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Abstrakt

Chronické rany, Casto spojené s bakteridlni kontaminaci, piedstavuji stile vétsi problém
vzhledem k rozvoji civilizacnich a chronickych onemocnéni, jako je napiiklad diabetes
mellitus, které jsou Casto piiinou rozvoje chronické rany a jejich neispésnd 1écba miize
vést az k amputaci. V soucasnosti je kladen diraz na hleddni novych materidlii pro
hojeni chronickych a kontaminovanych ran. Nanovldkna v tomto ohledu pfedstavuji
zajimavy nanomateridl s fadou unikétnich vlastnosti vyhodnych pro jejich vyuziti jako

krytu rany.

Tato price se zabyvd vyvojem nanovldkenného materidlu pro zvySenou vazbu
pfedev§im hydrofilnich kationnich antibakteridlné G¢innych 1é¢iv. Nanovldkenny kryt
rany byl pfipraven elektrostatickym zvldknovadnim anorganickych biodegradabilnich
nanovldken na bazi oxidu kfemicitého. Ta byla néasledné pro zajisténi zvysSené sorpce
1éCiva povrchové funkcionalizovdna. Nejdiive byly na povrch silanizaci roubovany
aminoskupiny, které byly ndsledn¢ vyuzity ke konjugaci kyseliny hyaluronové (HA)
prosttednictvim EDC/NHS. V pribé¢hu vyvoje nanovldkenného krytu byla
optimalizovdna pfiprava nanovldkenné vrstvy a studovdny podminky silanizace a
konjugace kyseliny hyaluronové pro dosazeni vazby co nejvétStho mnozstvi na povrch.
Nanovldkenny kryt byl nésledné charakterizovian z hlediska biokompatibility a
biodegradace. Interakce s 1éCivy byly ovéfeny na modelovych 1é¢ivech polymyxin B a
nisin. Byla prokazdna zvySena vazba téchto 1é¢iv na povrch nanovldken s konjugovanou
kyselinou hyaluronovou a jejich prodlouzeny antibakteridlni dc¢inek proti bakteriim E.

coli a S. gallinarum.

Klicova slova: Kfemicitd nanovldkna, kyselina hyaluronova, hojeni ran, doprava 1éCiv,

biokompatibilita, biodegradabilita, antibakteridlni u¢inek



Abstract

Chronic wounds, often associated with bacterial contamination, are a growing problem
due to the development of civilization and chronic diseases, such as diabetes mellitus,
which are often the cause of chronic wound development and their failure can lead to
amputation. Currently, the emphasis is on finding new materials for healing chronic and
contaminated wounds. In this respect, nanofibers represent an interesting nanomaterial
with a number of unique properties advantageous for their use as a wound dressing.
This work deals with the development of nanofiber material for increased binding,
especially hydrophilic cationic antibacterial drugs. The nanofiber wound dressing was
prepared by electrostatic spinning of inorganic biodegradable nanofibers based on silica.
The nanofibres were subsequently surface functionalized to ensure increased drug
sorption. First, amino groups were grafted onto the surface by silanization, which were
then used to conjugate hyaluronic acid (HA) using EDC/NHS. During the development
of the nanofiber dressing, the preparation of the nanofiber layer was optimized and the
conditions of silanization and conjugation of hyaluronic acid were studied in order to
achieve binding of the largest possible amount to the surface. The nanofiber dressing
was subsequently characterized in terms of biocompatibility and biodegradation. Drug-
nanofibres interactions were verified on the model drugs polymyxin B and nisin.
Increased binding of these drugs to the surface of nanofibers with conjugated hyaluronic
acid and their prolonged antibacterial effect against E. coli and S. gallinarum was

demonstrated.

Key words: Silica nanofibers, hyaluronic acid, wound healing, drug delivery, cationic

drugs, biocompatibility, biodegradation, antibacterial effect.
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Seznam pouzitych zkratek

3T3-A31 mysi fibroblasty

APTES 3-aminopropyltriethoxysilan

APTMS 3-aminopropyltrimethoxysilan

BCA bicinchoninova kyselina, metoda

BPTCS 3-bromopropyl-trichlorosilan

CMPI 2-chloro-1-methylpyridium iodid
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DMSO dimethylsulfoxid

DOX doxorubicin

E.C. Escherichia Coli
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EDC 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid
EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova

FBS fetalni bovinni sérum

FITC fluorescein isothiokyanat

FTIR Infracervend spektrometrie s Fourierovou transformaci
FWHM full width at half maximum

