymernich matric z PLGA: transport
ptes vodou zaplnény por, transport pies polymerni matrici a uvolnéni zapouzdiené latky
v disledky degradace ¢i rozpusSténi polymerni matrice. Tyto zplisoby vedou ke Ctyfem
hlavnim mechanismim uvolnovani aktivni latky (Fredenberg et al. 2011; Williams et al.
2018):
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= Difuze ptes pory
= Difuze ptes polymer
* Osmoza

= Eroze (rozpad matrice v dusledku degradace)

Tyto mechanismy jsou schematicky zobrazeny na Obrazku 11. Proto aby doslo
k uvolnéni aktivnich latek, je nutné vodné prostiedi. Jakmile je polymer v kontaktu
s vodou ¢i jinou kapalinou dojde k zaliti pord. Pory jsou v tuto dobu malé, aby doslo
k difazi latek, avSak diky absorpci vody se zvétSuji. Aktivni latky se tedy dostavaji
do poru a difunduji na povrch matrice jako je na Obrazku 11 A. Difaze je proces, pfi
kterém dochéazi k ndhodnym pohybim a pfesuniim latky v disledku nerovnomérné
koncentrace latky v prostiedi. Kdyz je latka velmi mala a hydrofobni mtze difundovat
ptes polymer (Obrazek 11 B) (Feredenberg et al. 2011; Raman et al. 2005).

Uvoliovani latek v disledky osmotického tlaku (Obrazek 11 C) probiha v materialech,
které maji velmi pohyblivé fetézce a bobtnaji. Pfi vniknuti vody do polymeru, dojde
Kk nabobtnani a zvyseni tlaku. Dojde tak k pfeskupeni fetézcti polymeru a kompenzaci
rozdilnych tlakti v polymeru a mimo n¢j. Aktivni latky jsou taky vytlaeny ven, odtékaji
(Feredenberg et al. 2011).

Na Obrazku 11 D je schéma mechanismu uvolfovani latky vlivem eroze neboli
degradace. Hydrolyza polymeru nastava okamzité pii kontaktu s vodou a k degradaci
dochazi sou€asné v celém objemu polymeru. Produktem hydrolyzy jsou kyseliny, které
jesté dale katalyzuji hydrolyzu, plastifikuji polymer a tim zvysuji jeho ohebnost a rychlost
absorpce vody. Polymerni fetézce se vlivem degradace zkracuji a nakonec se cela matrice

rozpada a aktivni latky se uvoliuji (Fredenberg et al. 2011).
(Dﬁ?:%j

&

Obrazek 11: Schematicky zobrazeny mechanismy uvolnovani latek z polymerni matrice:

A — Difiize pory zaplnénymi vodou, B — Difuize latek pred polymerni matrici, C — Osmoza,
D — Eroze (degradace) (Prevzato z Fredenberg et al. 2011)
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Je obtizné predurcit, kterym mechanismem bude uvolnéni probihat, ktery z mechanismi
dominuje a jaka bude rychlost uvoliiovani. Vétsinou se latky uvoliuji vice mechanismy
najednou (Fredenberg et al. 2011). Toto ilustruje Obrazek 12, kde je zobrazeno schéma,
které fyzikalné-chemické dé&je, interakce a vlastnosti materialu PLGA a inkorporované
latky vedou k mechanismu uvolnéni a jak spolu souvisi. Jak jiz bylo zminéno dulezita
je ptitomnost vodného prostiedi pro difuzni transport a zapoceti degradace. Produkty
degradace také zpusobuji vEtsi ohebnost a mobilitu fetézcid, coz zpusobuje rychlejsi
absorpci vody a snizuje transportni odpor a dale zvySuji osmolalitu uvnitf polymeru.
Avsak béhem degradace dochazi k rekrystalizaci, coz zplsobuje horsi pronikani vody
atim zpomaleni uvolnovani (Fredenberg et al. 2011; Klose et al. 2008). Vlastnosti
materialu ovliviiuji degradaci a tim absorpci a pronikani vody do matrice a uvolfiovani.
Profil uvoliiovani je mozné zajistit vlastnostmi materialu jako je molekulova hmotnost,
nebo v piipadé kopolymert pomér polymert, ohebnost fetézcii ve vodném prostiedi,
hydrofobicita ¢i hydrofilita materidlu a stupen krystalinity. Vice amorfni polymer
se rychleji rozpousti a tim dochazi k rychlej$imu uvolnéni (Fredenberg et al. 2011; Hrib
et al. 2015; Kajdic et al. 2019).

Dalsi parametr uvoliiovani je interakce mezi polymerem a aktivni latkou, mezi aktivni
latkou samotnou a také mnozstvi inkorporované latky. Aktivni latky rozpustné ve vodé
mohou usnadnit absorpci vody a tvofit tak vice porézni polymerni matrici. Aktivni latky,
které nejsou rozpustné vode¢ ¢i lipofilni latky mohou naopak zabranovat v absorpci vody
a tim muze dojit i ke zpomaleni degradace (Klose et al. 2008). Stejné tak mechanismus
uvoliovani ovliviiuji ruzna aditiva naptiklad surfaktanty (povrchové aktivni latky)
a plastifikatory, at’ uz jsou inkorporované nebo v okolnim prostiedi (Fredenberg et al.
2011).

Vliv ma také vnéjsi prostiedi, degradace a jeji produkty méni pH prostfedi, coz mize
ovlivnit inkorporovanou latku. Vyssi teplota zplisobi pribéh vice chemickych reakei

(Fredenberg et al. 2011).
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Obrazek 12: Komplexni schéma vlastnosti, déjit a vzajemnych interakci mezi materialem,
aktivni latkou a prostiedim pri uvolitovani vedouci k mechanismiim uvoliiovani (Prevzato z
Fredenberg et al. 2011)

V ptipad¢ uvoliovani aktivni latek z polymernich nanovldken, je dulezita jejich
porovitost pro prinik vody pro moznou difuzi. Z vlaken s vétSim primérem, se budou
2013).

z nanovlakennych materialti dochazi nejvice v pocatku, coz je dano tim, ze nanovlakna

latky uvoliovat pomaleji (Pillay et al. K uvoliovani aktivnich latek
maji velky specificky povrch (Coimbra et al. 2019). Rychlost neboli kinetika uvolfiovani
ov§em zavisi na mnoha parametrech véetné mechanismu, struktury a vlastnosti polymeru

(Kajdic et al. 2019; Pillay et al. 2013). Této problematice se vénuje nasledujici kapitola.

2.2.2. Kinetika uvolnovani aktivnich latek

Studie Kajdic et al. (2019) popisuje ¢tyii mozné kinetické zptisoby uvoliiovani aktivnich
latek z nanovlaken. Na Obrazku 13 jsou tyto zpsoby zobrazeny. K uvolnéni aktivni latky
z nanovlaken mize dojit okamzit¢ (Obrazek 13 a) a tim dojde k u¢inku latky naptiklad
lé¢iva béhem nékolika minut, maximaln¢ hodin. Polymerni matrice, ve které je latka
inkorporovana, by tak méla byt smaciva ¢i velmi rychle degradujici. Rychlé uvolnéni
je mozné u polymert s vétsSim amorfnim podilem. Vhodné jsou polymery rozpustné

ve vodeé (Kajdic et al. 2019).

Naproti tomu je velmi Casty pozadavek na del$i dobu uvoliovani nebo konstantni

uvoliiovani aktivnich latek z nanovlaken (Obrazek 13 b.). Uvolnovani 1é¢iva lze
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kontrolovat difuzi polymerem v zavislosti na typu polymeru a jeho vlastnostech. Také
rychlost a zptsob degradace ovliviiuji rychlost degradace. Degradace muize probihat
povrchové nebo tzv. bulkové (v celém objemu). Pii povrchové degradaci se budou aktivni
latky uvolnovat pomaleji nez ptfi degradaci v celém objemu polymeru (Kajdic et al.
2019). Ttetim zptsobem na Obrazku 13 ¢) je dvojfazové uvolnovani, kdy nejprve dojde
K rychlému okamzitému uvolnéni a nésledn¢ se zpomaleni a prodlouzeni uvolnovani.
Prodlouzeného a dvojfazového uvolnéni Ize dosahnout pomoci koaxidlniho zvlaknovani,
kdy jsou aktivni latky zapouzdieny v jadie vlakna a plast’ vldkna slouzi jako bariéra pii
uvoliovani. Také lze inkorporovat aktivni latky do obou ¢asti vldkna jak do jadra, tak
i do plasté. Dalsi moznosti jsou sendvicové struktury (Kajdic et al. 2019; Kuang et al.
2018).

Stimulem aktivované uvolnéni aktivni latky (Obrazek 13 d) znamena, Ze pro spusténi
uvolnéni je polymer s aktivni latkou vystaven néjakému podnétu. Dojde tak ke zméné
fyzikalné-chemickych vlastnosti a tim k uvolnéni latky. Takovym podnétem miize byt
zmeéna prostiedi, zména pH, teploty, elektromagnetické pole ¢i vystaveni svétlu (Kajdic

et al. 2019).

NANOVLAKNA

PRO RIZENE

UVOLNOVANI
AKTIVNICH LATEK

[
| | | |
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Obrazek 13: Mozné kinetické zpuisoby uvoliiovani a) okamzité uvoliovani, b) prodlouzené
konstantni uvoliiovani, c) dvojfazové uvolitovani, d) stimulem aktivované uvoliiovani (Prevzato z
Kajdic et al. 2019)

2.3.  Inkorporace antibiotik do nanovlakennych vrstev
Tato kapitola je pojata jako reSerSe aktudlni literatury tykajici se inkorporaci antibiotik
do nanovlakennych materialli. Dale pfedstavené publikace byly inspiraci pro

experimentalni ¢ast této prace. Byly inspiraci pro navrzeni experimentt, a to predevsim
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pro zvldknéni a testovani u¢innosti antibiotika Gentamicinu sulfatu (dale GS), se kterym

bylo pracovano v experimentalni ¢asti.

Pisani et al. (2019) inkorporovali antibiotikum Gentamicin sulfat (1 hm. %)
do nanovlakennych vrstev z kopolymeru PLA/PCL (pomér 70/30, 14 hm. %) rozpusténé
v dichlormetanu. GS se ptredem rozpustil v dimethylformamidu, nasledné ptidan
do polymerniho roztoku a nasledné se elektrostaticky zvlaknovalo jehlovym zfizenim.
Vysledkem bylo Sest kruhovych matric o praméru (7,0 + 0,5) cm a hmotnosti
(58,0 = 2,9) mg. Kvantifikace GS byla provedena spektrofotometricky pomoci NH testu
(ninhydrin test). Experimentaln¢ bylo zjisténo ze v jedné matrici je (4,0 = 0,9) mg GS.
Matrice byly sledovany skenovacim elektronovym mikroskopem, nanovldkna maji
pramér 700 az 800 nm a morfologie vlaken nebyla zménéna po piridani antibiotika. Dale
bylo sledovano uvolnéni antibiotika pii in vitro testech — staticky a dynamicky. Pti
statickém testu byly vzorky pomoteny do fosfatového pufru (PBS) pii 37 °C a byl
odebiran 1 ml v ¢asovych intervalech. Dynamicky test byl proveden pomoci dvou
silikonovych bioreaktorti, kde médium (PBS) protékalo tangencialné a vertikalné ptes
vzorek, opét pfi teploté 37 °C, pti riznych rychlostech toku. Uvoliiovani bylo sledovano
po dobu 26 dni. Uvolilovani ve statickych podminkach bylo pomalejsi neZz pfi
dynamickych. U dynamického testovani bylo uvoliiovani v prvnich 24 hodinach rychle;jsi
pti vertikalnim pritoku nezavisle na rychlosti priitoku. Avsak po prvnich 24 hodinach
méla rychlost pritoku vliv na uvoliovani a vyssi pratoky (0,6 ml/min) zptsobily rychle;jsi
uvoliiovani u obou zplisobl pritoki (tangentovy nebo vertikalni). U nizkych rychlosti
prutoku (0,3 ml/min) nemél zptisob prutoku vliv na uvoliovani. Po dobu in vitro testovani
byla taky sledovana antibakterialni aktivita. Testované bakterialni kultury byly
Staphylococcus aureus a Escherichia coli. Kontrolou byla nanovlakenné vrstva bez
antibiotika. Byl po¢itan mikrobicidni u¢inek po ¢asovych usecich: 1; 6; 24 a 48 hodin. Jiz
po jedné hodin¢ byl antimikrobidlni G¢inek vyrazny. Nejvyssi mikrobicidni u€inek byl
U obou bakteridlnich kmeni po 48 hodindch, avSak béhem prvnich 24 hodinach

se mikrobicidni u¢inek velmi rychle zvySoval, poté se zvySoval pomaleji.

V publikaci Ceylan et al. (2017) bylo inkorporovano antibiotikum GS do nanovlakennych
vrstev z PCL (15 hm. %) Koncentrace antibiotika byly 2,5; 5 a 10 hm %. Byly také
zvlaknény vrstvy bez antibiotika. Polymerni roztoky byly zvlaknény jehlovym

elektrostatickym zvldknovanim a elektrostatickym sprejovanim. Vrstvy byly
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charakterizovany pomoci skenovaci elektronové mikroskopie, infracervené
spektroskopie (FTIR), termogravimetrickou metodou a diferencialni skenovaci
kalorimetrii. Hodnotil se antibakteridlni ucinek vrstev v0C¢i gramnegativnim
a grampozitivnim bakteriim (E. Coli, Salmonella a S. epidermidis). Pro antibakterialni
testy byly pouzity vicevrstvé nanovlakenné vrstvy. Byla hodnocena inhibi¢ni zona [m?]
pro jedno, dvou a tiivrstvé nanovlakenné materialy nejprve kazdych 6 hodin a nasledné
po 24 hodinach. Vysledky ukazuji, Ze béhem prvnich 6 az 12 hodin doslo k rychlému
uvolnéni. Vrstvy mély nejlepsi antibakterialni ucinky az po 12 hodinach a byly stéle

ucinné po dobu sedmi dni.

Studie Sirc et al. (2012) také hodnoti uvoliovani antibiotika GS z nanovlakennych vrstev,
avsak pouzitym polymerem byl polyvinylalkohol a polyuretan. Byl vytvoten tii vrstvy
material kde mezi dvéma vrstvami polyuretanu (10 hm. %) byla vrstva polyvinylalkoholu
(11 hm. %) s inkorporovanym GS (10 hm. %). Zvlakiiovalo se na zafizeni Nanospider™
(Elmarco, Ceska Republika). Pfed testovanim byla zkoumana stabilita antibiotika
ve vrstvach pomoci hmotové spektrometrie. Spektra GS pred zvlaknénim byla porovnana
se spektry uvolnéného GS a byla bez rozdilu, struktura antibiotika po zvlaknéni
auvolnéni zlstala stejnd. Uvoliovani antibiotika bylo hodnoceno kapalinovou
chromatografii s hmotnostni spektrometrii. Antibakterialni testy byly provedeny
na bakteriich Staphylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa. Inhibi¢ni zony byly
sledovany po 1, 2 a 6 dnech. Bylo hodnoceno uvoliiovani v ¢ase, kdy dochazelo
K nejrychlej$imu uvoliovani béhem prvnich 10 hodin, kdy se uvolnilo témét 90 %

antibiotika.

Problematice zpusobu inkorporace antibiotik do nanovldken se vénuje publikace
Coimbra et al. (2019). V této studii jsou sledovany rozdily mezi suspenznim a emulznim
zvlaknovanim. Pfi suspenznim zvlaknovani byl pfidan a rozptylen GS (10 hm %) v PCL,
PLA, PLGA a PLA/PLGA. Pii emulznim zvlaknovani byl nejprve GS rozpustén
Vv destilované vod¢ a nasledné piidan do polymerniho roztoku. Do roztoku bylo také
ptidan surfaktant SPANSO pro lepsi rozptyleni vodné faze v roztoku. Suspenze i emulze
byly zvlaknény elektrostaticky pomoci jehly. Byl hodnocen kontaktni twhel, kdy
nanovlakenné materidly, které byly zvlaknény emulznim zvldkinovanim byly vice
smacivé v dasledku surfaktantu, ktery snizuje povrchové napéti. Uvoliiovani bylo

hodnoceno pomoci spektrofotometrie a antibakterialnich testd. K nejrychlejsimu
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uvoliiovani u obou zplisobli béhem prvniho testovani opét velmi rychle. U materialt
pfipravenych emulznim zvldknovanim bylo béhem prvnich 8 hodin procento uvolnéného

antibiotika lehce niZsi, v porovnani s materialy zvlaknénych ze suspenze.

Publikace Khodir et al. (2018) popisuje vyvoj elektrostaticky zvlaknénych
nanovlakennych vrstev z PCL a kolagenu s antibiotikem GS pro hojeni koznich infekci.
Kolagen i PCL byly zvlast’ rozpustény v chloroformu a ethanolu, nasledné z nich byl
ptipraven roztok o poméru kolagen: PCL 1:3. Nasledné byl piidan GS (3 w/v %) a roztok
byl jehlové elektrostaticky zvladknén. Inkorporace GS do nanovldken nijak vyrazné
neovlivnila pramér vlaken. Uvolnovani bylo sledovano v in vitro podminkach
(destilovand voda, 37 °C). Hodnoceni probihalo pomoci UV spektrofotometrie. V prvnich
24 hodinéach bylo uvolnéno 87,5 % antibiotika GS. Antibiotikum se uvoliiovalo az 72
hodin. Byla testovana cytotoxicita materiald po dobu 1, 3 a 5 dnti pomoci metabolického

MTT testu. Materialy vysly jako necytotoxické.

3. Antibiotika

Antibiotika jsou nizkomolekularni latky, které se pouzivaji k 1é¢b¢é bakterialnich infekci
(Walsh et al. 2016). V 1ékaiské praxi se pouzivaji od 40. let minulého stoleti, kdy byl
vyuzit objev Alexandera Fleminga penicilin a byla vytvofena technologie vyroby
antibiotik. Antibiotika nesmi pusobit na eukaryotické buiky ani je jinak poskozovat.
Podle plisobeni se antibiotika déli na bakteriostaticka a bakteriocidni. Bakteriostaticka
antibiotika svym plisobenim zastavuji riist dalSich bakterii, zatimco bakteriocidni bakterie
usmrcuji. Ve vétsich koncentracich mohou byt néktera bakteriostaticka antibiotika
usmrcovat bakterie (Bednar et al. 1996). Na trhu je v soucasné dobé asi 150 druht
antibiotik, nejznaméjsi jsou [-laktamy, kam se fadi penicilin. Dalsi skupiny jsou
naptiklad tetracykliny, glykopeptidy a aminoglykosidy, kam se fadi gentamicin,

se kterym je pracovano v experimentalni ¢asti prace (Benes 2019, Schindler 2014).

3.1. Mechanismus ptisobeni antibiotik

Mechanismus ptsobeni antibiotik zavisi na skladbé a vlastnosti molekuly. Antibiotika
pusobi tak, Ze se navaZzou na urcité misto v bakteridlni bufice a zabrani jeho funkci. Témto

mistim se fika cilové struktury (Schindler 2014).
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Vybrané mechanismy podle zasazené cilové struktury (Benes 2019, Schindler 2014):

= Syntéza bunécné stény
Antibiotika se vazou na enzymy syntetizujici peptidoglykany, které jsou
V bunééné sténé. Tim se porusi bunééna sténa a dojde k destrukci bakterie. Takto
pusobi 3-laktamy.

» Syntéza nukleovych kyselin
Antibiotika inhibuji gyrazu a topoizomerazu, To jsou enzymy, které pomahaji
rozplétat, Stépit a kopirovat fet¢zce DNA. Neni tedy vibec mozné provést
transkripci. Takto puisobi chinolony a fluorochinolony.

» Syntéza bilkovin
Aminoglykosidy a tetracykliny plsobi tak, Zze narusuji proteosyntézu. Navazanim
antibiotik na riznych mistech ribozomui dojde k tomu, Ze pterusi syntéza bilkovin

(proteint).

3.2.  Aminoglykosidy

V roce 1944 bylo izolované nové antibiotikum z kultury Streptomyces griseus, nasledné
pojmenované streptomycin. Béhem dalsich let byla nalezeny dalsi antibiotika, ktera maji
spole¢ny rys, a to chemickou strukturu kdy je na cyklicky aminopolyalkohol vézana
molekula aminocukrii glykosidickou vazbou (Benes 2018). Tato skupina antibiotik
je ucinna predevsim na aerobni gramnegativni bakterie véetné Pseudomonas aeruginosa
(Hasek 2012; Bednadr et al. 1996). Mezi aminoglykosidova antibiotika se dale fadi
amikacin, netilmicin a tobramycin a gentamicin. Nejucinngjsi je amikacin, jelikoz
siknému Dbakterie vytvaii rezistivitu velmi pomalu. Rezistivita bakterii
k aminoglykosidiim je dana enzymy, které acetyluji aminoskupiny. Aminoglykosidy
se velmi Casto se pouzivaji v kombinaci s 3-laktamy (penicilin) (Bednar et al. 1996;
Benes 2018). Pti pH prostiedi 7-7,4 se molekuly aminoglykosidi chovaji jako kationty
coz jim umoziuje vazat se na zdporné nabité fosfatové skupiny, které obsahuji fosfolipidy

a nukleovée kyseliny (ribozomalni RNA) (Benes 2018).

Mechanismus U¢inku aminoglykosidovych antibiotik spo¢iva v nevratném navazani
na 30S podjednotku ribozomu bakterie (4ddmkova 2016; Walsh et al. 2016). Uginkem
také muze byt poSkozeni bunééné membrany (Benes 2018). Ribozom je organela

zodpovédna za syntézu proteinti v bunice. Ribozomy bakterii a eukaryotickych bunék jsou
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rozdilné, atak pii plisobeni aminoglykosidovych antibiotik nedochéazi k poskozeni
eukaryot. Bakteridlni ribozomy maji dvé podjednotky: mensi s oznacenim
sedimentacniho faktoru 30S a vétsi oznacenou 50S. Mensi podjednotka hleda na mRNA
urCitou trojici bazi (kodon). Ke kodonu se vzdy paruje antikodon (trojice bazi
a aminokyselina), ktery nese transferova RNA (tRNA) na velké podjednotce. Usazenim
podjednotek na sebe vznika komplex a dochazi k proteosyntéze. Pokud se na malou
jednotku navaze antibiotikum, neumozni tak hledani kodonu a ani usazeni antikodont

z tRNA. Tim se zabrani dalSimu déleni bakterie (Benes 2018).

3.2.1. Gentamicin sulfat

Gentamicin sulfat (GS) se fadi mezi aminoglykosidova antibiotika, je to jeden
z celosvétoveé nejpouzivanéjSich antibiotik. Struktura GS, zobrazena na Obrazku 14,
je trisacharid obsahujici aminocukry a smés molekul oznacovanych gentamicin Cl,
gentamicin C1A, gentamicin C2, gentamicin C2A, gentamicin C2B. Byl izolovan v roce
1963 z Micromonospora purpurea (Benes 2018). Gentamicin se pro farmaceutické
pouziti pripravuje ve formé sulfatu. Farmaceuticka substance GS obsahuje 32-35 %
sulfatt. GS se snadno rozpousti ve vodé a dimethylformamidu, nerozpousti se v alkoholu
a dal8ich organickych rozpoustédlech. Ma kationtovy charakter. Pouziva se v chirurgii
jako sterilni resorbovatelna houba z kolagenu obsahujici GS a velmi ¢asto se kombinuje
s B-laktamy (Arya 2007; Hasek 2012; Ramos et al. 2012). Dale se pouziva pii 16¢bé sepsi
a zavaznych infekci. Také se vyuziva pii koZnich infekci, ptfi popaleninach, na akné
a impetiga (Benes 2018; Pisani et al. 2019). Toto antibiotikum je nefrotoxické neboli
poskozujici ledviny a ototoxické, coz znamena, ze poskozuje sluch. Pravé pouziti GS
lokalng na ur¢itém misté, by mohlo zmirnit tyto vedlejsi u¢inky (Arya 2007; Pisani et al.
2019).
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Obrazek 14: Struktura Gentamicinu sulfatu (Prevzato ze Sigma Aldrich)
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4. Bakterie

Bakterie se nachazi v lidském téle, ve zvifecim téle, v rostlinach, v pidé, ve vodg,
ve vzduchu a nemaji problém preZzit extrémni podminky. Bakterie mohou byt v kontaktu
s lidskym télem v symbidze neboli bakterie a lidské télo spolu spolupracuji, anebo
bakterie mohou na lidském téle parazitovat. Parazitovanim se mysli zneuzivani lidského
téla pro bakteridlni mnozeni. Pokud se pfemnozi bakterie, které jsou patogenni neboli
jsou schopné vytvotit biochemické prostiedky, které zpusobi onemocnéni, dochazi tak

k infekcim a zanétim (Bendar 1996).

Bakterie jsou jednobunécné organismy prokaryotického typu, které replikuji svoji DNA
a tim se dale mnozi (Schindler 2014). V ur¢itych podminkach k tomu dochéazi velmi
rychle, napiiklad v gastrointestinalnim traktu se pocet bakterii mize za 20 minut
zdvojnasobit (Walsh et al. 2016). Vétsinou maji kulovy, ty¢inkovy nebo spiralovy tvar.
Slozeni bakteridlni bunky je od eukaryotické buiiky odlisné, jednodussi (Bedndr 1996).
Na Obrazku 15 je schematicky zobrazena bakterialni bunika a jeji organely. Bakterie
neuchovavaji DNA v jadru, ale jako tzv. nukleoid, kdy je molekula DNA spletena a neni
ohrani¢ena membranou. Dalsi organelou bakteridlni buiiky jsou ribozomy, které maji dvé
podjednotky 30S a 50S a jejich funkce je syntéza proteini (proteosyntéza). Plazmidy jsou
organely podobné nukleoidiim, mohou nést dalsi DNA. Jedna z jejich vlastnosti
je mozZnost zptisobeni rezistence bakterie viéi antibiotikiim. Okolo bakterialnich organel
je cytoplazma, ma viskozni charakter a obsahuje velké mnozstvi riznych biomolekul.
Bakterii ohranicuje cytoplazmatickA membrana a nasledné bunééna sténa.
Cytoplazmaticka membrana je slozena ze dvou vrstev fosfolipidt, zajistuje transport
zivin a latek dovnitf a transport katabolitli ven z bakterie. Na membranu navazuje sténa
bakterie. Sténa gramnegativnich bakterii je slozit&jsi, tenka asi 10 az 15 pm. Tvofi ji tenka
vrstva peptidoglykanil, nad ni se nachazi dvojvrstva fosfolipidli. Vrstva peptidoglykanii
se nachazi v periplazmatickém prostoru, kde jsou kromé Zivin a katabolitd i enzymy,
které jsou schopné §tépit antibiotika (Benddr 1996). Na vnéjsi strané stény gramnegativni
bakterie jsou lipopolysacharidy, ty zpisobuji toxicitu pro zivocisné buiiky, jelikoz jsou
slozené z lipidu A, ktery je oznacovan za tzv. endotoxin gramnegativnich bakterii.
U grampozitivnich bakterii je sténa siln€j$i (20 um), tvoii ji vrstva peptidoglykanii a mezi

nimi fetézce teichoovych kyselin (Bendar 1996, Madigan et al. 2012; Walsh et al. 2016).
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Obrazek 15: Schéma prokaryotické buniky (Prevzato z Madigan et al. 2012)

Velikost bakterii je v fadu mikrometri, nelze je tedy vidét pouhym okem. Pro jejich
pozorovani se musi pouzit mikroskopie (Alberts 1998). Pro pozorovani a klasifikaci
se pouzivaji usmrcené a obarvené bakterie. Prav€ podle barveni nazyvané Gramovo
barveni miizeme bakterie rozdélit na grampozitivni a gramnegativni. Gram negativni
bakterie se obarvi ¢ervené, gram pozitivni modrofialové. Tkané s bakteriemi se barvi
krystalovou violeti, poté je pouzit Lugoviiv jodovy roztok, dale se nanasi aceton ¢i etanol.
Nésledné se preparat omyje vodou a nanasi se barviva: Safranin nebo Karbolfuchsin.
U gramnegativnich bakterii dojde k destrukci fosfolipidli pouzitim acetonu nebo etanolu
a tim k poruseni stény a vymyti krystalové violeti Néasledné barveni barvivy je zbarvi
do Cervena. Grampozitivni bakterie se zbarvi fialové, jelikoz maji silngjsi vrstvu
peptidoglykantt a nedojde tak k poruseni cytoplazmatické membrany z fosfolipida
alkoholem. Schéma slozeni stén grampozitivnich a gramnegativnich bakterii
jenaObrazku 16 (Bendar 1996, Madigan et al. 2012). Mezi grampozitivnimi
a gramnegativnimi  bakteriemi je kromé& jiného sloZeni bakteridlni stény rozdil

i ve vlastnostech a mechanismu infekce (Schindler 2014).
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Obrazek 16: Schéma stén grampozitivnich a gramnegativnich bakterii (Prevzato z Madigan
et al. 2012)
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Bakterie se mnozi v tekuté ¢i pevné pude. Na pevné pudé, napiiklad v laboratofi v Petriho
misce s agarem, rostou bakterie v koloniich. Bakterie, které jsou nevratné ptichycené
na pevné podloZce, k okolnim bunikam nebo K jejich vlastni mezibunééné hmot¢, a maji
zménény fenotyp neboli rustové vlastnosti, tvoii biofilm (Schindler 2014). Biofilm
je hlenovy polysacharidovy film, ktery drzi bakterialni buiikky dohromady a umoznuje jim
se ddle mnozit a tvofit dalsi mikrokolonie. Biofilm je velmi nebezpecny, jelikoz bakterie
V ném jsou vice rezistentni a nedovoli proniknuti antibiotika a jeho pusobeni. Piikladem
biofilmu je zubni plak, avSak biofilm se velmi casto objevuje na zdravotnickych
prostiedcich a implantatech jako jsou zilni katetry, umélé srdecni chlopné a umélé klouby.
Na kontaktnich ¢ockach se usazuje Pseudomonas aeruginosa, ktera je vice piedstavena
v nasledujici kapitole, jelikoz se vyskytuje také ve stievech a zpusobuje komplikace pfi

hojeni chirurgickych operaci (Madigan et al. 2012; Schindler 2014).

4.1. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa je bézna patogenni bakterie z rodu Pseudomonas. Tento rod
se fadi do gramnegativnich aerobnich ty¢inek. Tato skupina baterii je charakteristicka
dobrou odolnosti, polarnimi bi¢iky, pohyblivosti a roste pii teplot¢ 4 az 42 °C.
Je pfitomna se v lidském téle, ale i mimo né&j. V lidském téle se vyskytuje ve tlustém
stfeve jako soucast flory. Mimo lidské télo se vyskytuje i v pudé, ptirodnich a odpadnich
vodach, v potravinach ¢i u zvifat. Také se velmi casto vyskytuje v nemocnicnim

prostiedi, coz zptisobuje dalsi nakazy a infekce (Bedndr et al. 1996; Madigan et al. 2012).

U zdravého clovéka vétSinou nevznikne onemocnéni pii kolonizaci touto bakterii. AvSak
onemocnéni milze propuknout v disledku poskozeni klZe, rozsahlych popalenin,
narocnych operaci, dlouhodobého zavedeni cévnich katetrli, podavéani kortikoidid
a dlouhodobé podavani antibiotik, které zpusobi rezistivitu. Vznikaji tak infekce
s vysokou umrtnosti (Bedndr et al. 1996; Poole 2011; Schindler 2014).

Tato bakterie produkuje extracelularni enzymy, které §tépi vlakenné proteiny nachazejici
se Vv extracelularni matrix. Takovym enzymem je napiiklad kolagenédza, kterd Stépi
kolagen, ale dochdzi 1 ke Stépeni elastinu ¢i fibrinu. Extracelularni matrix a nové
vznikajici tkan se rozpadéd a dochazi ke poSkozeni stén cév a nekrdze tkdné. Bakterialni
infekci zpisobenou bakterii Pseudomonas aeruginosa lze 1écit antibiotiky. Napiiklad

polymyxin B, kolistin a v predchozi kapitole zminény gentamicin (Bednar et al. 1996).
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5. Aplikace nanovlakenného materialu s inkorporovanym

antibiotikem

5.1. Stfevni anastomodza

Nadorova onemocnéni ¢i autoimunitni onemocnéni postihujici gastrointestinalni trakt,
a to predevsim tenké a tlusté stfevo, vedou vétSinou k nutnym chirurgickym operacim.
Nadory, zanéty a sriisty je nutné chirurgicky odstranit. PoSkozené ¢i nemocné misto
je odstranéno a stfeva priSita zpét k sobé. Toto misto, kde jsou duté konce stiev seSity
k sob& se nazyva stievni anastomoéza. Anastomoéza je tedy spojeni dvou koncti dutych
organt, fotografie chirurgicky vytvofené anastomozy je na Obrazku 17 a) (Gonzales
a Cafasso 2018). Spojeni koncui stiev a vytvofeni anastomozy mize byt rlznymi
technikami, napiiklad: obéma konci stfev k sobé (end-to-end), konec stfeva na stranu
stfeva (end-to-side) a stranami stiev k sob& (side-to-side). Anastomo6za mize byt $ita
(nitémi z biodegradabilnich polymert), spojena stapplery (svorky) nebo lepena
tkanovymi lepidly (Blazej et al. 2015; Gonzales a Cafasso 2018; Goulder 2012; Schein
et al. 2016).

Pooperacni komplikaci stfevnich anastomoz je anastomoticky leak, kdy dojde k uniku
obsahu stfev do bfiSni dutiny skrz stfevni spoj. To mize zplsobit dals§i komplikace
a v nejhorsim piipadé sepsi a smrt (Murrell a Stamos 2006; Schein et al. 2016). K tniku
obsahu stiev mize dochazet velmi brzo, ale i pozdéji po operaci (Hyman et al. 2007).
Dalsi komplikaci jsou adheze poranéné tkané k jiné tkani, coz miiZze zplsobovat sriisty
a nepruchodnost sttev (Goor 2007). Ptitomnost bakterii v misté stfevni anastomodzy
zpusobuje infekce, zanéty a degradaci nové tkan€, coz opét vede k netésnosti stievni
anastomoézy a moznému uniku obsahu stiev (Guyton et al. 2019; Kingham a Pachter
2009; Shogan et al. 2015). Rizika poopera¢nich komplikaci se zvySuji, pokud pacient trpi
podvyzivou, obezitou, cukrovkou, je vysokého véku a uziva alkohol, steroidy ¢i koufi

(Goulder 2012; Kingham a Pachter 2009).

V soucasné dobé probiha vyvoj nanovldkenného materialu pro kryti, zpevnéni
a zabranéni vzniku pooperacnich komplikaci stfevnich anastomoéz. Testovani in vivo
nanovlakenného materidlu na stievni anastomoze je na Obrazku 17 b). Tato prace
navazuje na praci Ing. Markéty Klicové a praci Ing. Zuzany Oulehlové, kde byly vyvijeny
nanovldkenné materidl, pro kryti a zpevnéni stitevni anastomozy a zabranéni tiniku obsahu
stiev a adhezi tkani.
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Obrazek 17: a) chirurgicky vytvorena strevni anastomoza na tenkém stievu, b) nanovlakenné
materidal umistény na stievni anastomozu (Prevzato z Rosendorf et al. 2020)

Klicova (2018) ve své praci vyvijela dvouvrstvy nanovlakenny material, kdy jedna vrstva
materialu byla hydrofilni, tato vrstva byla v kontaktu se stfevni tkani a stfevni
anastomézou. Naopak druha vrstva, hydrofobni, méla zabranovat v adhezi tkané k jinym
tkanim. Prvni dvouvrstvy materidl byl vyroben z polymert PVA, ktery je hydrofilni
a PCL, ktery je hydrofobni. Druhy dvouvrstvy material byl z kyseliny hyaluronové
(hydrofilni) a PCL (hydrofobni). Pro zlepseni hydrofobicity hydrofilnich stran (strany
z PVA a kyseliny hyaluronové) byla u obou materialti provedena plazmaticka uprava
studenym methanovym plazmatem. M¢feni kontaktniho thlu potvrdilo vyssi
hydrofobicitu hydrofilnich stran materidli a lepSi stabilitu nanovladkennych vrstev
Z hydrofilnich polymert. Plazmatickad uprava také zajistila lepSi cytokompatibilitu pfi
in vitro testech.