GE Zelatina

GFP zeleny fluorescen¢ni protein

HA kyselina hyaluronova

HA-COOH karboxyl na kyseliné hyaluronové
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HAp
H-NCD
HOBt
HPLC
ICP-OES
IPA

kn
LC/MS/MS
MES
MMPs
MRSA
MSNPS
MTT
Mw

n
NADPH
NBCS
NCD
NHS
NIS
NPs
NFs
O-NCD
P123
PAN
PBS
PCL
PEO
PHBV
Pk

PLA
PLGA

hydroxyapatit

vodikem terminovand nanokrystalinni diamantova vrstva
1-hydroxybenzotriazol

vysoce ucinnd kapalinova chromatografie

optickd emisni spektrometrie s indukéné vdzanou plazmou
1sopropylalkohol

kinetickd konstanta

tandemova hmotnostni spektrometrie

methylsalicylat

metaloproteindzy

methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus
mezoporézni kfemicité nanocdstice
3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid
molekulovd hmotnost

pocet

fagocytické bunky

novorozenecké teleci sérum

nanokrystalinni diamantova vrstva
N-hydroxysuccinimid

nisin

nanocdstice

nanovldkna

kyslikem terminovana nanokrystalinni diamantova vrstva
PEO-PPO-PEO

polyakrylonitril

fosfatovy pufr

polykaprolakton

polyethylenoxid

polyhydroxybutyrat-valerit

disocia¢nich konstanta

kyselina polymlécna

kopolymer kyseliny mlé¢né a glykolové
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Poly B
Ppy

PVA
PVB

PVP

R.T.

ROS

S.D.

S.G.

SA

SEM
Si-HA
Si-NH>
Si02-HA
Si02-NH>
SiOx, SiO2
SNPs
STT
sulfo-NHS
TBO
TEOS
TGA
TMOS
TRIS
TSA

TSB

XPS

polymyxin B

polypyrrol

polyvinylakohol

polyvinylbutyral

polyvinylpyrolidon

pokojové teplota

reaktivni kyslikové ¢astice

smérodatnd odchylka

Staphylococcus Gallinarum

synteticky vzduch

skenovaci elektronovd mikroskopie

kfemicita nanovlakna s kyselinou hyaluronovou (zkrdcen¢)
kfemicitd nanovldkna se silanizovanym povrchem (zkrécen¢)
kifemicitd nanovldkna s kyselinou hyaluronovou
kifemicitd nanovldkna se silanizovanym povrchem
materidly na bazi kifemiku

neporézni kiemicité nanocastice

simulovana télni tekutina
N-hydroxysulfosuccinimid

toluidinova modf O

tetraethoxysilan

Termogravimetrickd analyza

tetramethoxysilan

trisaminomethan

trypton séjovy agar

trypton séjovy bujon

rentgenovd fotoelektronova spektroskopie
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Uvod

Zvysujici se incidence chronickych ran v populaci souvisejici s narGstem vyskytu
civilizaCnich chorob, jako jsou ateroskler6za, diabetes mellitus ¢i chronickd Zilni
insuficience, a sni souvisejici zvySujici se ndklady na 1écbu pacientii, vedly
v poslednim desetileti nejen k hledani novych 1€Civ, ale i hledani novych dcinnych
systémii pro fizenou dopravu a uvolilovani 1éCiv [1, 2]. Pfi volbé materidlu pro
konstrukci krytu ran se zvazuje nejen pozadovand stabilita nanovldken, ale také
konkrétni pozadavky kladené na materidl v souvislosti se stavem rany, fazi hojent,
pfitomnosti infekce a slozenim infekce. VSechny tyto parametry ovliviiuji volbu

materidlového sloZeni a struktury krytu.

Nanovldkna pfedstavuji velmi zajimavy materidl pro vyuZziti v hojeni ran. Specificky
povrch dostupny na jejich povrchu muize byt vyuZzit pro vazbu léCiva, zatimco jejich
struktura poskytuje ran€ ochranu a pfi zachovani vymény plynt s okolnim prostfedim.
Chovani nanovlaken v ran¢€ je potom dano pfedevsim jejich materidlovym slozenim. To
ovliviluje jejich degradabilitu, biokompatibilitu a bioaktivitu. V priibéhu let bylo
uspesné zvldknéno nékolik stovek syntetickych i pfirodnich polymert a jejich smési,
znichz pouze cast byla studovdna z hlediska mozného vyuziti v dopravé 1€¢iv pro
kontrolu infekce v hojeni ran. Pro tento ucel byla nanovldkna razn¢ funkcionalizovana
pfedev§im antibakteridlnimi ionty a nanoCdsticemi, antiseptiky, antibiotiky, ale 1
pfirodnimi extrakty. Kinetika uvolnovdni téchto latek pfitom zdvisi jednak na sloZeni
nanovldken, vlastnostech 1éCiva, ale také na zptisobu jeho vazby do nanovldken nebo na

jejich povrch [2, 3, 4, 5, 6, 7].

Z hlediska materidlového sloZeni pfedstavuji unikdtni materidl nanocCdastice a
nanovldkna na bazi oxidu kfemicitého pfipravend metodou sol-gel. Degradace téchto
nanomateridlli vede k uvoliovani kiemiku jako biogenniho prvku podporujiciho hojeni
ran [8]. Zaroven poskytuji tyto nanomateridly Siroké moZznosti z hlediska povrchové
funkcionalizace, kterd umoznuje fidit vazbu aktivnich molekul a jejich nasledné
uvoliiovani [9, 10]. Tyto vlastnosti byly prozatim popisovany predevSim u nanocastic.
Kfemicitd nanovldkna a moznosti jejich povrchovych modifikaci jsou prozatim malo
prostudovany, ackoli v souCasné dobé zaznamendvaji velky rozvoj diky novym

metodam piipravy [11, 12].
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Materidlem s vysokym potencidlem pro vyuziti v hojeni ran a dopravé 1éCiv je také
kyselina hyaluronovd, a to prfedev§im diky jejim unikdtnim vlastnostem, vysoké
bioaktivité [13, 14] a schopnosti stimulovat prostfedi rany. Jeji siln¢ hydrofilni, zaporné
nabité molekuly jsou schopny tvofit komplexy s lécivy a je hodné vyuZivdna také
k tvorbé konjugatl s 1é¢ivy. Pravé diky témto vlastnostem je Casto vyuzZivana jako nosic¢
v dopravé 1éCiv [15, 16, 17], kde miZe byt kombinovdna s dal§imi materidly pro

zajisténi pozadovanych vlastnosti a optimélni vazby a profilu uvoliiovani léCiva.

Zatimco u hydrofobnich 1é¢iv se konjugace na nanomateridly vyuzivd ke zlepSovani
biodostupnosti [18, 19, 20], u siln¢ hydrofilnich 1é¢iv je inkorporace do nanomateriali
nebo vazba na jejich povrch provadéna pro zajiSténi jejich stability a zabranéni

odplaveni 1éciva. [21, 22]. Toto plati predevsim u lokdlni aplikace 1éCiv.
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TEORETICKA CAST

1 Hojeni ran

Hojeni ran pfedstavuje komplexni proces zahrnujici sekvenci déj, kterd je zahdjena
v okamziku vzniku poranéni. Tento proces zahrnuje migraci a aktivitu nckolika
bunécnych typt, ristovych faktort a cytokint. Ty jsou zapojeny do jednotlivych fazi
procesu hojeni, které na sebe vzdjemné¢ navazuji a ¢astecn¢ se piekryvaji. Jsou jimi (1)
hemostdza a zdnét (n¢kdy také rozdélovany na dvé samostatné faze hojeni, [3]), (ii)
bunécnd proliferace a formovani nové tkané¢ a (iii) remodelace tkdné. K hemostdze
dochdzi okamzit¢ po vzniku poranéni. Jejim primarnim ucelem je zastaveni krvaceni,
coz je docileno stazenim cévy (vasokonstrikce), agregaci krevnich desticek a koagulaci
krve. Nésledn¢ vznikajici fibrinova sit md za dkol uzaviit poSkozené cévy, zabranit
vstupu patogent do krevniho fecisté a poskytnout podporu jako doCasné extracelularni
hmota (ECM) pro migraci a proliferaci bunék. Infiltrace bunék — neutrofili, monocyti a
lymfocytd, je podporovéna rastovymi faktory uvolilovanymi aktivovanymi desti¢kami a
vede k zahdjeni zanctlivé faze, kterd trva az Sest dni. V ni dochdzi k diferenciaci
monocytl na makrofagy produkujici cytokiny ldkajici dalsi prozanétlivé aktivni buiiky.
Zanctliva faze je také ukoncena aktivitou makrofagli, které vyvolaji apoptézu
zanétlivych bunék, vycisti oblast rdny od jejich zbytkli, ¢imZ dochdzi ke zmirnéni
zanétu a je zahdjena granulacni faze. Na granulacni féazi, také oznaCované jako
proliferani, se podileji zejména fibroblasty, keratinocyty a epitelidlni buky.
Proliferujici fibroblasty produkuji hlavni sloZky extracelularni hmoty — glykoproteiny a
proteiny — zejména kolagen typu III jako ndhradu poSkozené ECM. Dale dochazi
k formovani nového cévniho zasiténi (angiogeneze) nezbytného pro zasobovani
kyslikem, Zivinami a ristovymi faktory nutnymi pro udrZeni produkce nové tkdné. Réna
je vyplhovana granulacni tkani sklddajici se znové ECM a cév a uzavird se zejména
kontrakci vyvolanou puasobenim fibroblasti. Z okraji rany zaroven —migruji
keratinocyty, které rdnu izoluji od vnéjSiho prosttedi. Tento proces trvd v rozmezi dvou
az tfi tydnl. Nasledujici remodelacni faze je nejdel$i a muze trvat a Z dva roky,
v zavislosti a hloubce rany. V jejim pribchu krevni destiCky a makrofagy stimuluji
prostiednictvim TGF-B a cytokind, jejichz uplny ptehled poskytuji Barrientos et al.
[23], diferenciaci fibroblastii na myofibroblasty. Dochdzi ke kontrakci rany rychlosti 10