Oulehlova (2020) ve své praci vyvijela nanovlakenny antiadhezivni material jako kryci
materidl na stfevni anastomézu. Kazda strana materidli méla jiné vlastnosti, na rubni
strané byly PCL nanovlakna a na licni stranu byly pomoci elektrosprayingu naneseny
polymerni kapicky 0 primérech v fadu mikro a nanometrti. Licni strana byla inspirovana
efektem lotosového listu, ktery je diky jemné struktufe hydrofobni. V tomto ptipadé
tvofily jemnou strukturu polymerni kapic¢ky. Material byl dale modifikovan plazmatem
pomoci hexamethyldisiloxanu z licni strany, pro =zajisténi véEétSi hydrofobicity.
Plazmaticka tprava Uspé€Sné¢ zvysila hydrofobicitu, kterd byla ovéfena pomoci
kontaktniho thlu a absorpéniho testu. Adheze byla ovétena pomoci 90°peel testu, kde byl
potvrzen ucinek hydrofobniho povrchu na tenkém stfevé z prasete. Testovani in vitro

potvrdilo cytokompatibilitu vyvinutych materialt.
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Jiz vysly tfi studie in vivo testovani nanovlakennych materiald pro zpevnéni, zlepSeni
hojeni a zabranéni pooperacnim komplikacim stfevnich anastoméz, vyvinutych na TUL

Katedie netkanych textilii a nanovldkennych materiali.

V publikaci Rosendorf et al. (2020) byly testovany in vivo nanovlakenné vrstvy, z PCL
a kopolymeru PLCL (PCL a kyselina polymlécéna). Materialy PCL a PLCL byly
vyrobeny na za¥izeni Nanospider™ (Elmarco, Ceska Republika). Materialy byly in vivo
testovany na tenkych stfevech selat. U selat byly vytvofeny chirurgicky sesité stievni
anastomozy a na n¢ byl umistén nanovldkenny material PCL nebo PLCL o rozméru
20 X 5 mm. Kontrolou byly anastomo6zy bez materialu. Selata byla nasledné sledovana
po dobu 21 dni. U Zadného selata se béhem experimentu nedoslo ke komplikacim,
gastrointestinalni trakt byl prichozi. U vrstev z materidlu PCL nedoslo k Zadné infekci,
ale u PLCL doslo k jednomu ptipadu infekce. V kontrolni skupiné bez materidlu doslo
ke dvéma infekcim. Byly zaznamenany adheze u vrstev PCL i PLCL, nejméné adhezi

bylo v kontrolni skuping.

Dvouvrstvy nanovlakenny material PCL/PV A byl in vivo testovan v publikaci Rosendorf
et al. (2021a). Byly pouzity dva materidlly PVA s rozdilnym procentem hydrolyzy
(98,0 — 98,8 % a 88 %). Materialy byly vyrobeny na zatizeni Nanospider™ (Elmarco,
Ceska Republika) nejprve byl zvlaknén PCL a na p¥imo na vytvofenou nanovldkennou
vrstvu byl pak zvlaknén PVA. Celkem 24 prasat rozdélenych do tii skupin bylo pouZito
pro in vivo experiment. Na tenkém stieve byla vytvorena anastomoéza s defektem. Jedné
skupin€ zvitat byla anastomoza kryta material PCL/PVA niZsi stupen hydrolyzy, druhé
skupin¢ PCL/PVA vyss§i stupenn hydrolyzy a tfeti skupina byla kontrolni. Materialy
ke tkani velmi jednoduse pfilnuly a nebyla nutna jejich fixace. Nékteré materialy se lehce
posunuly z mista aplikace, ale vzdy piekryvaly anastomozu. Zvifata nasledné byla
pozorovany tfi tydny a vSechna zvifata dobu pozorovani piezila. Nebyly zaznamenany
zadné znamky sepse, unikil stfevni tekutiny ani jinych vaznych komplikaci, avsak
u n€kterych zvitat doslo k vytvofeni abscesi a u jednoho doSlo v misté¢ anastomdzy

k zzZeni stieva. Byly pfitomné i adheze v misté anastomozy, ale i v okoli.

Rosendorf et al. (2021b) testoval in vivo nanovldkenné materidly z PCL zvlaknéné
na zatizeni Nanospider™ (Elmarco, Ceska Republika). Podminky zvlakiiovani byly
optimalizované tak aby plosna hmotnost byla 10 g/m?. Pramér vlaken byl (385 + 239)
nm Materialy byly sterilizované ethylenoxidem a byla sledovana in vitro bunééna adheze
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a proliferace po dobu 21 dni, pomoci kolorimetrického metabolického testu
(CCK-8), fluorescencni a skenovaci elektronovou mikroskopii. Byl pocitan pocet bun¢k
na 1 mm? plochy materialu, kdy nejvétsi podet bunék byl 14. den testovéani a 21. den pocet
bunék klesl. In vivo modelem byla prasata. Na tlustém stievé prasat (v misté sestupného
tracniku) byla vytvofena stfevni anastoméza s defektem, na kterou byl aplikovan
nanovldkenny material. Prasata byla pozorovana po dobu 21 dni, kterou v§echna prasata
piezila bez zadnych velkych komplikaci. S nanovlakennym materialem se manipulovalo
snadno, v mist¢ anastomozy piilnul, aniz by byla nutna jakakoliv fixace, avSak u nékolika
zvifat doglo k malé relokaci, ale material vzdy zfistal v misté anastomdzy. Zadné z prasat
nemélo zadnou patologickou reakci na nanovlakenny material. Bylo zjisténo, ze vV misté
anastomozy se nachazi stfevni bakterie, které¢ produkuji kolagenazu, ktera zplsobuje
degradaci kolagenu v mist¢ hojici se tkan¢, coz mtize vést k tiniku obsahu stiev ¢i jinym
komplikacim. Ve studii navrhuji pouziti nanovlakennych materiala z PCL v kombinaci

s antibakterialnimi latkami ¢i antibiotiky.

Vsechny tyto in vivo studie uvadéji nanovlakenné materialy z PCL, PLCL, ¢i PCL/PVA
jako vhodné materidly pro zpevnéni stievni anastomozy, jelikoz ve vétsin€ piipadl
nem¢li zadné nezadouci imunitni odezvy ¢i jiné negativni vlivy. Materialy se jevi jako
biokompatibilni. V publikacich také uvadi snadnou manipulaci s materialy bez nutnosti
jejich fixace, jelikoZ nanovldkenné materidly na tkan velmi dobfe pfilinaji. Autofi studie
Rosendorf et al. (2021b) navrhuji pouzit nanovldkenné materialy S antibakterialnimi
ucinky. Bakterie, jako je naptiklad Pseudomonas aeruginosa piedstavena v kapitole 4.2.,
produkuje enzymy kolagenazy, které v misté stfevni anastomozy mohou $tépit kolagen
v nové vznikajici a hojici se tkani v misté anastomozy (Guyton et al. 2019; Shogan et al.
2015). Sténa tlustého stieva je tvotfena ze Ctyf vrstev: sliznice, podslizniéni vazivo, zevni
svalova vrstva a posledni vrstva ser6za, ktera obsahuje, mimo jiné, kolagenové vazivo.
Pravé pevnost serozy je dilezita, dojde-li k degradaci této vrstvy, je pevnost stievniho
spoje snizena a mize dochazet k Giniku obsahu stfev a dalsim komplikacim (Bosmans
etal. 2015; Cihdk et al. 2013). Experimentalni ¢ast této prace popisuje vyvoj
nanovlakennych materialti s inkorporovanym antibiotikem, které ptisobi na jiz zminénou
bakterii Pseudomonas aeruginosa. Takovy material by mohl byt slibnym feSenim

komplikaci, které zpiisobuji bakterie v mist€ stitevni anastomazy.

46



5.2. Dalsi mozné aplikace nanovldkennych materidlti s inkorporovanym
antibiotikem

Aplikace nanovlakenného materialu s antibiotikem nemusi byt pouze v gastrointestinalni
chirurgii. Velky potencial ma v mistech, kde velmi jednoduse muze dojit k infekci
a zanétu jako napiiklad kaze ¢i ustni dutina. V' publikaci Hughes et al. (2020) byl vyvijen
nanovlakenny material z PCL s inkorporovanym antibiotikem GS a vépnikem pro
regeneraci poskozenych zubl. Kozni infekce ¢i vazné popaleniny jsou dalsi moznou
aplikaci téchto materialt (Gao et al. 2014; Khodir et al. 2019). Hlavni vyhodou vyuziti
nanovlaken jako nosice antibiotika je moznost lokalniho ptisobeni, coz vede k mensim
koncentracim antibiotika v celém organismu a snizi se tak vedlejsi Gc¢inky (Pisani

et al.2019).
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EXPERIMENTALNI CAST

Cilem experimentalni ¢asti bylo vytvofit nanovlakennou vrstvu z poly-e-kaprolaktonu
(PCL) s inkorporovanym antibiotikem Gentamicinem sulfatem (GS). Vyrobené vrstvy
byly charakterizovany a byl testovan obsah a Gc¢innost antibiotika ve vrstvach. Bylo
ovéfeno, zda v nanovlakennych vrstvach antibiotikum je a uvolfiuje se a zdali vrstvy
nejsou cytotoxické. Byl také sledovan vliv sterilizace ethylenoxidem na vrstvy
s antibiotikem. Nasledujici Obrazek 18 zobrazuje schéma experimentalni ¢asti. V této
kapitole jsou popsané metody experimenti, vyhodnoceny vysledky a na zavér jsou

vysledky diskutovany.

EXPERIMENTALNI CAST

VYROBA NANOVLAKENNYCH TESTOVANI OBSAHU
; CHARAKTERIZACE s
VRSTEV S INKORPOROVANYM NANOVLAKENNYCH VRSTEV A UCINKU ANTIBIOTIKA
ANTIBIOTIKEM VE VRSTVACH
fhad bR teith oo = Morfologie nanovlikennych * Chemickeé slozeni
. al?tibiotill’(er!;l vrstev s antibiotikem nanovlakennych vrstey
) . B : Obsah antibiotika
=Zvlaknéni polymernich roztoki WA ke v manovlikennych vrstvich
s antibiotikem na zafizeni o . ! =Absorpce tekutin a zména
Nanospider™ *Smacivost nanovlikennych hmotnosti vlivem absorpce
vrstev s antibiotikem L . o
= Cytotoxicita extraktu materiala
a antibiotika v médiu
= In vitro testy bunééné adheze
a proliferace
= Antibakteiralni testy
VLIV STERILIZACE NA N{\N()VL[\KENNE VRSTVY
S INKORPOROVANYM ANTIBIOTIKEM
Obrdzek 18: Schéma experimentalni casti této diplomové prace
6. Metody

Tato kapitola popisuje metody, pouzité chemikalie a pfistroje pro vyhotoveni

experimentt.

6.1. Ptiprava polymernich roztoki

Byly pfipraveno celkem Sest polymernich roztokd z granulatu PCL (Mw 45000 g/mol,
Sigma Aldrich, USA) o koncentraci 16 hm. % Vv rozpoustédlovém systému
chloroform/ethanol/kyselina octovéa (vie Penta Chemicals, Ceska Republika) o poméru
8/1/1. Do péti roztoku bylo ptidano praskové antibiotikum GS (Sigma Aldrich, USA)
a jeden byl bez antibiotika. Byly zvoleny koncentrace antibiotika 1; 3; 5; 7,5 a 10 hm. %.

Koncentrace antibiotika byla pocitana z hmotnosti susiny PCL. Roztoky byly michany
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po dobu 24 hodin a tésné pred zvlaknénim byly promichany pomoci ultrazvukové
sonotrody. Nasledné byly ihned zvlaknény.

6.2. Vyroba materiall bezjehlovym elektrostatickym zvldkiovanim

Ptipravené polymerni roztoky byly zvlaknény na zafizeni Nanospider™ NS 1WS500U
(Elmarco, Ceska Republika). Klimatické podminky zajistovala klimatizace NS AC150
(Elmarco, Ceska Republika). Polymerni roztok byl ze zasobniku nanasen na zvlakiiovaci
elektrodu, kterou byla struna. Nanovlakenné vrstvy byly zvlakinovany na podkladovou
netkanou textilii typu spunbond z polypropylenu. Parametry byly optimalizovany tak aby

vysledna vrstva méla plosnou hmotnost 10 g/m?.

6.3. Plo$na hmotnost

Z materidlu byl vystiizen ¢tverec o rozmérech 10 X 10 cm a zvadZen na analytickych

vahach.

6.4. Sterilizace materiala

Sterilizace materiali a vzorkd piipravenych pro rizné testovani byla pomoci
ethylenoxidu (Aprolene, UK) po dobu 12 hodin pii 37 °C. Sterilizace byla provedena
podle normy CSN EN 1SO 11135-1 Sterilizace vyrobki pro zdravotni pééi — Sterilizace
ethylenoxidem — Cast 1: Pozadavky na vyvoj, validaci a prabéznou kontrolu
sterilizacniho postupu pro zdravotnické prostiedky. Po sterilizaci byly materialy

odvétrany po dobu jednoho tydne pii pokojové teploté.

6.5. Skenovaci elektronova mikroskopie

Maly vzorek materialu byl nalepen na kovovy tercik a pozlacen, aby byl vodivy.
Pozlaceni bylo provedeno na pfistroji Quorum Q150R ES (Quorum Technologies)
ananesla se vrstva zlata o tloustce 10 nm. Vzorky byly snimany na skenovacim
elektronovém mikroskopu TESCAN VEGA 3 SB Easy Probe (TESCAN, Ceska

Republika) pfi riznych zvétsenich.

6.6. Mcfeni priméru vldken

Na snimcich ze skenovaciho elektronového mikroskopu, o zvétseni 5000x, byly pomoci
programu ImageJ méfeny priméry vlaken. Pro kazdy materidl bylo provedeno 300

méreni.
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6.7. Ptiprava simulované stievni tekutiny

Simulovana stfevni tekutina ma z ¢asti simulovat prostfedi, kam by mél byt aplikovan
vytvofeny material. Byla vyuzita k métfeni kontaktniho thlu a pro sledovéani absorpce
tekutin. Simulovana stfevni tekutina byla pfipravena podle receptu z Ceského 1ékopisu
(Ministerstvo zdravotnictvi CR 2017). Nejprve byl pfipraven roztok o 250 ml destilované
vody a 6,8 g dihydrogenfosfore¢nanu draselného (KH2POs Lachema, Cesk4 Republika).
Roztok byl smichan s77 ml hydroxidu sodného (NaOH, Penta Chemicals, Ceska
Republika) o koncentraci 0,2 mol/l a 500 ml vody. Nasledné bylo ptidano10 g praskového
pankreatinu (TCI Chemical, Japonsko). Poté bylo upraveno pH na 6,8 pomoci pH metru
(Hanna Instruments, Ceskd Republika). Po upraveni pH byl cely roztok zfedén

destilovanou vodou na 1000 ml.

6.8. Méfeni kontaktniho uhlu

Kontaktni uhel byl mé&fen metodou piisedlé kapky pomoci programu See System 7.6
(Advex Instruments, Ceska Republika). Na podlozni sklicko byla nalepena oboustranna
paska, na kterou byl nasledné nalepen testovany material. Pomoci pipety byla kapnuta
kapicka o objemu 5 pl. CCD kamera snimala kapicku a nasledné byl v programu
hodnocen kontaktni thel na fotografiich kapi¢ek. Na rozhrani mezi kapkou, vzduchem
a povrchem materialu byly oznaceny tfi body, body byly spojeny, a byla vytvoiena
kruZnice. Velikost kontaktniho uhlu se rovna tangenté kruZnice. PouZitou kapalinou byla
destilovana voda a simulovana stfevni tekutina. Byly testovany jak nesterilni materialy,

tak i sterilni materialy. Pro kazdy material bylo provedeno 10 méteni.

6.9. FElementarni analyza

Pro elementarni analyzu byly pfipraveny 2 vzorky o hmotnosti 5 mg z riznych mist
kazdého materialu. Pfipravené vzorky byly vlozeny do lodi¢ky z aluminiové folie
0 rozméru 4 X 11 mm a zvazeny, aby hmotnost materialu byla pravé 5 mg. Nasledné byla
lodicka slozena do tablety znovu pievazena a hmotnost byla zaznamenana. Byly také
ptipraveny standardy a kontrolni méteni. Standardem byl sulfanilamid a kontrolou byly
prazdné lodi¢ky. Méteni probihalo na pfistroji Elementar Vario Cube s TCD detektorem
po dobu 90 sekund pfi teploté 1200 °C. Byly testovany nesterilni materialy 1 sterilni

materialy.
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6.10. Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci

Na urceni chemického slozeni pomoci FTIR byly pfipraveny vzorky o rozméru
40 X 40 mm. Pted testovanim byly vzorky pouze sejmuty z podkladové netkané textilie.
Mg¢feni probihalo na piistroji Nicolet iZ10 (Thermo Fisher, USA) technikou zeslabeného
uplného odrazu (ATR — FTIR) na krystalu z diamantu. Byly méteny nesterilni materialy,

sterilni materialy 1 Cisty prasek antibiotika GS.

6.11. UV - spektrofotometrie a vysoko-ucinna kapalinova chromatografie

Pro stanoveni antibiotika GS v nanovldkennych materialech UV-spektrofotometrii
a vysoko-tuc¢innou kapalinovou chromatografii (HPLC) byl pfipraven zasobni roztok
GS (Sigma Aldrich, USA): 1 mg GS v 1 ml PBS, roztok ninhydrinu (NIN, Sigma Aldrich,
USA): 0,1 NIN g ve 20 ml PBS a z nanovlakennych materialti byly navazeny vzorky
0 hmotnostech 5 mg az 75 mg (v zavislosti na materialu), vlozeny do zkumavek a zality
2,5 ml PBS. Kalibra¢ni roztoky byly pfipraveny ze zasobniho roztoku GS do zkumavek
0 koncentraci 0,075; 0,1 a 0,15 mg/ml a objemu 2,5 ml. Pro UV spektrofotometrii byl
pfipraven blank vzorek 2,5 ml PBS a 2,5 ml roztoku NIN.