— 20 um za den a tvorbé jizvy. SniZuje se pocet bunék i hustota cévniho zasiténi.
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ZvySuje se podil kolagenu v tkani, coZ vede ke zvySovani pevnosti, kterd ovSem

nepresahuje 80% pevnosti tkané neposkozené [3, 4, 24].

Hemostaza a zanétliva faze Granulaénifaze Remodelace

layer Platelet

Macrophage dostie

Sebaceous
Neutroghil o ollagen Capilary

Obr. 1 Prehled jednotlivych fdzi hojeni akutni rdany.
[4]

Trvani jednotlivych fazi je zavislé také na kategorii rany. V piipad¢ popédlenin mtiZe, na
rozdil od feznych poranéni, byt prodlouzen samotny proces vzniku rdny a pocatecni

faze hojeni diky vzniku a odstranovani puchyiii nebo dokonce nekrotické tkané [25].

Velice specificky piipad ptredstavuji rany chronické — tedy rany s naruSenym procesem
hojeni, které ani pii adekvatni terapii nevykazuji tendenci k hojeni. Na rozdil od ran
akutnich u nich dochdzi k zastaveni v zdnétlivé fazi. ZvySené hladiny metaloproteinaz
(MMPs) vedou k degradaci mezibunééné hmoty a nékterych rastovych faktort. U
chronicky ran byva také naruSena funkce a migrace fibroblasti azZ o 75 %. Dochazi
k naruSeni antioxidacni kapacity a zvySovani koncentrace reaktivnich kyslikovych
castic (ROS) vrané. Tyto déje byvaji Casto spojeny s bakteridlni kontaminaci rany
a/nebo chronickym onemocnénim, nejcastéji diabetem. Mezi nejcastéji se vyskytujici
chronické rany se tadi bércové viedy vendzni etimologie, arteridlni kozni viedy,
dekubity, neuropatické kozni viedy a kozni viedy v terénu lymfedénu. Jedna se o Zivot
ohroZujici stavy, Casto spojené s bakteridlni infekci, které mohou vést aZ k amputaci ¢i
sepsi. Volba vhodné metody ¢i kombinace metod umoZznujici obnovu procesu hojeni a

uzavieni kozniho krytu je tedy nezbytna [24, 25, 26, 27, 28].

1.1 Nanomaterialy v hojeni ran

Vzhledem ke zvySujici se incidenci chronickych ran v populaci je v soucasné dobé
pozornost zamefend na hledani novych metod 1é¢by a materidld k ni vyuZzitelnych. Cela

fada nanomateridlli byla testovdna pro vyuziti v této oblasti. Rizné nanomateridly,
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jejichz prehled uvadi obrazek 2, byly testovdny jako nosiCe 1éCiv a aktivnich latek do
prostoru rdny, antibakteridlnich c¢inidel, ale i jako stimulanty buné&fné proliferace,

diferenciace a exprese.

Type of Nanomaterials % CeramicNPs  PolymericNPs  Nanoceria NPs
]
W Nanoparticle (47.6%) g *
BN Nanofiber (28.2%) 3
Hydrogel (13.4%) H ‘ v g
Nanocomposite (7.5%) x
Self-assemble (3.4%)
é GoldNPs MC:;I:::” CeramicNPs PolymericNPs  NanoceriaNPs  Liposomes Silver NPs
Type of Polymeric Nanoparticles g v ‘ % 4 \"‘ q’ﬁﬁ:
Wl Chitosan (28.2%) =
Bl Collagen (33.1% )
Gelatin (9.9%)
Hyaluronic acid (5.7%)
Fibrin (4.1%) Micelles CopperNPs  Liposomes Iron oxide NPs  PolymericNPs
Dextran (2.4%) 7%
PCL (6.7%) 5 o ] § §
PLGA (4.8%) 'i ‘. .0 UG » Nanoceria NPs
| PEG (4.3%) i » g i
W PLLA(1.5%) ® CeramicNPs pendrimers  GoldNPs  SolidLipid NPs  sjlverNps
Type of Metallic and Ceramic Nanoparticles ‘ :.' '
W Silver (61.4%) o
B Gold (14.1%)
Silica (8.7%)
Clay (4.1%)
2n0 (5.1%) g NanoceriaNPs Iron oxide NPs
Iron oxide (4.7%) >
Graphene (1.6%) 'g
CNTs (0.3%)
2 —

Obr. 2 Nanomateridly pro hojeni ran.

Procentudlni zastoupeni nanomateridli testovanych pro vyuZiti v hojeni ran a publikovanych v
odbornych casopisech mezi lety 1990 a 2016. Déleni dle (A) typu nanomateridlu, (B) sloZeni
polymernich nanocdstic a (C) sloZeni kovovych a keramickych nanocdstic.(Data ziskdna z Web
of Science k breznu 2016). D. Schematické rozdéleni nanomateridlii aplikovatelnych v hojent
ran v zdvislosti na stavu fdazi hojeni [4, 5].

Vzhledem k vyznamu potlaceni bakteridlni kontaminace a ji zpiisobené proteolyzy, byly
Siroce studovany rizné typy antibakteridlnich nanocdstic a nanomateridli dopovanych
nebo konjugovanych s 1éCivy. Pravdépodobné nejvice byly v tomto ohledu studovany
+nanocéstice stiibra (Ag NPs), u nichZ byla potvrzena antibakteridlni dcinnost a
schopnost podporovat diferenciaci fibroblastl a motilitu keratinocyti. Jejich nevyhodou
je vSak jejich potencidlni toxicita a vyvoldvani ROS stresu. Celd fada dalSich typi
(nano)materidlil byla studovdna z hlediska biokompatibility, bioaktivity a moZného
synergického efektu s dalSimi terapeutiky. Je tedy patrné, Ze volba nejen 1éCiva a

struktury dopravniho systému, ale i jeho materidlové sloZzeni ma vyznamny vliv a mizZe
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ovliviiovat vybrané bunécné procesy a vybrané faze hojeni. Napiiklad u nanocastic ZnO
byl potvrzen proangiogenni, protizanétlivy ucinek a schopnost podporovat reepitelizaci.

U nanocéstic CeO» byl potvrzen proangiogenni a antioxida¢ni ucinek [2, 6, 7, 29].

Vev s z vz

Jako jeden z nejuniverzdlngjSich materidlli jsou oznacovany keramické castice, jak
ukazuje schéma na obr. 2B, z nichZ nejpocetnéjsi skupinu tvoii nanocastice kiemiku
(Si02 NPs). U nich byla popsdna aplikovatelnost ve fazi hemostaze, zanétlivé,
prolifera¢ni. Jejich nespornou vyhodou jsou mozZnosti tvorby rtznych tvarti vcetné
mezoporéznich nanocastic s vysokym mérnym povrchem umoZiujicim enkapsulaci
nebo kovalentni vazbu 1é¢iva. Jejich degradaci jsou do rany uvolnovany ionty kfemiku,
u nichz byl potvrzen pozitivni vliv na hojeni ran, podpora angiogeneze a produkce

kolagenu i reepitelizace [2, 5, 30, 31, 8].

Podpora bunécné proliferace, angiogeneze a produkce kolagenu byla potvrzena
napiiklad také u nanomateridlti obsahujicich kyselinu hyaluronovou [4]. Ty jsou navic
schopny upravovat pH prostfedi rdny ovliviiujici napiiklad proteolytickou aktivitu u

kontaminovanych chronickych ran [32].

Kromé uvedenych piikladd byla pro vyuziti v hojeni ran zkoumédna celd ftada
polymernich a anorganickych nanomateridlli, dendrimerti, liposomi a dalSich. Jejich
uceleny piehled poskytuji napiiklad Blanco-Fernandez et al. [2], Parani et al. [4],
Barroso et al. [5], Naskar a Kim [6], Mikai et al. [7] a Wang et al. [33].