Vsechny vzorky (i blank vzorek a kalibraéni roztoky) byly zahfivany 15 minut pii 95 °C
a ke vSem vzorktim bylo tésné pted zahtatim pfidano 2,5 ml roztoku NIN. Pfi zahfivani
doslo k rozpusténi nanovlakennych materialti a uvolnéni antibiotika GS. Antibiotikum
GS reagovalo s ninhydrinem a vznikl fialové zbarveny komplex gentamicin-ninhydrin.
Po zahtati byly vzorky zchlazeny po tekouci vodou po dobu jedné minuty. Nanovlakenné
vzorky se pod tekouci vodou vysrazely a pro méfeni bylo nutné vzorky piefiltrovat pies

filtra¢ni papir. Vzorky pro kalibraci byly ihned analyzovany.

UV — spektrofotometrie

Na spektrofotometru DLAB SP-V1000 byla pomoci blank vzorku nastavena nulova
hodnota pti vinové délce 570 nm. Byla méfena intenzita fialového zbarveni komplexu
gentamicin-ninhydrin. Méfenim kalibra¢nich roztokd byla ziskdna rovnice kalibra¢ni
pfimky a byla ovéfena linearita. Podle rovnice kalibra¢ni pfimky byly vypocteny

koncentrace GS ze vzorku nanovlaken.
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Vysoko-t¢inn4 kapalinova chromatografie (HPLC)

Pro HPLC byly pouzity stejné vzorky jako pro UV-spektrofotometrii. Méfeni probihalo
na chromatogramu Shimadzu LC-10ADVP. Od kazdého vzorku probéhl nasttik o objemu
20 pl na analytickou kolonu (Ascentis Express ES-CN, 10 cm X 4,6 mm, 5 um). Mobilni
fazi tvotil acetonitril (ACN, Thermo Fischer, Francie) a destilovana voda (dH20) a jejich
pomeér se gradientové ménil: nejprve ACN: dH20 v poméru 5:95 na 100:0 béhem 3 minut
a béhem 1 minuty se vratil na pivodni slozeni 5:95. Pro dal$i métfeni bylo nutné kolonu
ekvilibrovat po dobu 1 minuty. Kazdy vzorek byl méfen tiikrat. Kalibra¢ni roztoky opét
slouzily pro stanoveni rovnice kalibracni pfimky a ovéfeni linearity. Vysledkem méteni
byly chromatogramy, ze kterych byly vypoc¢teny plochy piki a pomoci rovnice kalibra¢ni

pfimky byly vypocteny koncentrace GS v nanovlakennych materidlech.

6.12. Absorpce tekutin

Metodika absorpce tekutin do nanovlakennych vrstev byla stanovena na zakladé
publikace Choi et al. (2011). Experiment probihal tii dny. Z kazdého materialu bylo
pripraveno 10 vzorkl o velikosti 20 X 20 mm. Jednotlivé vzorky byly zvazeny, hmotnost
byla poznamenana (mz) a jednotlivé vzorky byly vlozeny do zkumavek o objemu 50 ml.
Nasledné byly vzorky zality 20 ml testovanou tekutinou. Testovanou tekutinou byla
destilovana voda a simulovana stfevni tekutina. P&t vzorkli od kazdého materialu bylo
zalito destilovanou vodou a zbylych pét simulovanou stievni tekutinou. Vzorky byly
ponechany Vv tekutinach po dobu 24 hodin pii pokojové teploté. Nasledné byly vzorky
vyndany ze zkumavek, lehce otfeny z obou stran o papirovou utérku a zvazeny (my).
Nasledné byly vzorky ponechany v laboratofi (teplota: 21 °C, vlhkost: 32 %) na vyschnuti
24 hodin a poté opét zvazeny (ms).

Nasledné byla vypocitana procentualni absorpce materialti podle vzorce:

A[%] = =2 100 (1)

mq

kde: m, je hmotnost suchého vzorku pied testovanim (1. den)

m, je hmotnost vzorku po 24 hodinach v tekutiné (2. den)
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Procentudlni ubytek hmotnosti byl vypocitan podle vzorce:

Ul%] = =2 100 )

1

kde: m; je hmotnost suchého vzorku pied testovanim (1. den)

ms je hmotnost vzorku 3. den po vysusSeni

6.13. Buné¢né testovani in vitro

Pti bunéénych in vitro testech bylo pracovano s bunéénou linii 3T3 mysi fibroblasty, ktera
byla kultivovana v Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Biosera, Francie)
do kterého bylo pfidano 10 % fetalniho bovinniho séra (FBS, Biosera, Francie) a 1% smés

antibiotik (penicilin, streptomycin, amfotericin B) a 1 % Glutaminu (Biosera, Francie).

Bunky byly uchovavany v kultivacnich lahvickach v inkubatoru v atmosféfe s teplotou
37 °C a 5% obsahem CO.. Po vytvofeni konfluentni vrstvy na dné¢ lahvi¢ky byly bunky
pasazovany. Nejprve bylo odsato médium, poté byly buniky oplachnuty PBS (fosfatovy
pufr), nasledn& byl piidan trypsin (Lonza, Svycarsko), ktery uvolituje buiiky ze dna
kultiva¢ni lahvicky a puasobi pfi 37°C. Lahvicky byly nésledné¢ ulozeny zpét
do inkubatoru o teploté 37 °C na dobu 5 minut. Po inkubaci byly buiiky resuspendovany
v novém médiu. Pro zjisténi poctu bun€k bylo odebrano 10 pl bunétné suspenze
do mikrozkumavky typu Eppendorf a k tomu bylo ptidano 10 ul tropanové modii.
Nasledn& byl na automatickém pocitadle LUNA™ (Logos Biosystems, Jizni Korea)

proveden vypocet Zivych bunék a bunééné viability.

6.13.1. Cytotoxicita extraktl

Cytotoxicita extraktli materialdl byla provedena podle normy CSN EN ISO 10993-5:
Biologické hodnoceni zdravotnickych prostiedktt — Cast 5: Zkousky na cytotoxicitu

in vitro.

Byly pfipraveny materialy o koncentraci 10 mg materialu/1 ml média do 15ml zkumavek

a vysterilizovany ethylen oxidem (Aprolene, UK) po dobu 12 hodin a tyden odvétravany.

Bunééna suspenze (buiiky v médiu DMEM) byla nasazena do 96 jamkové desticky.
Do jedné jamky bylo nasazeno 10* bunék (pasaz 12). K materialim bylo pf¥idano médium
(I ml média na 10 mg mateiralu) a byly louhovany po dobu 24 hodin na tiepacce

(N-Biotek, Jizni Korea) o 60 rpm pii teploté 37 °C.
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Po 24hodinovém louhovanim byly extrakty materiali pfidany k buikdm do 96 jamkové
desticky. Jako pozitivni kontrola (PC) bylo k buikdm ptidano médium s 0,1%
Tritonem-X, ktery je cytotoxicky. Negativni kontrolou (NC) bylo ¢isté kompletni
médium DMEM. Byly zachovany stejné podminky jak pro vSechny extrakty materiala,
tak pro ob¢ kontroly. Nasledné¢ byly extrakty materidli inkubovany S buiikami
v inkubatoru (37 °C, 5 % COz2) po dobu 24 hodin.

Cytotoxicita byla stanovena na zaklad¢ viability neboli Zivotaschopnosti bunék. Pro
stanoveni viability byl pouzit kolorimetricky metabolicky test MTT. Principem testu
je redukce zlutého rozpustného MTT 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl terazolium
bromidu na nerozpustné krystaly formazanu fialové barvy. Zivotaschopné buiiky maji
na mitochondrialnich membranach enzymy, které redukuji MTT pravé na formazan.
Nasledné se krystalky fialového formazanu rozpustily pomoci isopropylalkoholu
a vysledny barevny roztok byl méfen pomoci spektrofotometru pii vinové délce 570 nm
(referen¢ni 650 nm). Viabilita byla stanovena procentualné¢, kdy negativni kontrola byla
100 %. Hranice cytotoxicity je 70 %, viabilita, ktera byla nizsi nez 70 % znacila tedy
cytotoxicitu extraktu materialu. Pro kazdy material a kontroly bylo provedeno

12 opakovani.

6.13.2. Cytotoxicita Gentamicinu sulfatu v médiu

Spoleéné s extrakty byla sledovana cytotoxicita antibiotika GS v médium. Byly zvoleny
koncentrace 1; 5; 10; 15; 20; 40; 60; 80; 100; 250 mg GS v 1 ml média (DMEM).

Koncentrace byly navazeny na 2 ml média do 15ml centrifugacnich zkumavek, zality
médiem DMEM a louhovany 24 hodin na tiepacce o 60 rpm a 37 °C. Nasledné bylo
postupovano Stejné jako pti hodnoceni cytotoxicity extraktll materialti. Koncentrace GS
v médiu byly nasazeny k bunkam a inkubovany 24 hodin, poté byl proveden metabolicky
test MTT.

6.13.3. Test bunécné adheze a proliferace

Vzorky na in vitro test buné¢né adheze a proliferace byly pfipraveny do 24jamkovych
desticek. Materidly byly odebrany z podkladové vrstvy netkané textilie a nastfihany
do tvaru kolecek o priméru 1,6 cm, vlozeny do jamek a zatézkany sklenénymi krouzky.
Bylo ptipraveno od kazdého materialu 5 vzorkd na metabolicky test, jeden pro negativni
kontrolu a po jednom vzorku na fluorescen¢ni a elektronovou mikroskopii. Desticky
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s materialy byly sterilizovany 12 hodin ethylenoxidem (Anprolene, UK) a poté tyden

odvétrany pti pokojové teplote.

K pfipravenym materialam v destickach byla nasazena buné¢na suspenze, koncentrace
buné&k do jedné jamky byla 7 - 102 bunék/ml. Do jedné jamky byl pfidan 1 ml bun&né
suspenze. Pozitivni kontrolou byly v tomto pfipadé pouze bunky nasazené v jamce bez

materidlu a negativni kontrolou byly materidly pouze s médiem, bez bunék.

Bunécna adheze a proliferace byla sledovana po dobu 21 dni. Testovani probihalo 2.; 7.;
14. a 21. den. Interakce bun¢k s materialy byla hodnocena pomoci metabolického testu

CCK-8, fluorescen¢ni mikroskopie a skenovaci elektronové mikroskopie.

Metabolicky test CCK-8

Metabolicka aktivita byla sledovana 2. 7. 14. a 21. den testovani. CCK-8
je kolorimetricky test, kdy je na zakladé absorbance vyhodnocena viablilita.
Vodorozpustna tetrazoliova sil WST-8 je redukovana dehydrogenazovymi aktivitami
Vv buiikdch a vznika zlut¢ zabaveny formazan. K materialim, které byly 0sazené bunikami,
bylo pfidano 1 ml 10% CCK-8 v médiu DMEM. Nasledné se materialy inkubovaly
3 hodiny v inkubatoru (37 °C, 5 % COz). Po inkubaci se od materiald v CCK-8 v médiu
DMEM ptepipetovalo 200 pl do nové 96 jamkové desticky. Pomoci spektrofotometru
byla pak méfena absorbance pifi 450 nm a vyhodnocena viabilita, kterd odpovida

absorbanci.

Fluorescenéni mikroskopie

Interakce bunék s materialy byla sledovana pomoci fluorescen¢ni mikroskopie 2. 7. 14.
a2l. den testovani. Vzorky byly nejprve oplachnuty PBS, poté vloZzeny do 1 ml
2,5 glutaraldehydu na 15 minut, ktery buiikky na materialu zafixoval. Pro obarveni bylo
nejprve nutné narusit bunéfnou sténu, pomoci permeabiliza¢niho roztoku po dobu
5 minut, aby do buiiky mohlo proniknout barvivo. Permeabiliza¢ni roztok byl piipraven
z 0,01 g bovinniho sérového albuminu (BSA), 10 ml PBS a 0,1 % Tritonu X-100 (Sigma
Aldrich, USA).

Barevni cytoskeletu bylo provedeno pomoci barviciho roztoku phalloidin-fluorescein
izothiokyanat (FITC, Sigma Aldrich, USA) v permeabilizacnim roztoku zfedény 1:1000.
Bylo pridano 300 pl barviva phalloidinu-FITC do kazdé jamky s materidlem
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a inkubovano 30 minut ve tm¢ (zakryté alobalem). Phalloidin-FITC se vaze na aktinova
vladkna cytoskeletu a barvi je zelené. Barveni jader bylo pomoci barviva DAPI
(4',6-diamidin-2-fenylindol, Sigma Aldrich, USA) zfedény 1:1000. Do kazdé jamky bylo
ptidano 300 pl barviva DAPI a inkubovano 5 minut ve tm¢. Barvivo DAPI barvi jadernou
DNA modfe. Po obarveni byly vzorky proplachnuty PBS, nésledné v PBS ponechany,

zakryty alobalem a uloZzeny do lednice do snimani.

Vzorky s obarvenymi buiikami byly nasledné pozorovany a snimany na fluorescen¢nim
mikroskopu Nikon Eclipse-Ti-E (Nikon Imaging, Ceska republika). Pro vyhodnoceni
poétu bunék na 1 mm? bylo nasnimano 10 snimku od kazdého materialu a vyhodnoceno

v softwaru MATLAB (MathWorks, USA).

Skenovaci elektronovd mikroskopie

Vzorky pro skenovaci elektronovou mikroskopii byly nejdiive oplachnuty PBS a pak
vlozeny do 1 ml 2,5% glutaraldehydu pro zafixovani bun€k na materidlu. Nasledné byly
vzorky vysuseny pomoci ethanolové tady: 60%, 70%, 80%, 90%, 96%, 100% ethanol,
kazda koncentrace po dobu 5 minut. Poté se vzorky nechaly vyschnout na parafilmu,
nalepily na ter¢ik a pozlatily 10 nm vrstvou. Nasledné byly snimany na skenovacim
elektronovém mikroskopu TESCAN VEGA 3 SB Easy Probe (TESCAN, Ceska
Republika).

6.14. Antibakteridlni testy

Difuizni uéinnost antibiotika

Difuzni experiment vychéazel z normy AATCC Test Method: 147-2004 - Antibacterial
Activity Assessment of Textile materials: Parallel Streak Method, avsak metodika byla

podle potieb testovani upravena.

Pro prvni experiment difizni ucinnosti antibiotika GS v nanovldkennych vrstvach byly
nastiihany ¢tyfi vzorky od kazdého materiali o rozméru 10 X 10 mm. Pro druhy
experiment byly ptipraveny ¢tyii vzorky od kazdého materialu o rozméru 10 X 40 mm.

Vzorky byly pted testovani odejmuty z podkladové textilie.

Testované bakterialni kultury byly Escherichia coli CCM 7929 (gramnegativni)
a Staphylococcus gallinarum CCM 3572 (grampozitivni). Byli pfipraveny Petriho misky

s agarem. Pro Escherichia Coli byly pfipraveny Petriho misky s Nutrient agarem a pro
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Staphylococcus gallinarum byl pfipraven Braid Parker agar. Agar slouzi jako zivna ptida
pro bakterialni kultury. Bylo pfipraveno inokulum neboli bakterialni suspenze, kdy
se do fyziologického roztoku (NaCl v destilované vodé) piidaly bakterie z vyockované
kolonie kultivované na agaru. Piipravena koncentrace inokula byla 1,5 - 108 KTJ/ml
(kolonii tvotici jednotky na 1 ml). Koncentrace byla méfena pomoci nefelometru, ktery

méii zékal v jednotkach McFarland (1 McFarland je 3-108 KTJ/ml).

Do pripravenych Petriho misek s agarem byl napipetovan 1 ml pfipraveného inokula
s vyoCkovanymi koloniemi bakterii Escherichia Coli a Staphylococcus gallinarum.
Inokulum bylo rozetfeno po agaru v misce a nasledné byl do misky vlozen material. Pro
kazdy material a bakterialni kulturu byla pfipravena dvé opakovani. Misky byly vlozeny

do inkubétoru o 37 °C a inkubovany 24 hodin.

Antibakterialni uéinky extraktti materialu

Byla ptipravena inokula bakterie Escherichia coli CCM 7929 o koncentracich: 3 - 108
1,5 - 10% 3 - 107; 1,5 - 10" a 3 - 10° KTJ/ml. Material PCL + 5 % GS byl nasti{han
do zkumavek a zalit inokulem. Materialy byly louhovany 4,5 hodiny pfi pokojové teploté.
Do Petriho misek byl napipetovan 1 ml inokula s louhovanym materidlem o ptipravenych
koncentracich. Misky s inokulem byly nasledné zality agarem TBX (Trypton Bile
X-Glucuronid) a zamichany. Stejné tak byl do Petriho misek napipetovan 1 ml inokula
bez louhovaného materidlu a zalit agarem TBX. Inkubace probihala 24 hodin

Vv inkubatoru pii 37 °C.

6.15. Statistické vyhodnoceni dat

Data byla vyhodnocena pomoci programu GraphPad Prism 7.05 (GraphPad Software,
USA).

U vSech dat byl nejprve proveden test na ovéfeni normality pomoci Shapiro-Wilkova
testu. Pro parové porovnavani skupin byl zvolen u parametricky t-test a neparametricky
t-test (Mann-Whitney test). Pro parametrické porovnavani vice skupin mezi sebou byl
pouzit ANOVA Bonferroni test s hladinou vyznamnosti p=0,001. Pro neparametrické
porovnani skupiny byl pozit ANOVA Kruskal-Wallis test. Hvézdicky v grafech nad
skupinami zna¢i statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami podle hodnoty
p (* p<0,0332; ** p<0,0021;*** p<0,0002; **** p<0,0001). V ptipadé, ze mezi
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skupinami nebyl statisticky vyznamny rozdil (p<0,1234), nebyly nad skupinami zadné

hvézdicky vyznaceny.

Data jsou zobrazena ve sloupcovych, bodovych a krabicovych grafech. Krabicové grafy
jsou vykresleny pomoci Tukey testu, kdy okraje boxplotu znamenaji prvni a treti kvartil,
uvnitf boxplotu je median, Cervenym kiizkem je vyznacen prumér a fousy jsou
ve vzdalenosti, kterd odpovida hodnoté ((tieti - prvni kvartil) - 1,5). Samostatné body
zna¢i odlehla meéfeni. Nekteré vyhodnocené hodnoty jsou wuvadény jako
prumér + smérodatna odchylka (dale SD). N¢které data zobrazuji naméfené hodnoty

Z riiznych mist materiald a nejsou zprimérovana.
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7. Vysledky

V této kapitole jsou interpretovany vysledky z provedenych experimentd. Kapitola
jerozdélena na tii podkapitoly. Prvni popisuje vyrobu nanovlakennych vrstev
s inkorporovanym antibiotikem, ve druhé jsou charakterizovany vyrobené nanovlakenné
vrstvy a ve tieti jsou vysledky testovani obsahu a ucinnosti antibiotika v nanovlakennych

vrstvach.

Krom¢ charakteristiky a testovani materialti s inkorporovanym antibiotikem GS, byl také
sledovan vliv sterilizace ethylenoxidem na vrstvy s antibiotikem. Veskeré materialy,
které maji aplikaci v mediciné musi byt sterilni. Sterilizaci se usmrcuji mikroorganismy,
které mohou vyvolat imunitni reakci €i infekei a jejich sterilizaci se tak ptfedchéazi dal§im
komplikacim. Vé&tSina experimentd byla provedena s nesterilnimi i sterilnimi materialy,

pro vyhodnoceni zmény vlastnosti v disledku sterilizace.

7.1.  Vyroba nanovldkennych vrstev S inkorporovanym antibiotikem

Bily prasek GS byl rozmichan v polymernim roztoku PCL (16 hm. %)
Vv chloroform/ethanol/kyselina octovda (CHEKO) o poméru 8/1/1. Jelikoz GS neni
Vv pouzitych rozpoustédlech rozpustny, byl v roztoku rozptyleny a vnikla tak suspenze
polymerniho roztoku a GS. Na Obrazku 19 jsou pfipravené polymerni roztoky
s antibiotikem. Na Obrazku 19 A je 16% PCL v CHEKO 8/1/1, na Obrazku 19 B je 16%
PCL v CHEKO 8/1/1 + 1 % GS, Obrazek 19 C je 16% PCL v CHEKO 8/1/1 + 5 % GS
ana Obrazku 19 D je 16% PCL v CHEKO 8/1/1 + 10 % GS. Je vidét, ze S vyssi
koncentraci GS je polymerni roztok vice mlé¢n¢ zakaleny. Pied zvlaknénim byly roztoky
homogenizovany ultrazvukovou sonotrodou. Thned poté byly roztoky zvlaknény
na zatizeni Nanospider™ NS 1WS500U (Elmarco, Ceska Republika).
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A

Obrazek 19: Pripravené polymerm roztoky s rozptylenym antibiotikem GS: A — PCL bez
antibiotika, B—PCL + 1% GS, C — PCL + 5% GS, D — PCL + 10% GS vse v CHEKO 8/1/1

V Tabulce 2 jsou parametry zvlakinovani. Byly nastaveny a optimalizovany tak, aby
vysledna plosnd hmotnost vrstev byla 10 g/m?. Aby vysledné vrstvy mély pozadovanou
plosnou hmotnost, bylo nutné, se zvySujici se koncentraci antibiotika GS ve vrstvach,
snizovat rychlost odtahu. Pti zvlaknovani roztoku 16% PCL v CHEKO 8/1/1 + 10 % GS
byla rychlost odtahu velmi nizka, zvlaknovani probihalo velmi pomalu a vysledna vrstva
byla velmi nehomogenni. Jak vyplyva i zdale uvedenych vysledkd, koncentrace
antibiotika 10 % v nanovlakennych vrstvach, se da povazovat za limitni koncentraci pro

zvlaknovani.
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Tabulka 2: Parametry zvldkiiovani pro jednotlivé roztoky

: 16% PCL 16% PCL | 16% PCL | 16% PCL | 16% PCL | 16% PCL
Polymerni v GHEKO | V. CHEKO | v CHEKO | v CHEKO | v CHEKO | v CHEKO
roztok 8/1/1 8/1/1+1 | 8/1/1+3 | 8/1/1+5 8/1/1 + 8/1/1 + 10

% GS % GS % GS 7,5 % GS % GS

Rychlost
odtahu 70-72 65;72-75 45:; 68 45; 75 40; 59 15
[mm/min]
Vzdalenost

170 170 170 170 170 170
kolektoru [mm]
Napéti na
elektrodach +40/-10 +40/-10 +40/-10 +40/-10 +40/-10 +40/-10
[kV]
Privlak [mm] 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6
Rychlost
pohybu 550 550 550 550 550 550
cartrige EMW
[mm/s]
Rychlost
odtahu struny 15 15 15 15 15 15
[mm/min]
Teplotaivihkost 22 °C/ 22 °C/ 22 °C/ 22 °C/ 22 °C/ 22 °C/

P 52 % 52 % 52 % 52 % 52 % 52 %

Plosna
gtaeet 10 10 10 10 10 10
vlakenné
vrstvy [g/m?]

1.2,

Charakterizace zvlaknénych nanovlakennych vrstev

Bylo pfipraveno Sest nanovldkennych vrstev, pét s riznymi koncentracemi antibiotika

a jedna bez antibiotika. Koncentrace antibiotika jsou vztazeny na suSinu polymeru. Pro

lep$i piehlednost je vytvotena Tabulka 3. kde jsou popsany zvlakinované roztoky

s koncentraci antibiotika a nazev vyrobenych materiali pouzivany dale v praci.

Tabulka 3: Prehled zvildknénych roztokii a ndazev vyslednych vrstev ddle v prdci

Polymerni roztok

Koncentrace antibiotika

Nazev materialu dale v

(poé€itana ze susiny PCL)

praci

16% PCL v CHEKO 8/1/1

0%

PCL

16% PCL v CHEKO 8/1/1

1%

PCL + 1% GS

16% PCL v CHEKO 8/1/1

3%

PCL + 3% GS

16% PCL v CHEKO 8/1/1

5%

PCL + 5% GS

16% PCL v CHEKO 8/1/1

7,5%

PCL + 7,5% GS

16% PCL v CHEKO 8/1/1

10%

PCL + 10% GS

61



7.2.1. Morfologie nanovlakennych vrstev

Viechny vrstvy maji plosnou hmotnost 10 g/m? a jsou zvlaknény na podkladové textilii
typu spunbond z polypropylenu. Pro mikroskopicky pohled byly vrstvy sledovany
a analyzovany skenovacim elektronovym mikroskopem. Na snimcich zvétsSenych 3000x
na Obrazku 20 je vidét rozdilndA morfologie nanovlakennych vrstev s riznymi
koncentracemi antibiotika po zvlaknéni. Vrstvy jsou lehce defektni a je wvidét,

ze se zvySujici se koncentraci jsou vrstvy defektni vice a také mén€ orientované.

Na Obrazku 21 jsou snimky nanovldkennych vrstev po sterilizaci. Pfi porovnani Obrazku
21 s nesterilnimi vrstvami na Obrazku 20, lze vidét, Ze sterilizace ethylenoxidem nijak

vyrazné neovlivnila morfologii nanovlakennych vrstev.

NESTERILNI MATERIALY

A 5
i

Obrazek 20: Snimky 7 SEM nesterilnich vrstev, zvétseni 3000x
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STERILNI MATERIALY

PCL PCL +1% GS PCL + 3% GS

Obrazek 21:Snimky 7 SEM sterilnich vrstev, zvétseni 3000x

7.2.2. Primér vldken

Na SEM snimcich o zvétSeni 5000x byly méfeny pruméry vlaken. Od kazdého materialu
bylo provedeno 300 méfeni. Primérné priméry vlaken a smérodatné odchylky jsou
v Tabulce 4. Data jsou graficky znazornéna na Obrazku 22. Nejvétsi pruméry vlaken
ma material bez antibiotika PCL, primérna hodnota (382,92 + 239,86) nm. Praméry
vlaken, u materialt s antibiotikem se zvySujici se koncentraci, se snizuji az do materialu
PCL + 10% GS. Tento material ma vétsi pruméry vlaken, (379,89 + 238,20) nm, nez
ostatni materialy s antibiotikem, pravé kvili velkému mnozstvi defektd. Rozdily mezi

jednotlivymi materialy jsou statisticky vyznamné.

Tabulka 4. Primeéry vidken a smérodatné odchylky

Material Primeér = SD [nm]

PCL

382,92 + 239,86

PCL + 1% GS

348,59 + 240,76

PCL + 3% GS

326,65 + 307,13

PCL + 5% GS

305,06 + 275,97

PCL + 7,5% GS

282,40 £ 200,47

PCL + 10% GS

379,89 £ 238,20
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Obrazek 22: Krabicovy graf prumeéri viaken nesterilnich materiali, + znaci prumérnou
hodnotu, Tukey; *p<0,0332, ** p<0,0021, *** p<0,0002, **** p<0,0001; ANOVA Kruskal-
Wallis; n=300

7.2.3. Smacivost vrstev

Velikost kontaktniho uhlu uréuje smacivost vyrobenych nanovlakennych vrstev. Pokud
je kontaktni thel mensi nez 90°, je vrstva testovanou tekutinou smacena. Avsak pokud
je uhel vétsi nez 90°, je vrstva nesmaciva, v piipadé vody hydrofobni. Testované tekutiny
byly destilovana voda a simulovana stievni tekutina. Simulovana stfevni tekutina byla
ptipravena podle receptu v kapitole 6.7. Pro kazdy material s kazdou tekutinou bylo
provedeno 10 méfeni. Byla také sledovana zména smacivosti po sterilizaci materiala.
Obrazky 23 a 24 zobrazuji grafy kontaktnich thli pro jednotlivé materidly, nesterilni
I sterilni. VéEtSina materialti se jevila jako smaciva destilovanou vodou a simulovanou
sttevni tekutinou. Pouze u nesterilnich materiala PCL a PCL + 5% GS pii méfeni
s destilovanou vodou byl kontaktni thel vétsi nez 90° a to konkrétné pro PCL
(91,6 = 15,9)° a pro PCL + 5% GS (105,6 + 15,2)°. Simulovanou stfevni tekutinou byly
smaceny vSechny materidly. Byly sledovany rozdily mezi nesterilnimi a sterilnimi
materialy a u vétSiny materiald je rozdil je statistiky vyznamny. Vysoké smérodatné

odchylky mohou byt dany nizkym poctem méfeni nebo také pouzitou metodou méfeni.
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Obrazek 23: Graf hodnot kontaktniho whlu vody, pro nesterilni a sterilni materialy,; * p<0,0332,
** p<0,0021, *** p<0,0002, **** p<0,0001, parametricky t-test; n=10
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Obrdzek 24.: Graf hodnot kontaktniho vhlu simulované strevni tekutiny, pro nesterilni a sterilni
materialy; * p<0,0332, ** p<0,0021, *** p<0,0002, **** p<0,0001, parametricky t-test,

neparametricky t-test (Mann-Whitney test); n=10

7.3. Testovani obsahu a u¢inku antibiotika ve vrstvach

Bylo testovéano, zdali je antibiotikum Gentamicin Sulfat pfitomny v nanovldkennych

vrstvach, jak vrstvy absorbuji tekutiny, jestli nejsou cytotoxické, jaka je jejich

cytokompatibilita a jestli maji vrstvy antibakterialni u¢inky.
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7.3.1. Chemické slozeni nanovlakennych vrstev s antibiotikem

Pro ur€eni chemického slozeni byla provedena elementarni analyza. Touto analyzou
je mozné kvantitativné vyhodnotit obsah prvki ve vzorku. Bylo sledovano mnozstvi
prvkt dusiku a siry, jelikoz Gentamicin Sulfat (Obrazek 25) inkorporovany
Vv nanovlakenné PCL vrstvé obsahuje aminové skupiny (-NH2) a sulfaty, které vznikaji
odtrzenim vodiki z kyseliny sirové. Graf na Obrazku 26 zobrazuje naméteny hmotnostni
procentudlni obsahu dusiku. Je zde vidét rostouci trend, kdy s vy$si koncentraci
antibiotika v materialu roste naméfeny obsah dusiku. Tento trend je potvrzen i u méfeni
obsahu siry na grafu na Obrazku 27, avSak u materidlu sterilni PCL se jedno méfeni
vychyluje. To mize byt zpusobeno napiiklad vlhkosti vzorku ¢i zbytkem rozpoustédla,
coz ovliviiuje méteni. Nicmén¢ ostatni méfeni i u nesterilnich vzorkli vykazuji nulovy

obsah siry. Naméfené hodnoty jsou vyneseny v Tabulce 5 a 6.
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Obrdazek 25: Struktura Gentamicinu sulfatu (Prevzato ze Sigma Aldrich)
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Obrdazek 26. Graf obsahu dusiku v nanoviakennych vrstvdch s antibiotikem, pro nesterilni i
sterilni materialy, 2 méreni z riuznych mist
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Tabulka 5. Vysledky elementdarni analyzy — obsah dusiku v nesterilnich i sterilnich materidlech

Obsah dusiku Nesterilni materialy [%] Sterilni materialy [%]
PCL 0,01 0,01 0,03 0,02
PCL + 1% GS 0,08 0,09 0,07 0,07
PCL + 3% GS 0,23 0,23 0,27 0,25
PCL + 5% GS 0,29 0,30 0,31 0,31
PCL + 7,5% GS 0,49 0,48 0,52 0,53
PCL + 10% GS 0,73 0,72 0,76 0,77
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Obrdzek 27: Graf obsahu siry v nanoviakennych vrstvdch s antibiotikem, pro nesterilni i sterilni
materialy, 2 méreni z riznych mist

Tabulka 6. Vysledky elementdrni analyzy — obsah siry v nesterilnich i sterilnich materidlech

Obsabh siry Nesterilni materialy [%0] Sterilni materialy [%]
PCL 0 0 0,08 0

PCL + 1% GS 0,05 0,07 0,03 0,01
PCL + 3% GS 0,21 0,21 0,20 0,20
PCL + 5% GS 0,27 0,30 0,26 0,25
PCL + 7,5% GS 0,48 0,49 0,46 0,47
PCL + 10% GS 0,72 0,73 0,70 0,72

Dalsi analyzou, kterou je mozné vyhodnotit chemické slouZzeni je infracervena
spektroskopie s Fourierovou transformaci. FTIR analyza je kvalitativni analyza
anarozdil od elementarni analyzy, kde se hodnoti obsah prvki, FTIR analyza

vyhodnocuje, jaké molekuly se na zakladé absorbance vInéni nachazi ve vzorku.
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Bylo méteno ¢isté antibiotikum GS a vSechny materialy s obsahem GS. Na Obrazku 28
je absorban¢ni rozdilové spektrum z FTIR méfeni nesterilnich materialti. Piky jsou
u vlnoétu cca 1600 cm™ coz odpovida amidickym pastim, a to odpovida vibracim vazeb
mezi -CO a mezi -NHpy, kter¢ jsou také obsazeny v molekule antibiotika GS (viz Obrazek

25). Pik u vinoétu cca 1000 cm™ odpovida sirantim (sulfatéim), tedy vibracim vazby S=O.

{Subtraction Result:PCL 10% GS - PCL &isté

O‘D3DESL\t:1ractlc" Result:PCL 5% GS - PCL Cisté siran

0.028 Subtraction Result:PCL 3% GS - PCL ¢isté
Subtraction Result:PCL 1% GS - PCL €isté
0.026:Subtraction Result:PCL 7,5% GS - PCL &isté siran
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Obrazek 28: Absorbancni rozdilova spektra FTIR pro nesterilni materialy, ze kterych byla
odectena spektra PCL

7.3.2. Obsah antibiotika v nanovlakennych vrstvach

Pro potvrzeni obsahu antibiotika GS byla provedena kvantifikace pomoci
UV-spektrofotometrie a  vysoko-ucinné  kapalinové  chromatografie =~ panem
prof. RNDr. Daliborem Satinskym, Ph.D. z Farmaceutické fakulty Karlovy Univerzity

v Hradci Kralové.

Na Obrazku 29 je graf s vysledky z méteni na UV-spektrofotometru, kdy byl méten obsah
antibiotika GS ve vrstvach pomoci méfeni intenzity zbarveni fialového komplexu
gentamicin-ninhydrin. Byly méfeny nesterilni i sterilni vzorky z rGznych mist. Graf
ukazuje, ze naméfeny obsah antibiotika GS se zvySuje s vys$imi koncentracemi
GS ve vrstvach. Podafilo se inkorporovat antibiotikum do nanovlakennych vrstev, avsak
naméfeny obsah je nizsi nez pfipravenad koncentrace antibiotika do polymernich roztokd.
U materialu PCL + 10% GS jsou u sterilnich materiali, nékteré hodnoty nizsi, to mtze
byt dano nerovnomérnou distribuci GS v nanovldkenné vrstvé, pravé kvali vysoké

koncentraci, kterd zapticinila, Ze se polymerni roztok hiife a pomalu zvlaknoval. Material

PCL bez antibiotika nebyl méten. Hodnoty jsou zobrazeny v Tabulce 7.
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Obrazek 29: Graf méreni komplexu gentamicin-ninhydrin na UV-spektrofotometru, coz
odpovida procentudlnimu obsahu GS ve vrstvach, 3 méreni z riiznych mist

Tabulka 7: Hodnoty namérené UV — spektrofotometrii

Material Nesterilni materialy [%] Sterilni materialy [%0]

PCL + 1% GS 0,81 0,87 0,87 0,82 0,71 0,76
PCL + 3% GS 2,08 2,66 2,81 2,01 2,15 2,31
PCL + 5% GS 3,95 3,51 3,72 3,71 3,19 3,68
PCL + 7,5% GS 5,83 5,45 5,40 5,43 5,23 5,04
PCL + 10% GS 7,84 7,48 7,68 7,39 5,37 5,36

Obrazek 30 zobrazuje graf naméfenych hodnot z vysoko-uc¢inné kapalinové
chromatografie. Byly méteny nesterilni i sterilni vzorky zrGznych mist. Vysledky
koresponduji s vysledky =z UV-spektrofotometrie, je zde opét potvrzeno,
ze se antibiotikum podafilo inkorporovat do nanovlakennych vrstev. Stejné jako
u UV-spektrofotometrie, pro sterilni material PCL + 10% GS byly naméteny nékteré
hodnoty nizsi, coz opét mize byt dano nerovnomérnou distribuci antibiotika ve vrstvach.