1.1.1 Nanovlikna v hojeni ran

Nanovlakna tvofi mezi nanomateridly vyvijenymi pro tcely hojeni ran unikatni skupinu
vynikajici svymi vlastnostmi. Jejich vysoky mérny povrch v kombinaci s vysokou
porozitou a nizkymi rozméry port umoziiuje jejich vyuziti nejen jako nosice 1é¢iv pro
uvolnéni in situ, ale i jako krytu rany. Nanovldkna kombinuji schopnost nanomateriala
zlepSovat biodostupnost 1é¢iva a strukturu vyhovujici vSeobecnym poZadavkim
kladenym na konvencni i tzv. funkéni a bioaktivni kryty ran. Ty museji byt
biokompatibilni, nealergenni, vykazovat nizkou adhezi ke spodin€ rany, kterda umoznuje
odstranéni krytu bez jeho poskozeni a podporovat vlhké hojeni. V ptipad¢ funkcnich a
bioaktivnich kryt jsou tyto pozadavky rozsifeny jesté o schopnost odvodu exudétu

zrany, umoznéni vymény plyni s vnéjSim prosttedim a bariérni funkce chranici
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Vv s

vlivy — tedy docasné nahrazeni funkce neposkozené kiize. Krom¢ toho by takovy kryt
mél byt schopen aktivné podporovat proces hojeni regulaci bunééné adheze, proliferace
a diferenciace. Nanovldkenné kryty tyto poZadavky spliuji. Kromé toho je jako jejich
vyhoda v regeneraci tkdni uvddéna strukturni podobnost s ECM, coZ vede k podpote
bunécného ristu. Kromé toho je nanovldkennym krytim pfisuzovdna schopnost redukce

formovani jizev. Ptrehled jejich G¢inkil je uveden na obrdzku 3 [25, 2, 34].

Bacteria

Protect against Provide moist
pathogens environment

Obr. 3 Schematicky prehled efektit nanovidken pri jejich vyuZiti jako krytu ran
[35].

Regulace konkrétnich bunéénych déjli je moznd prostfednictvim modifikace sloZeni
nanovldken a jejich funkcionalizace 1éCivy ¢i bioaktivnimi latkami. Z hlediska sloZeni
bylo popsdno Siroké spektrum nanovldkennych kryti na bézi syntetickych polymert
jako kyseliny polymlécné (PLA) [36, 37, 38], polykaprolaktonu (PCL) [39, 40], nebo
polyhydroxybutyritu-valeratu (PHBV) [41, 42], polymert pfirodnich jako je chitosan
[34, 43, 44], hedvabny fibroin (silk fibroin, SF) [2, 45] nebo kyselina hyaluronova [34,
46].

Tyto materidly mohou byt pfipravovany v Cisté podobé nebo ve smési riznymi

metodami, z nichZ nej¢astéji vyuZivané je elektrostatické zvlaknovani.
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Cilem piipravy smésnych nanovldken je dosazeni kombinace vlastnosti jednotlivych
polymerti z hlediska pevnosti a pruZnosti, stability ve vodném prostiedi a bioaktivity.
Ptehled riznych materidla a jejich kombinaci vyuZivanych k pfipravé nanovldken pro

hojeni ran poskytuji [42, 35, 47].

Nanovldkna riznych polymerd mohou byt pfipravovdna sriznou povrchovou
strukturou, coz vétSinou vede ke zvySovéni dostupného mérného povrchu a modifikaci

bunécné adheze [35]. MoZnosti riznych nanovldkennych struktur jsou na obrdzku 4A.

AB
\

Physical adsorption

’ ! : Blend electrospinning

3 Co-axial electrospinning
il >
2® © 7——-— -~

? ; Emulsion electrospinning |

Obr. 4 Prehled moZnych nanovldkennych struktur a jejich kombinace s lécivem.
(A) Struktura nanovldken a-hladkd, b- stuzkovd, c-porézni, d- s kordlkovymi defekty, e-
Jjddro/pldst, f- orientovand. (B) MoZné zpiisoby inkorporace léciv/bioaktivnich ldtek do téchto
nanovldken [42].

Ptiprava nanovldken metodou elektrostatického zvldknovani umoziuje také piipravu
vicevrstevnych nanovldkennych materidlii s odliSnou strukturou a/nebo sloZenim
jednotlivych vrstev. Tyto materidly potom vykazuji odliSné vlastnosti na vnéjsi a vnitini

stran¢ [48, 49].