Konkrétni hodnoty jsou poznamenané v Tabulce 8.
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Obrazek 30: Graf mereni komplexu gentamicin-ninhydrin na HPLC, coz odpovida
procentudalnimu obsahu GS ve vrstvach, 3 méreni z riuznych mist

Tabulka 8: Hodnoty namérené pomoci HPLC

Material Nesterilni materialy [%] Sterilni materialy [%]

PCL + 1% GS 0,94 0,98 0,94 1,11 0,93 0,97
PCL + 3% GS 2,43 2,96 3,13 2,69 2,81 2,96
PCL + 5% GS 4,53 3,86 4,11 4,97 4,16 4,69
PCL + 7,5% GS 6,74 6,02 5,95 7,27 6,63 6,42
PCL + 10% GS 9,12 8,24 3,67 9,82 7,01 6,86

7.3.3. Absorpce tekutin a zména hmotnosti vlivem absorpce

Chovani materiali v kontaktu s tekutinou bylo také testovano metodou absorpce.
Absorpce byla testovana s destilovanou vodou a simulovanou stfevni tekutinou. Hodnota
absorpce byla vypocitana podle rovnice (1) v kapitole 6.12. Vysledky experimentu jsou
graficky zobrazeny na Obrazcich 31 a 32. Nejvétsi hodnotu absorpce vody i simulované
stievni tekutiny ma material nesterilni PCL + 10% GS. To mtiZe byt zplisobeno nejveétsim
obsahem antibiotika GS ve vlaknech, které je ve vodé rozpustné. Avsak hodnoty absorpce
sterilnich materiald PCL + 10% GS toto nepotvrzuji, absorpce je nizsi. U ostatnich
materiall jsou hodnoty absorpce u sterilnich materiali vy$$i nez u nesterilnich. Data maji
také velké smérodatné odchylky. To je dano metodikou experimentu, kdy mohlo dojit

k rozdilnému vysuseni vzorki pied vazenim.
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Obrdzek 31: Graf prizmérné hodnoty absorpce destilované vody pro nesterilni a sterilni
materialy; * p<0,0332, ** p<0,0021, *** p<0,0002, **** p<0,0001,; parametricky t-test,
neparametricky t-test (Mann-Whitney test); n=5

ABSORPCE SIMULOVANE STREVNi TEKUTINY
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Obrazek 32: Graf priimérné hodnoty absorpce simulované stievni tekutiny pro nesterilni
a sterilni materialy; * p<0,0332, ** p<0,0021, *** p<0,0002, **** p<0,0001, parametricky
t-test, neparametricky t-test (Mann-Whitney test); n=5
Béhem absorpce byla také sledovana zména hmotnosti vzorki po absorpci podle rovnice

(2) v kapitole 6.12. Na Obrazku 33 je graficky zobrazena zména hmotnosti materialt

po absorpci destilované vody a na Obrazku 34 je graf zmény hmotnosti po absorpci
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simulované stfevni tekutiny. V porovnani zmény hmotnosti po absorpci vody
a simulované stievni tekutiny je vidét, ze materialy, které absorbovaly vodu maji
procentualni zménu hmotnosti zapornou. Doslo tedy k ubytku materidlu a sniZeni
hmotnosti. Antibiotikum GS je ve vodé rozpustné, tudiz ve vodném prostiedni
se antibiotikum uvolnilo a rozpustilo. Materialy, které byly zality simulovanou stfevni
tekutinou maji ve vétSin€ piipadd kladnou procentualni zménu hmotnosti. Doslo
ke zvySeni hmotnosti po absorpci. Materialy pii kontaktu se simulovanou stfevni
tekutinou nabobtnaly, coz ukazuje schopnost tohoto materialu absorbovat piipadny unik
obsahu stfev pfti aplikaci tohoto materialu na stievni anastomo6zu. Hodnoty nékterych
materialt jsou odchylené od trendt, to mize byt ddno metodikou, kdy nebylo zcela mozné

vysusit pied vaZzenim vSechny vzorky stejné.
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Obrazek 33: Graf zmény hmotnosti vzorkii po absorpci destilované vody pro nesterilni a sterilni
materialy; * p<0,0332, ** p<0,0021, *** p<0,0002, **** p<0,0001,; parametricky t-test; n=5
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Obrazek 34: Graf zmény hmotnosti vzorkii po absorpci simulované strevni tekutiny, nesterilni
a sterilni materidly; * p<0,0332, ** p<0,0021, *** p<0,0002, **** p<0,0001, parametricky
t-test; n=5

7.3.4. Cytotoxicita extraktll materialt

Bylo testovano, jestli jsou extrakti materiali cytotoxické. Extrakty byly piidany
k bunécné linii 3T3 mysi fibroblasty a inkubovany po dobu 24 hodin. Nasledné byla
hodnocena viabilita pomoci metabolického kolorimetrického testu MTT. Viabilita neboli
zivotaschopnost bun&k byla hodnocena v procentech. Podle normy CSN EN ISO

10993-5 je hrani¢ni hodnota viability 70 %, niz$i procentualni viabilita znac¢i cytotoxicitu.

Otazkou bylo, jestli néktera koncentrace antibiotika mize byt cytotoxicka pro bunky.
Na Obrazku 35 je graf procentualni viability pro jednotlivé extrakty materialti. Hrani¢ni
hodnotu cytotoxicity znac¢i v grafu Cervena ¢ara. Hodnoty materiald byly posuzovany
podle negativni kontroly (NC), coz byly pouze butiky v médiu DMEM a znaci tak 100%
viabilitu. Pozitivni kontrolou (PC) byly bunky v roztoku média a Tritonu-X, ktery je pro
bunky cytotoxicky. Z grafu je vidét, ze vSechny materialy s antibiotiky i bez, nejsou

cytotoxické.
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Obrazek 35: Graf bunécné viability bunécné linie 3T3 mysich fibroblastii, extrakty inkubovany
24 hodin, NC — negativni kontrola (buriky pouze v médiu DMEM, normalni konfluence bunek),
PC — pozitivni kontrola (buriky usmrcené Tritonem-X)

7.3.5. Cytotoxicita Gentamicinu sulfatu v médiu

Byla sledovana i samotna cytotoxicita antibiotika GS. Byly ptipraveny koncentrace GS
1;5; 10; 15; 20; 40; 60; 80; 100 a 250 mg GS v 1 ml média DMEM a 24 hodin inkubovany

spole¢né s bunécénou linii 3T3 mysi fibroblasty.

Na Obrazku 36 je graf bunécné viability pro jednotlivé koncentrace GS v 1 ml média
DMEM. Cervena ¢ara znadi hranici cytotoxicity 70 %. Negativni kontrola (NC) jsou
buiiky pouze v médiu, pozitivni kontrola (PC) jsou buniky usmrcené Tritonem-X. Zvolené
koncentrace GS pro tento experiment vychazi z koncentrace GS, ktera byla ptidana
do polymernich roztokd. Pro pfipravu polymerniho roztoku pro material PCL + 1% GS,
bylo pfidano 160 mg GS do 100 ml roztoku. Vychazi tedy, ze v 1ml roztoku je 1,6 mg
GS. Pro nejvyssi koncentraci tedy 10 % GS, vychazi 16 mg v 1 ml roztoku. Obé tyto
koncentrace cist¢ho antibiotika GS v médiu, nevySly jako cytotoxické. Tedy bylo
ovéfeno, Ze 1 nejvyssi koncentrace GS v materidlu neni cytotoxickd a tyto vysledky
se shoduji s vysledky z ptedeslé kapitoly, kde zadny z extraktli material nevysel jako
cytotoxicky. Bunky po inkubaci v koncentraci 20 mg/l ml mély viabilitu
(78,37 £ 6,03) % a tato koncentrace jest¢ neni cytotoxicka. Koncentrace 40 mg GS

v 1 ml média a vyss§i kocentrace maji viabilitu niz§i nez 70 % a jsou jiz cytotoxické.
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Obrazek 36: Graf viability bunécné linie 3T3 mysich fibroblastii, extrakty inkuboviny 24 hodin,
NC — negativni kontrola (buniky pouze v médiu DMEM, normalni konfluence bunék),
PC — pozitivni kontrola (buriky usmrcené Tritonem-X)

Bunky inkubované s GS v médiu byly sledovany vizualné pomoci mikroskopu
po 24 hodinach inkubace. Fotografie bun¢k v kultivacni desti¢ce jsou na Obrazku 37.
Je zde vidét, ze pro koncentraci GS 5; 15 a 20 mg/ml média maji buiiky typicky tvar pro
3T3 mysi fibroblasty — buniky jsou roztdhlé s nepravidelnymi vybézky. Koncentrace
40 mg GS v I ml média je jiz cytotoxicka, n€které buiky jiz zménily tvar a nejsou
roztahlé. Na fotografiich koncentraci 80, 100 a 250 mg GS v 1 ml média je vétSina bunék

jiz usmrcend, buiiky maji zakulaceny tvar a nejsou roztahlé.
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Obrazek 37: Fotografie bunék inkubovanych 24 hodin v GS v ml 0 koncentracich GS: 5; 15; 20;
40; 80; 100 a 250 mg v I ml média, NC — negativni kontrola (buiiky pouze v médiu DMEM,
normalni konfluence bunek), PC — pozitivni kontrola (burnky usmrcené Tritonem-X), opticky

mikroskop, zvetseni 100x

7.3.6. Invitro test buné¢né adheze a proliferace

Po dobu 21 dni byly materialy testovany in vitro. Na materialy byla nasazena buné¢na
linie 3T3 mysi fibroblasty a byla sledovana bunécné adheze a proliferace. Druhy, sedmy,
¢trnacty a dvacaty prvni den se hodnotila metabolickd aktivita bunék, pocet bunck
na materialech a bunky byly také sledovany mikroskopii — fluorescencni a skenovaci

elektronovou.

Na Obrazku 38 je graf metabolické aktivity hodnocen pomoci metabolického testu
CCK-8. Absorbance odpovida metabolické aktivité neboli viabilité. Druhy testovaci den
byla absorbance velmi mala, ale béhem 7 dni se metabolicka aktivita bun¢k vyrazné
zvysila. Po 14 dnech a 21 dnech doslo k nartstu absorbance, avSak u vSech materiald,
kromé& PCL + 10% GS, byla absorbance 21. den lehce nizs§i nez 14. den. To muze byt
dano tim, Ze po 21 dnech kultivace byly materidly zcela celé porostlé, coz ilustruje

Obrazek 39, kde jsou snimky z fluorescen¢niho mikroskopu. Buiky tak po delsi dobé
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kultivace nemély prostor a ani vyzivu z média, které se pii velkém poctu bunék rychleji
spotfebovava. Vyznamné statistické rozdily jsou mezi jednotlivymi materidly 7. a 21.

den.

Kultivacni médium DMEM obsahuje 1% smés antibiotik kvuli pfipadnym patogentim,
které se mohou pti kultivaci vyskytnou v kultufe. VétSi koncentrace antibiotika
uvolnéného z vrstev by tak mohlo dodatecné likvidovat piipadné patogeny, které béhem

delsi doby kultivace smés antibiotik z média nezvladla zlikvidovat.

METABOLICKA AKTIVITA

10 - ik
* *
*kkk
8- * %k
* % % T
T [ T 11
{ =
S 6- l PCL
= l PCL + 1% GS
g . mm PCL + 3% GS
‘g T mm PCL +5%GS
é B PCL +7,5%GS
2 mm PCL +10% GS
,lan
2 7 14 21

Doba kultivace [den]

Obrazek 38.: Graf metabolicke aktivity bunécné linie 3T3 mysich fibroblastit na nanovlakennych
materidlech, 2.; 7.; 14. a 21. den testovani; * p<0,0332, ** p<0,0021, *** p<0,0002, ****
p<0,0001; ANOVA. Bonferroni; n =5

Na Obrazku 39 jsou snimky z fluorescen¢ni mikroskopie, po 2; 7; 14 a 21 dnech kultivace
pro kazdy materidl. Jadra bun€k jsou obarvena modfe a zelen€ je obarveny bunéény
cytoskelet. Druhy den je material buitkami velmi mélo porostly, sedmy den jsou materialy
bunikami porostlé vice, ¢trnacty a dvacaty prvni den jsou materidly jiz porostlé
konfluentni vrstvou bunék. Toto pozorovani tedy koresponduje s vysledky

z metabolického testu na Obrazku 38, kdy vice bunék znaci vétsi metabolickou aktivitu.
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2D 7D 14D 21D

PCL

PCL+3% GS PCL+1% GS

PCL + 10% GS PCL +7,5% GS PCL + 5% GS

Obrazek 39: Snimky z fluorescencniho mikroskopu obarvenych bunék na testovanych
materidlech, bunécnd jadra obarvena modre (DAPI), cytoskelet bunék obarven zelené
(Phalloidin-FICT),; méritko 100 um
Pomoci programu MatLab byl vyhodnocen pocet bungk na 1 mm? plochy materilu.
Vysledky jsou zobrazeny graficky na Obrazku 40. Sedmy, Ctrnacty a dvacaty prvni den
testovani jsou mezi materidly vyznamné statistické rozdily. U néckterych material
je dvacaty prvni den pokles poc¢tu bunék. To souhlasi s vysledky z metabolického testu
na Obrazku 38, kdy po 21 dnech kultivace bylo bun¢k mnoho, byly pierostlé, nemély

misto a ani médium s zivinami, proto doslo k lehkému tbytku poctu bunék.
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Obrazek 40: Pocet bunek 3T3 mysich fibroblastit na 1 mm2 plochy materialu 2.; 7.; 14. a 21.
den testovani; * p<0,0332, ** p<0,0021, *** p<0,0002, **** p<0,0001; ANOVA. Bonferroni;
n=10
Materidly byly také snimané pomoci skenovaci elektronové mikroskopie. Byly vybrany
snimky materiald PCL + 1% GS a PCL + 10% GS ze 7. a 21. dne testovani (Obrazek 41).
Sedmy den jsou pod necelistvou vrstvou bunék vidét nanovlakna, nicméné dvacaty prvni

den jsou vrstvy zcela porostlé celistvou konfluentni vrstvou bunék.

7D _ 21D

PCL + 1% GS

PCL + 10% GS

Obrazek 41: Snimky z elektronového mikroskopu, materialy PCL + 1% GS a PCL + 10% GS po
7 a 21 dnech in vitro testovani, méritko 50 m
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7.3.7. Antibakteridlni testy
7.3.7.1. Difuzni test

1. Prvotni experiment
Pred samotnym experimentem byl proveden prvotni experiment, kdy byly pfipraveny
vzorky o rozméru 10 X 10 mm a vloZeny do agard s bunéénou suspenzi. Testovaly se obé
bakterialni kultury Escherichia Coli a Staphylococcus gallinarum. Byly sledovany
inhibi¢ni zony, které se tvotily okolo vzorki. Inhibi¢ni neboli také halo zony se tvori,
kdyz se bakterie snazi vyhnout ptisobeni antibiotika. Bakterie tak v misté a blizkém okoli

materialu neproliferuji.

Na Obrazku 42 A a B jsou fotografie Petriho misek s agarem a vlozenym materialem.
Testovana bakterialni kultura byla Staphylococcus gallinarum. Materialy jsou oznaceny
nasledovné na Obrazku 42 A: 0: PCL, 1: PCL + 1% GS, 3: PCL + 3% GS, na Obrazku
42 B: 5: PCL + 5% GS, 7: PCL + 7,5% GS, 10: PCL + 10% GS. Bakterialni kolonie
Staphylococcus gallinarum vzniklé na agaru maji hnédosedou barvu, tedy bila mista znaci
halo zony. Material PCL bez antibiotika, ktery je Obrazku 42 A oznacen 0, slouzil jako
kontrola. Je zde vidét, ze u toho materialu nedoslo ke vzniku zadné halo zoény, jelikoz
neobsahoval antibiotikum. Bakterie pies néj pierustaly. U ostatnich material jsou halo
zOny zna¢né viditelné. V Tabulce 9 jsou poznamenané velikosti halo zon pro vSechny

materidly a ob€ bakteridlni kultury.

Obrazek 42: Fotografie Petrinho miskek s Braid Parker agarem a inokulum bakterie
Staphylococcus gallinarum, do kterych byly viozeny materialy rozméru 10 x 10 mm na 24 hodin
a poté sledovany halo zony; 0: PCL cisty, 1: PCL + 1% GS, 3: PCL + 3% GS, 5: PCL + 5%
GS, 7: PCL + 7,5% GS, 10: PCL + 10% GS

80



Tabulka 9: Primeérna velikost inhibic¢nich zén, priumér + SD

Primérna velikost inhibi¢ni zény [mm] n=2
Bakterialni kultura Escherichia Coli Staphylococcus gallinarum
PCL 0+0 00
PCL + 1% GS 850 89+£1,2
PCL + 3% GS 9,8+0,4 9,4+0,9
PCL + 5% GS 103+0,4 92+0,2
PCL +7,5% GS 11+0 950
PCL + 10% GS 11520 11,3+0,4

2. Difuzni Experiment
Pro potvrzeni antibakterialni ti€innosti nanovlakennych vrstev byl proveden rozsahle;jsi
experiment, kdy byl testovan vétsi vzorek materiald a byl vzdy samostatné v Petriho
misce. Velikost materialu byla 10 X 40 mm. Byly testovany ob¢& bakterialni kultury

Escherichia Coli a Staphylococcus gallinarum.

Na Obrazku 43 A, B, C jsou fotografie Petriho misek s bakterialni kulturou Escherichia
Coli a vlozenymi materialy. Na Obrazku 43 A je PCL bez antibiotika, B: PCL + 1% GS,
C: PCL + 10% GS. U materialu PCL bez antibiotika se nevytvotily se zadné halo zony
a bakterie ptres material pterastaly. U ostatnich materiali na Obrazku 43 B: PCL + 1%
GS a C: PCL + 10% GS se vytvotily halo zony, avSak u materialu s vyssi koncentraci
antibiotika PCL + 10% GS je halo zona vétsi v porovnani s PCL + 1% GS. Odpovidaji

tomu i hodnoty v Tabulce 10.

Obrazek 43: Fotografie Petriho misek s Nutrient agarem a inokulum bakterie Escherichia Coli,

do kterych byly viozeny materialy rozméru 10 X 40 mm na 24 hodin a poté sledovany halo zony,
A: PCL, B: PCL + 1% GS, C: PCL + 10% GS

Obrazek 44 A, B, C zobrazuje fotografie Petriho misek s bakterialni kulturou
Staphylococcus gallinarum. Zde doslo pravdépodobné ke sliti inokula béhem manipulace
a agar v misce nebyl rovnomérné pokryt. Proto pak nékteré inhibi¢ni zony nebylo mozné

81



namé¢fit a nebyly zcela jasné. Na Obrazku 44 B je material PCL +1% GS a C je material
PCL +10% GS. Zde jsou halo zony ¢aste¢né viditelné a v porovnani s materialem PCL
bez antibiotika (Obrazek 44 A), kde nedoSlo k vytvofeni halo zony, maji vSechny
materialy s antibiotikem antibakterialni t¢inky. Fotografie v§ech materiald jsou vlozeny

Vv priloze.

A

/
Obrazek 44: Fotografie Petriho misek s Braid Parker agarem a inokulum bakterie

Staphylococcus gallinarum, do kterych byly viozeny materialy rozmeéru 10 x 40 mm na 24 hodin
a poté sledovany halo zony, A: PCL, B: PCL + 1% GS, C: PCL + 10% GS

Tabulka 10: Primeérni velikost inhibicnich zon, priomeér + SD

Priumérna velikost inhibi¢ni zény [mm]
Bakterialni kultura Escherichia Coli Staphylococcus gallinarum
PCL 00 00
PCL + 1% GS 6,4+0,5 12,3+ 0,5
PCL + 3% GS 7,6 £0,05 rozlité - neméfitelné
PCL + 5% GS 79+0,7 rozlité - neméritelné
PCL + 7,5% GS 8,7+0,8 13,0+ 0,9
PCL + 10% GS 10,0 £ 0,6 15,5+ 0,5

7.3.7.2. Antibakterialni Gi¢inky extrakti

Pro potvrzeni antibakteridlnich G¢inkd materialu, byl proveden experiment, kdy byly
hodnoceny G¢inky extraktli materialu. Extrakty materialu PCL + 5% GS louhované 4,5
hodiny v inokulu o riznych koncentracich KTJ/ml byly napipetovany do Petriho misek
a zality agarem. Stejn¢ tak bylo napipetovano i samotné inokulum bez louhovanych
extraktt. Po 24 hodinach inkubace bylo zjisténo, Ze u misek, kde bylo pfidano inokulum
s extrakty materialu vznikalo méné novych bakterialnich kolonii a byly velmi malé.
Bakterie neproliferovaly tak jako v miskach, kde bylo inokulum bez extraktd.
Vyhodnoceni probihalo vizualng. Na Obrazku 45 A je Cisté inokulum bez extraktl

ana Obrazku 45 B je inokulum, ve kterém byly louhovany extrakty, o koncentraci
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3 - 10%; KTJ/ml zamichané v agaru. Je zde vidét, Ze na Obrazku 45 A doslo k naristu

bakterialnich kolonii a je jich tam podstatné vice nez na Obrazku 45 B. To potvrzuje

antibakterialni u¢inky extraktt materiala.

Obrdzek 45: Extrakty materidlit louhovad v inokulum a zalité agarem: A — inokulum bez extraktii
materidlu B - inokulum s extraktem materialu PCL + 5% GS zalité agarem a inkubované 24
hodin pii 37°C, koncentrace 3 - 1 0% KTJ/ml
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8. Diskuse vysledki

V experimentalni ¢asti byly vyvijeny nanovlakenné vrstvy z poly-e-kaprolakton (PCL),

ve kterych bylo inkorporovano antibiotikum Gentamicin sulfat (GS).

Jiz nékolik publikaci popsalo inkorporaci rtznych antibiotik do nanovlakennych
materiald pti elektrostatickém zvlaknovani (Gao et al. 2014; Sirc et al. 2012).
Inkorporace antibiotika GS do nanovlakennych vrstev z PCL byla popsana v publikacich
Ceylan et al. (2017), Coimbra et al. (2019), Pisani et al. (2019), Khodir et al. (2019).
Tyto publikace jsou popsané v kapitole 2.3. a byly caste¢né inspiraci pro sestaveni

experimentalni casti.

8.1.  Vybér polymeru a antibiotika

Pro vyrobu nanovlakennych vrstev byl zvolen polymer PCL, jelikoz je velmi casto
pouzivany jak v tkanovém inzenyrstvi, tak pro fizené¢ uvolnovani, tak i Vv jinych
aplikacich. Je biodegradabilni, biokompatibilni, ma dlouhou dobu degradace, ma dobré
mechanické vlastnosti a jeho hlavni vyhodou pro je, ze je jiz schvalen federaci pro
kontrolu 1é¢iv (FDA). (Krchova et al. 2014, Kweon et al.2003; Woodruff a Hutmacher
2010)

PCL byl také zvolen, jelikoz veskeré in vivo testy na prasatech byly provedeny pravé
s nanovlakennymi vrstvami z tohoto polymeru. Publikace Rosendorf et al. (2020),
Rosendorf et al. (2021a), Rosendorf et al. (2021b) uvadéji, ze nanovlakenné materialy
zPCL se jevily jako biokompatibilni, bez imunitnich odezev u zvifat a in Vvivo
experimenty mély nulovou mortalitu. Tyto publikace dale uvadéji, Zze velkym problémem
pfi hojeni stfevnich anastoméz je pfitomnost bakterii. Bylo tak vybrano vhodné

antibiotikum pro inkorporaci do nanovlakennych materialt.

Bylo vybrano antibiotikum Gentamicin sulfat. Toto antibiotikum pravé pusobi
na bakterie, které produkuji enzym kolagendzu, kterda ma za nasledek Stépeni kolagenu
v novée vznikajici tkani. Takovou bakterii je naptiklad Pseudomonas aeruginosa, ktera je
predstavena v teoretické ¢asti v kapitole 4.1. (Bedndr et al. 1996, Shogan et al. 2015).
Antibiotikum uvoliiujici se z nanovlakennych vrstev na stfevni anastoméze ma tedy
zabranovat vznikajici infekci, zanétu a degradaci nové vzniklé a hojici se tkané v misté

sttevni anastomézy. Antibiotikum GS bylo vybrano na zakladé¢ konzultace
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s prof. Ing. Jaroslavem Hrabdkem, Ph.D. a prof. MUDr. Vaclavem Liskou, Ph.D.

Z Biomedicinského centra v Plzni.

8.2.  Vyroba nanovlakennych vrstev s inkorporovanym antibiotikem

Bylo vyrobeno Sest vrstev. P&t vrstev obsahovalo rizné koncentrace antibiotika GS
a jedna vrstva byla pouze ¢isté PCL. V nékterych jiz zminénych publikacich se pracovalo
s koncentracemi 1; 3; ¢i 10 hm. % GS (Coimbra et al. 2019; Khodir et al. 2019; Pisani
et al. 2019), jiné publikace zvolily vice koncentraci. Naptiklad Ceylan et al. (2017) uvadi
koncentrace 2,5; 5 a 10 hm. % GS ve vrstvach. Pro tuto diplomovou praci byla tedy

zvolena Skala koncentraci GS 1; 3; 5; 7,5 a 10 hm. % ze suSiny polymeru.

Podle parametri a prubéhu zvlaknovani se jevila koncentrace GS 10 % jako limitni,
jelikoz zvlakiovani bylo pomalé a vrstvy byly defektni. VysSi koncentrace GS
zjisténo, Ze mnozstvi antibiotika GS, které bylo pifidano do polymerniho roztoku
o0 koncentraci 10 % GS, jesté nebylo cytotoxické. Vyssi koncentrace antibiotika by jiz
mohly byt cytotoxické. Tudiz vyssi koncentrace antibiotika pro zvlaknovani piipraveny
nebyly. Koncentrace GS byla pocitana ze susiny PCL a predpokladalo se, ze pfiblizné
takové koncentrace budou inkorporovany V nanovldknech. Polymerni roztoky
s antibiotikem byly zvlaknény na bezjehlovém zatizeni Nanospider™, coZ je rozdil oproti
jiz zminénym publikacim, kde se zvlakiiovalo z jehel. Vyuzitim Nanospideru™ se také
usnadiiuje ptipadny pfevod na primyslovou vyrobu vysledného materialu, jelikoz toto

zatizeni se bézné v pramyslu vyuziva.

Na zakladé snimki ze skenovaciho elektronového mikroskopu, inkorporace antibiotika
do nanovlakennych vrstev nijak vice mikroskopicky neovlivnila morfologii vrstev.
VétSina materialtt méla pramérny prameér vlaken v rozmezi 280 nm az 380 nm. Nejveétsi
m¢él material PCL + 7,5% GS (282,40 = 200,47) nm. Priméry jsou podobné jako
u materialQ, které byly jiz testované in vivo ve studii Rosendorf et al. (2021b), kde
nanovlakenné vrstvy z PCL mély pramér vlaken (385 + 239) nm. V této studii mély
testované vrstvy plognou hmotnost 10 g/m?. Z in vivo testl bylo zjisténo, Ze vrstvy téchto

plosnych hmotnosti maji lepsi vliv na hojeni tkané a rychleji resorbuji. Proto byla vyroba
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vrstev v této diplomové praci optimalizovana tak, aby vyrobené vrstvy mély tutéz

plosnou hmotnost.

Byla hodnocena také smacivost vrstev, ktera se hodnotila pomoci méfeni kontaktniho
uhlu metodou prisedlé kapky. Predpokladem bylo, Ze materidly s vy$s$i koncentraci
antibiotika budou smacet vice, jelikoz antibiotikum GS je rozpustné ve vodé. Prestoze
vétsina materiald byla smaciva vodou i simulovanou stfevni tekutinou, tento pfedpoklad
nebyl zcela potvrzen, hodnoty nedrzely zadny trend v zavislosti na koncentraci
GS ve vrstvach. To mize byt zplisobeno nerovnomérnym rozlozenim antibiotika GS
ve vrstvach ¢i pouzitou metodou, kterou velmi ovliviiuje lidsky faktor. Materidly
nesterilni PCL a nesterilni PCL + 5% GS se jevily jako nesmacivé, jelikoZ pro né byl
naméfen kontaktni thel vétsi nez 90°, konkrétné pro PCL (91,6 + 15,9)° a PCL + 5% GS

(105,6 + 15,2)°, avsak po sterilizaci tyto materialy byly smaceny testovanymi tekutinami.

8.3. Testovani obsahu a u¢inku antibiotika v nanovlakennych vrstvach

Elementarni analyzou bylo naméfeno, Ze se zvySujici koncentraci antibiotika
V nanovlakennych vrstvach se také zvySuje obsah dusiku a siry. Oba tyto prvky jsou
ve struktufe antibiotika GS. Byla také provedena infracervena mikroskopie (FTIR), kde
byly naméfeny vibrace vazeb mezi molekulami, které jsou charakteristick€é pro

antibiotikum GS.

Tyto vysledky vSak dokazuji pfitomnost prvkli a molekul, které obsahuje antibiotikum
GS. Pro vyhodnoceni, zdali je ve vrstvach antibiotikum ve spravné formé byla pouzita
UV-spektrofotometrie a vysoko-u¢inna kapalinova chromatografie, kde byl méfen
barevny komplex gentamicin-ninhydrin. Vysledky z UV-spektrofotometrie potvrzuji
rostouci trend naméfeného obsahu GS se zvySujici se koncentraci GS ve vrstvach.
Kvantifikace ~ GS  pomoci  UV-spektrofotometrie =~ pfi  méfeni  komplexu
gentamicin-ninhydrin byla provedena i v jinych publikacich: Ismail et al. (2016) a Pisani
et al. (2019). Vysledky ze chromatografie také potvrzuji vyssi obsah GS se zvysujici
se koncentraci GS ve vrstvach. Antibiotikum se tedy podafilo inkorporovat
do nanovlakennych vrstev. Ve spolupraci s prof. RNDr. Daliborem Satinskym, Ph.D.
byla metodika kvantifikace GS béhem prace optimalizovana oproti soucasné literatufe.
Byla pouzita takova vinova délka (570 nm), pfi které se neabsorbovalo ¢inidlo, ale jen

komplex gentamicin-ninhydrin, kdy ninhydrin reaguje s primarnimi a sekundarnimi
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aminoskupinami ve struktufe Gentamicinu sulfatu a vznikd tak fialové zabarveny

komplex.

Metoda absorpce tekutin byla provedena na zaklad¢ publikace Choi et al. (2011).
Vyhodnocovala se procentualni absorpce tekutin a zména hmotnosti materialti podle
rovnic (1) a (2) v kapitole 6.12. Absorpce sterilnich i nesterilnich materialti se pohybovala
v rozmezi 700 az 1700 %, u materialu PCL + 10% GS az 2000 %. Materialy byly tedy
béhem 24 hodin schopné absorbovat velké mnozstvi tekutin — destilované vody
¢i simulované stfevni tekutiny. Spole¢né s absorpci se hodnotila zména hmotnosti.
Vétsina materidlt zalitych destilovanou vodou vykazovala ztratu hmotnosti, jelikoz
antibiotikum GS je rozpustné ve vod¢, tudiz doslo ke snizeni hmotnosti vlivem rozpusténi
a uvolnéni antibiotika do vodného prostfedi. Po absorpci simulované stfevni tekutiny
doslo k nariastu hmotnosti. Tento trend nedrzi nesterilni material PCL + 7,5% GS, zde
doslo ke snizeni hmotnosti. Odchyleni od trendu mohlo byt zptisobeno metodikou, kdy
neni mozné zajistit stejné vysuSeni vSech vzorkil pred vazenim. Nartst hmotnosti zna¢i,
Ze materialy jsou schopné absorbovat simulovanou stéevni tekutinu a kK vysuseni dochazi
velmi pomalu. To by mohlo byt pozitivni pfi aplikaci materialu, kdy pfipadny tGnik

obsahu stifev by mohl byt materialem zachycen a absorbovan.

Polymerni nanovlakna z PCL byly jiz testovany in vitro na cytotoxicitu v nékterych
publikacich (Khodir et al. 2019; Klicova et al. 2020) a vychazeji jako necytotoxické
a cytokompatibilni. AvSak bylo nutné otestovat cytotoxicitu a cytokompatibilitu
materiald s antibiotikem. Bylo nutné ovéfit, zdali zvolené koncentrace antibiotika GS
nejsou jiz cytotoxické. Byly testovany extrakty materiald i samotné antibiotikum.
Vsechny materialy se jevi jako necytotoxické, naopak bunécna viabilita materialt je vetsi
nez U bun¢k kultivovanych pouze v médiu (negativni kontrola). Koncentrace antibiotika
GS v médiu, zvolené na zakladé mnozstvi, které bylo pfidavano do polymernich roztok,
byly také testovano na cytotoxicitu. Koncentrace 20 mg/1 ml byla jesté lehce nad hranici
cytotoxicity, avSak koncentrace 40 mg/1 ml byla cytotoxicka pro testovanou buné¢nou

linii 3T3 mysi fibroblasty.

Po dobu 21 dni byla sledovana interakce bunék s materialy, coz koresponduje s dobou
pozorovani zvifat u in vivo testl v jiz zminénych publikacich (Rosendorf et al. 2020;
Rosendorf et al. 2021a; Rosendorf et al. 2021b). VSechny materialy se jevi jako
cytokompatibilni. Nejvetsi metabolicka aktivita a nejveétsi pocet bunék byl zaznamenan
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14. den kultivace. Avsak 21. den doSlo u vétSiny materiald k lehkému poklesu
metabolické aktivity buné€k, a i poctu bunék, jelikoz bun¢k bylo mnoho, jiz vytvotily

na materialu konfluentni vrstvu a nemély dostatek zivin z média pro dalsi proliferaci.

8.4.  Antibakterialni u¢inky nanovlakennych vrstev s antibiotikem

Uvolilovani antibiotik ¢i jinych aktivnich latek z riznych polymernich struktur jako jsou
nanovldkna je obecné velmi slozité. Musi se zahrnout vlastnosti materidlu: stupen
krystalinity, porovitost, doba degradace, molekulovd hmotnost, ohebnost fetézcl;
vlastnosti inkorporované latky: jeji hydrofobicita/hydrofilita, rozpustnost a pouzité
mnozstvi; vn&jsi prostiedi: teplota, pH; vlastnosti celé polymerni struktury (nosice):
velikost, tvar, mérny povrch; a dal$i parametry jako rychlost absorpce vody ¢i osmolalita
(Fredenberg et al. 2011). Obrazek 12 v kapitole 2.2. ilustruje komplexnost procesi
a mechanismil uvolfiovani. Rychlost uvolnéni aktivni latky zavisi na struktufe nosice

(Kajdic et al. 2019).

Antibakterialnimi testy bylo potvrzeno, Ze vytvofené nanovldkenné vrstvy maji
antibakterialni i¢inky na grampozitivni i gramnegativni bakterie. K uvolnéni antibiotika
dosSlo ve velmi kratkém case (24 hodin) a halo zény byly vétsi s vyssi koncentraci
antibiotika ve vrstvach. Material bez antibiotika antibakterialni u¢inky nemél a bakterie
pfes n¢j prerustaly. Také extrakty materiali, louhované 4,5 hodiny vykazovaly
antibakteridlni ucinky. VSechny vrstvy obsahujici antibiotikum byly toxické pro

testované bakterialni kultury, ptfestoze nebyly cytotoxické pro testovanou bunéénou linii.

Sledovani uvoliiovani GS v Case v této praci nebylo provedeno. Vétsina diive zminénych
publikaci (Coimbra et al. 2019; Khodir et al. 2019; Pisani et al. 2019) uvadi rychlé
pocatecni uvolnéni. Ne&které publikace uvadi, ze az 80% antibiotika GS bylo uvolnéno
béhem prvnich 24 hodin. Coz souhlasi s vysledky z antibakterialnich testd, kde
se antibakterialni ucinky projevily jiz po 24 hodinach. Pro prodlouzeni uvoliiovani nebo
zajiSténi konstantniho uvoliovani literatura doporucuje zvolit jinou strukturu nanovlaken
¢i nanovldkenného scaffoldu. Lze vyuzit koaxidlniho zvldkiiovani pro tvorbu vlaken
jadro/plast, kde plast zpomali uvoliiovani, vrstveni nanovlakennych vrstev na sebe
(sendvicova struktura), vyuziti emulzniho zvldkiiovani ¢i uzavieni latky do lipozomu

(Gao et al. 2014; Kuang et al. 2018; Kajdic et al. 2019).
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8.5.  Vliv sterilizace na nanovlakenné vrstvy s antibiotikem

VétSina experimentt byla provedena na nesterilnich materialech a sterilnich materialech,
které byly sterilizovany ethylenoxidem. Existuji i dalsi metody sterilizace zdravotnickych
vyrobkl napiiklad sterilizace parou, gama zafeni, ozonové zafeni Ci sterilizace
nizkoteplotni plazmou (Mendes et al. 2007). Sterilizace ethylenoxidem byla zvolena kvuli
nizsi teploté sterilizace (37 °C). Polymer PCL ma nizkou teplotu tani (okolo 60 °C), pfi
vyssich teplotach sterilizace by doslo k tani ¢i degradaci polymeru. Proto se sterilizace
ethylenoxidem jevi jako jedind vhodna metoda pro sterilizaci nanovldkennych materiali

z PCL.