Nespornou vyhodou nanovldken, zejména téch pfipravovanych metodou

elektrostatického zvldkiovdni, je Siroky vybér zplisobu inkorporace 1é¢iv. Inkorporace
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1éCiva do hmoty nanovldken, kdy je 1é¢ivo distribuovano v celém priifezu nanovldkna,
jeho jadre nebo plasti, vede k pomalejSimu uvoliiovani. Podminkou zapracovéni je vSak
vzdjemnd kompatibilita a misitelnost polymerniho 1é¢iva a roztoku. Povrchové dpravy
zahrnuji fyzikélni adsorpci, elektrostatickou a kovalentni vazbu na povrch. Tyto metody
vazby se vyuZzivaji pfi nutnosti zrychleného uvolnovani nebo pii vazbé katalytickych
latek na povrch [42, 35]. Schématické rozloZeni moZnosti inkorporace 1é¢iva ukazuje

obrazek 4B.

Je znama tada 1éCiv uspéSné inkorporovanych do nanovldken. Vzhledem k vyznamu
potlaceni bakteridlni kontaminace u chronickych ran tvoii vétSinu antibakteridln€ ucinné
latky. Byla uspésné popsdna inkorporace nanocdstic stiibra [35, 50, 51, 52] a antibiotik
jako tetracyklin [35, 53], nebo ampicilin [35, 54] i pfirodnich latek nebo extrakth [35,
55, 56] a antibakteridlnich proteinti [57, 58]. Pro podporu hojeni potom byly tspéSné
inkorporovany nebo vdzany na povrch ristové faktory [35, 59, 60, 61]. Obsahly vycet
kombinaci krytti ran a aktivnich latek uvadéji Iacob et al. [34], Azimi et al. [42] a
Miguel et al. [35]. Nékolik z téchto nanovldkennych kryti jiz proSlo nebo v soucasnosti

prochazi klinickym hodnocenim [47].

2 Priprava nanovliken elektrostatickym zvlaknovanim

Jednou =z nejcastéji vyuZivanych metod vyroby nanovldken je -elektrostatické
zvlaknovani. Ackoli prvni patent tykajici se této metody byl poddan Formhalsem jiz roku

1934, k rozvoji metody doslo az v 90. letech 20 [62].

Jednd se o zplasob pfipravy ultra jemnych vldken, sprimérem vétSinou
v submikronovém m¢éfitku, kterd jsou formovdna z polymerniho roztoku nebo
polymerni taveniny plsobenim elektrostatickych a kapildrnich sil. Samotny procesu
elektrostatického zvldknovani je zaloZen na pilisobeni vysokého napéti vedouciho
k vytvofeni elektricky nabitého proudu polymerniho roztoku nebo taveniny. Castéji jsou
touto metodou vsak zpracovavany polymerni roztoky. Zvldkinovaci roztok je v pifimém
kontaktu s elektrodou pfipojenou ke zdroji vysokého napéti. Protielektroda, oznaCovana
jako kolektor, je uzemnéna nebo opacné nabitd. Pfi vystaveni vysokému napéti se

formuje elektrostatické pole, které formuje elektricky nabity proud polymerniho roztoku

(¢i taveniny), ktery je vypuzen z kapilary. S rostouci intenzitou elektrického pole, se
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kulovity tvar kapaliny na hrotu kapilary prodlouZi a vznika koénicky tvar oznacovany
jako Tayloriiv kuZel, ktery je ndsledkem relaxace indukovaného ndboje na volném
povrchu kapaliny na vystupu ze zvldknovaci kapilary. Béhem faze letu kapalinové
trysky, kterd je oznaCovana jako biCujici nestabilita se polymerni proud postupné
enormné napind a dochdzi k odparu rozpoustédla a vytvoreni ultrajemnych vldken. Ta
jsou pii pohybu k uzemnéné protielektrodé (kolektoru) ukldddna piimo na néj, nebo na
pomocny podkladovy materidl umistény na jeho povrchu. Schéma zdkladniho
laboratorniho zafizeni vybaveného jehlovou elektrodou je na obrdazku 5. V soucasnosti
existuje fada modifikaci tohoto procesu, které umozZnuji zvySeni vyrobnosti procesu
nebo manipulaci s morfologii tvofenych nanovldken. Té je dosahovdno napiiklad
vyuzitim bezjehlového zvldknovani, specidlnich tvarti elektrod nebo profilovaného nebo
rotujiciho kolektoru. Ty umoZnuji napiiklad tvorbu trojrozmérnych nanovldkennych
struktur nebo umoznuji formovat nikoli ndhodné€ ale stejnosmérné orientovanych
nanovldken. Pro vSechny tyto varianty vSak plati stejné faktory, které mohou déle
ovlivitovat proces elektrostatického zvldknovani a kvalitu a morfologii pfipravovanych

nanovlaken [62, 63, 64].