Problematice sterilizace ethylenoxidem nanovldkennych materiali z PCL se vénuji
publikace Hordkova et al. (2017) a Hordkova et al. (2020). Tyto publikace uvadéji, zadné
nebo nevyrazné zmény Vv morfologii, v chemickém slozeni, rychlosti degradace
¢i mechanickych vlastnostech Sterilizovanych materiald. AvSak uvadéji pomalejsi
bunécnou proliferaci po sterilizaci ethyleneoxidem. Sterilizované materialy ale nebyly

cytotoxicke.

Publikace Friess a Schlapp (2006) uvadi, ze po sterilizaci Gentamicinu sulfatu ethylen
oxidem, doslo k malym zménam ve struktufe molekuly, coz potvrdila nuklearni
magnetickd rezonan¢ni spektroskopie. AvSak zmény ve struktute nebyly zasadni, jelikoz
i po sterilizaci mélo antibiotikum antibakterialni G¢inky. V nové&jsi studii Dhal a Mishra
(2020) nebyl zjistén zadny podstatny rozdil v méfenych vlastnostech mezi nesterilnimi
a sterilnimi foliemi z PLGA/pullulanu s inkorporovanym GS, folie mély i po sterilizaci

antibakterialni Gc¢inky.

Sterilizace nijak neovlivnila makroskopicky ¢i  mikroskopicky  morfologii
nanovlakennych materiald, jak materialt bez antibiotika, tak i materialti s antibiotikem.
Velikost kontaktniho thla se po sterilizaci u nékterych materialti zmensila, u nékterych
naopak zvétsila bez zavislosti na pouzité tekuting. Po sterilizaci se stale vétSina materiala

jevila jako smaciva.

Podle vysledkl z elementarni analyzy se chemické sloZzeni vyznamné nezménilo vlivem
sterilizace. ~ Vysledky  z UV-spektrofotometrie a  vysoko-uc¢inné  kapalinové

chromatografie také potvrzuji Zadné zmény vlivem sterilizace, aZz na material PCL + 10%
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GS, kde po sterilizaci nékteré hodnoty nedrzi rostouci trend. To ale opét mtze byt dano

nerovnomérnou distribuci GS ve vrstvach.

Absorpce destilované vody a simulované stfevni tekutiny sterilnich materidli nedrzi
zadny trend. Absorpce u nékterych materiali se po sterilizaci zvyS$ila a u nékterych
snizila, vysledky nedrzely Zadnou zavislost. U nékterych materialt byl rozdil mezi
nesterilnimi a sterilnimi materidly statisticky vyznamny. Zména hmotnosti sterilnich
materiali se liSila od nesterilnich jen v pfipadé materiald PCL a PCL + 1% GS
po absorpci vody, kdy se zména hmotnosti po sterilizace zvysila. V pfipad¢é simulované
sttevni tekutiny byl statisticky vyznamny rozdil pouze mezi nesterilnim a sterilnim

materialem PCL + 7,5% GS.

Veskeré bunécné testy in vitro byly provadény pouze na sterilnich materialech, zde tedy
nelze vliv sterilizace pozorovat. Vzorky pro antibakterialni testy byly také sterilizované,
vliv také nelze pozorovat. AvSak antibakteridlnimi testy bylo potvrzeno, ze vyrobené
nanovldkenné materidly maji antibakteridlni U€inky, coz znamend, ze antibiotikum

je ucinné i po sterilizaci. Sterilizace tedy nema vliv na u¢innost antibiotika ve vrstvach.

Jako jinou alternativu lze také nanovladkenné materialy z PCL S inkorporovanym
antibiotikem GS sterilizovat gama zatenim. Studie Hordkova et al. (2020) doporucuje
sterilizaci gama zafenim pro PCL nanovlakna, jelikoz zlepSuje bunécnou proliferaci.
Gama zafeni, jako vhodnou sterilizaci Gentamicin sulfatu, uvadi publikace Mullins et al.
(2016).
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ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo inkorporovat antibiotikum do nanovlakennych
materidli. Primarni aplikaci vytvofenych nanovldkennych materiali jsou stfevni
anastomozy, které vznikaji v disledku chirurgického odstranéni poskozené Casti stieva.
Nanovlakenny material s antibiotikem by mél zpevnit stfevni spoj, zlepsit hojeni tkané
a zabranit poopera¢nim komplikacim, které zpasobuji bakterie. Bakterie ve stievech
produkuji extracelularni enzymy, které $tépi noveé vzniklou a hojici se tkan. To vede

ke zhorSenému hojeni a dalsim komplikacim.

V teoretické ¢asti této diplomové préce je reSerSe literatury na danou problematiku, které
bylo nutné porozumét pro vypracovani experimentalni Casti. V experimentdlni ¢asti
je vyvijen nanovlakenny material z poly-e-kaprolaktonu, ve kterém je inkorporované
antibiotikum. Zvolené antibiotikum bylo Gentamicin Sulfat, jelikoz toto antibiotikum

pusobi na bakterie, které se vyskytuji ve stievech a produkuji extracelularni enzymy.

Polymerni roztoky s antibiotikem byly zvlaknény na zafizeni Nanospider™. Bylo
zjisténo, Ze koncentrace 10 % GS je limitni koncentrace pro zvladknovani. Zvlaknovani
bylo pomalé a vrstvy, V porovnani s ostatnimi koncentracemi, vice defektni. Na zatizeni
Nanospider™ se zvlakiuje ve vétsi produkci a vrstvy jsou vice homogenni ve srovnani
se jehlovym zvldkinovanim, kdy naptiklad mize dojit k ucpani jehel. Nelze vSak
predpokladat ze vrstvy budou dokonale homogenni. Jelikoz antibiotikum nemuselo byt
zcela homogenné rozptylené v polymerni roztoku, ptestoze pred zvlaknovanim byly
roztoky promichany pomoci ultrazvukové sonotrody. Ve vyslednych nanovlakennych
vrstvach mulZe byt tak antibiotikum inkorporovano nerovnomérnég. Tato teorie
by vysvétlovala nekteré vysledky pro materialy s vy$si koncentraci antibiotika GS
(PCL +7,5% GS a PCL + 10% GS), které se v nékterych analyzach nedrzely trendti nebo
se vychylovaly. Tim, Ze byly nanovldkenné vrstvy vyrobeny na primyslovém zafizeni
a nasledn¢ otestovany, dochézi k usnadnéni ptipadného prevedeni vysledného materidlu

do primyslu a velkovyroby.

Ovéteni chemického slozeni a obsahu GS potvrdilo, Ze doslo ke zvlaknéni antibiotika
spole¢né¢ s polymernim roztokem, Ze ve vrstvach antibiotikum je inkorporované
a ze je zde ve spravné formé¢. Materialy absorbuji vodu i simulovanou stfevni tekutinu

a po kontaktu se simulovanou stfevni tekutinou materialy navysuji svoji hmotnost. Zadny
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z materialti neni cytotoxicky. Byla nalezena hrani¢ni koncentrace cytotoxicity antibiotika
GS v médiu (40 mg/1 ml) vici bunécné linii 3T3 mysi fibroblasty. Materialy testované
in vitro vykazovaly po dvacet jedna dni vysokou metabolickou aktivitu a po dvou tydnech

byly materidly zcela porostlé bunikami.

Antibakterialni testy potvrdily antibakteridlni ucinky vrstev v porovnani s vrstvou PCL,
kde nebyla zadna koncentrace antibiotika, vrstva byla zcela zarostla bakteriemi. Extrakty
materialu PCL + 5% GS také potvrzuji antibakterialni ucinky. Podle vSech vysledki

sterilizace ethylenoxidem vyrazn€ neovlivnila u¢innost antibiotika GS ve vrstvach.

Z vysledkll testovani nelze pfimo urcit, ktery materidl neboli kterou koncentraci
antibiotika lze povazovat za nejvhodnéjsi. Material PCL + 10% GS se nejhiife zvlaknoval
a pro material PCL + 7,5% GS se n¢které vysledky odchylovaly od ostatnich dat a trendii.
To ale mize byt dano pravé nerovnomérnou distribuci antibiotik ve vrstvach. Materialy
by v blizké dobé mély byt testovany in vivo na zvifecich modelech. Pravé z téchto testi
by mohlo byt zjisténo, kterd ¢i které koncentrace antibiotika by mohly byt vhodné.
Vytvofené materidly maji antibakteridlni ucinky a zéroven jsou cytokompatibilni
s bunikami, které na nich rostou a proliferuji. Tato kombinace je vhodné prave pfi feseni
problémil spojenych se stfevnimi anastomo6zami, kdy pfitomné bakterie degraduji hojici
se tkan. Tyto vlastnosti vyrobenych materiald jsou tedy pozadované pro budouci aplikaci

a planované in vivo testy by mohly tyto vlastnosti materialti potvrdit.

Pro dalsi experimenty by bylo zajimavé vyhodnotit uvoliiovani antibiotika GS v ¢ase,
naptiklad z in vitro prostfedi, pomoci UV-spektrofotometrie ¢i chromatografie, jelikoz
se tyto metody jevi jako vhodné pro kvantifikaci antibiotika GS. Pokud by napiiklad
invivo experimenty odhalily vysokou koncentraci antibiotika ihned po aplikovani
materidlu nebo by byl pozadavek na udrZeni stejné koncentrace antibiotika po delsi

¢asovy horizont, bylo by vhodné zkusit zménit metodu inkorporace.
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Ptilohy

Ptiloha A: Doplnéni kapitoly 7.2.2. Primér vlaken — histogramy pramért vldken
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Obrdazek PL: Histogramy priiméri viaken pro v§echny materidly

Ptiloha B: Doplnéni kapitoly 7.2.3. — Smacivost vrstev

Tabulka P1: Priimérné hodnoty + SD kontaktniho tihlu pro nesterilni a sterilni materidly, pro
vodu a simulovanou stievni tekutinu

KONTAK[OT]N' AL DESTILOVANA VODA SIMULOVANA STREVNi TEKUTINA
MATERIAL NESTERILNi STERILNi NESTERILNi STERILNi
PCL 91,6 + 15,9 5414115 81.4+19.7 55.2 + 8.0
PCL + 1% GS 70,9 + 35.9 386471 80,8 + 28,7 446453
PCL + 3% GS 48.8 + 13,1 47.8 + 14,7 863 + 19,2 80.2 4 51.9
PCL + 5% GS 105,6 + 152 36,9 £5,0 495+ 155 362445
PCL + 7.5% GS 33,7460 72.0 £ 22,0 50,1 +17.9 58,6 £ 29.5
PCL + 10% GS 85.6 + 36.6 712 + 336 85.1 16,1 45.9£5,6
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Ptiloha C: Doplnéni kapitoly 7.3.3. — Absorpce tekutin

Tabulka P2: Primerné hodnoty zmény absorpce vody a simulované stievni tekutiny, pro

Jjednotlivé materialy, sterilni i nesterilni

ABSORPCE [%)] DESTILOVANA VODA SIMULOVANA STREVNIi TEKUTINA
MATERIAL NESTERILNI STERILNI NESTERILNi STERILNI
PCL 1232,46 + 138,97 | 1709,47 + 326,12 | 1211,09+23,25 | 1153,41 + 210,00

PCL + 1% GS

1189,94 + 406,42

1732,48 + 412,22

794,09 + 137,23

1442,48 + 327,76

PCL + 3% GS

1366,60 + 52,69

1430,57 + 62,77

1014,11 + 118,27

1264,51 + 200,07

PCL + 5% GS

1410,13+ 506,18

1564,29 + 88,43

1104,62 + 156,88

1386,32 + 354,39

PCL + 7,5% GS

1240,75 + 252,67

1484,37 + 290,27

1036,60+ 63,19

1077,85 + 54,19

PCL + 10% GS

2058,49 + 270,78

1126,55 * 55,90

1719,43 + 134,53

932,96 + 29,79

Tabulka P3: Priimérné hodnoty zmény hmotnosti po absorpci vody a simulované strevni tekutiny,

pro jednotlivé materialy, sterilni i nesterilni

ZMENA

HMOTNOSTI [%] DESTILOVANA VODA SIMULOVANA STREVNi TEKUTINA
MATERIAL NESTERILNi STERILNI NESTERILNi STERILNI
PCL -1,369 + 3,391 2,468 + 4,352 17,970 + 6,610 23,279 + 7,807
PCL + 1% GS -1,609 + 2,041 3,423 + 1,482 14,260 + 3,296 18,778 + 4,988
PCL + 3% GS -2,668 + 2,312 -8,765 + 4,408 23,287 + 14,119 20,232 + 7,298
PCL + 5% GS -5,055 + 2,279 -7,020 + 3,433 14,013 + 2,153 14,946 + 10,157
PCL + 7,5% GS -3,346 + 9,319 -2,908 + 4,573 -8,115 + 7,510 9,871 + 2,522
PCL + 10% GS 7,653 + 21,622 -7,845 + 4,809 19,971 + 15,025 5,105 + 3,360

Ptiloha D: Doplnéni kapitoly 7.3.4. Cytotoxicita extrakti materiali a kapitoly 7.3.5. —
Cytotoxicita GS v médiu

Tabulka P4: Viabilita bunék po kultivaci s extrakty materialii a GS v médiu, MTT test cytotoxicity

CYTOTOXICITA
EXTRAKTU VIABILITA [%] SYJEJI%',\SIE?M(‘T_? VIABILITA [%]
MATERIALU
NC 100 + 8,91 NC 100 + 8,91
PC 0,67 + 0,30 PC 0,67 + 0,30
PCL 125,36 + 11,15 1 165,12 + 20,86
PCL + 1% GS 134,89 + 19,80 5 131,85 + 18,48
PCL +3% GS 130,61 + 14,05 10 110,17 + 14,21
PCL + 5% GS 140,65 + 9,62 15 108,30 + 8,04
PCL + 7,5% GS 131,75 + 16,86 20 78,34 + 6,03
PCL + 10% GS 152,57 + 9,15 40 47,03 +5,06
- - 60 23,62 + 4,56
. . 80 6,65 + 0,97
- - 100 3,28 +2,35
- - 250 2,22 +1,60
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Ptiloha E: Doplnéni kapitoly 7.3.6. - In vitro testovani bunécné adheze a proliferace

Tabulka P5: Hodnoty absorbance pro jednotlivé materialy 2.; 7.; 14. a 21. den in vitro testu,

CCK-8 test
METABOLICKA
N VT ABSORBANCE [450 nm]
MATERIAL/DEN 2D 7D 14D 21D
PCL 0,535 + 0,019 5,560 + 0,967 7,441 + 0,375 6,983 + 0,347
PCL + 1% GS 0,525 + 0,007 4,519 + 0,991 7,207 + 0,133 7,125 + 0,275
PCL + 3% GS 0,524 + 0,014 5,005 + 0,607 7,451 + 0,233 7,206 + 0,331
PCL + 5% GS 0,606 + 0,032 5,459 + 0,635 7,380 + 0,406 7,342 + 0,203
PCL + 7,5% GS 0,592 + 0,015 5,932 + 0,382 7,431 40,114 7,292 + 0,157
PCL + 10% GS 0,444 + 0,248 5,747 + 0,565 7,350 + 0,494 8,073 + 0,559
Tabulka P6: Pocet bunék na 1 mm? plochy materialu, pomoct programu MatLab
POCET BUNEK POCET BUNEK NA 1 mm?
MATERIAL/DEN 2D 7D 14D 21D
PCL 127,04 + 42,04 1916,22+ 590,34 | 5558,39 + 1419,54 | 3534,18 + 448,95
PCL + 1% GS 124,75 + 20,67 2172,20 + 517,30 | 3785,97 + 565,30 | 3270,58 + 730,61
PCL + 3% GS 107,23 + 35,30 254474 + 497,80 | 4989,68 + 994,82 | 269844+ 719,73
PCL + 5% GS 178,46 + 97,94 2479,60 + 1027,89 | 2623,97 + 451,47 | 249255 + 1059,88
PCL + 7,5% GS 213,70 + 69,79 2767,96 + 476,85 | 349228 + 549,72 | 3796,25 + 873,23

PCL + 10% GS

171,41 + 50,85

2701,30+ 403,61

3931,86+ 398,46

3502,75 + 773,04

Ptiloha E: Doplnéni kapitoly 7.3.7. Antibakterialni testy — Fotografie Petriho misek po
24 hodinach inkubace

Obrdzek P2: Prvotni experiment: Petriho misky po inkubaci materialii s bakterialnimi kmeny
Escherichia Coli (A) a Staphylococcus gallinarum (B); desticky 1 — materidaly 0: PCL, 1: PCL +
1% GS, 3: PCL + 3% GS, 5: PCL + 5% GS, desticky 2 - materialy 7: PCL + 7,5% GS, 10: PCL

+ 10% GS, a - prvni opakovani, b - druhé opakovani vzorkii
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Obrdzek P3: Difiizni experiment: Petriho misky po inkubaci materialii s bakterialnimi kmeny
Escherichia Coli (A) - 1: PCL, 2: PCL + 1% GS, 3: PCL + 3% GS, 4: PCL + 5% GS, 5: PCL +
7,5% GS, 6: PCL + 10% GS, a — prvni opakovani, b — druhé opakovini

Obrazek PA: Difuzni experiment: Petriho misky po inkubaci materialii s bakterialnimi kmeny
Staphylococcus gallinarum (B) - 1: PCL, 2: PCL + 1% GS, 3: PCL + 3% GS, 4: PCL + 5% GS,
5: PCL + 7,5% GS, 6: PCL + 10% GS, a — prvni opakovani, b — druhé opakovani
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