Taylor cone

—Fibrous polymer
scaffold

Syringe
with polymer solution

Obr. 5 Hlustracni schéma jehlového elektrostatického zvldkiiovdni s rotacnim kolektorem
[65].

2.1 Faktory ovliviiujici zvlakiiovaci proces

Faktory ovliviigjici elektrostatické zvldkiiovani a vlastnosti a kvalitu vysledné

nanovldkenné vrstvy jsou nej¢asteji rozdélovany na procesni a systémové parametry.
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Procesnimi parametry jsou intenzita elektrického pole a tedy aplikované elektrické
napéti, vzdélenost zvldknovaci elektrody a kolektoru a rychlost ddvkovéni polymerniho
roztoku nebo taveniny. Do procesnich parametry jsou zahrnuty také klimatické
podminky (teplota, vlhkost). Jako systémové parametry se oznacuji vlastnosti
zvldknovaného materidlu, jako jsou molekulovd hmotnost polymeru, koncentrace a
sloZzeni polymerniho roztoku (ovlivilujici zejména povrchové napéti a vodivost),
viskozita, teplota zvldknéni (taveniny) a piidavek aditiv. Ackoli plati vSeobecné
zavislosti mezi jednotlivymi parametry a morfologii formovanych nanovldken, jsou
odlisné pro kazdy polymer. VSeobecné popisované trendy vlivii vybranych parametrti
na primér a morfologii nanovldken jsou uvedeny v tabulce 1. Kazdy novy zvldkiiovany

polymer nebo jejich smés proto vyZaduji jejich optimalizaci [63, 66].

Tab. 1 Vliv vybranych parametrii zvldkniovdani na morfologii pripravovanych nanovldken

[66].
Parametr Efekt na morfologii viaken
aplikované napéti ™ prameér vldken nejprve |, potom 1 (ne monotdnné)
pratok kapilarou prameér vlidken 1 (koralkové efekty se projevi v pfipadé

prilis vysokého pritoku)

vzdalenost mezi elektrodou  primeér viaken | (kolarkové efekty se objevi v pfipadé, zZe je

a kolektorem 1 vzdalenost mezi elektrodou a kolektorem pfilis kratka)
koncentrace polymeru prameér vlidken 1 (v optimalnim rozsahu)

(viskozita)

vodivost roztoku pramér vldken J, (velky rozsah priimér()

tékavost rozpoustédla vldkna vykazuji mikrotexturu (pdry/nerovnosti na povrchu,

které vedou ke zvySovani mérného povrchu

3 Metoda Sol-Gel

Metoda sol-gel umoziluje piipravu anorganickych a hybridnich materidlti na bazi kovii
(¢i polokovl) — Al, Si, Ti, Zr a dal$ich [67, 68, 69]. Tato metoda je vyuzivana jiz od 19.
stoleti, pfi¢emZ vyznamny posun zaznamenala aZ v 2. poloviné 20. stoleti. V roce 1968,
kdy Werner Stober a jeho tym popsali amoniakem katalyzovanou hydrolyzu umoziujici
kontrolu morfologie a velikosti formovanych ¢éstic. Tento objev umoznil dal$i rozvoj
metody sol-gel a tvorbu dispergovanych ¢astic, nanocastic a dalSich materidla ji

pfipravenych. Z téch jsou v dne$ni dobé nejvice studovany nanomateridly na bazi
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kfemiku a to zejména diky jejich vyuZitelnosti v medicin€ a dopraveé 1éciv [70]. Metoda
sol-gel vSeobecné oznacuje skupinu postupt piipravy skelnych, skelné krystalickych
nebo krystalickych materidld, jejichZ spolecnym znakem je homogenizace vychozich
sloZzek ve form¢ roztoku. Krat$i polymerni fetézce a oligomerni jednotky a primarni
nanocdstice a ndsledné prochézeji formovanim koloidni suspenze (solu) a gelaci solu,
kdy se vytvéaii prostorovd porézni sit ve spojité kapalné fazi (gel). V zavislosti na
pouzitych vychozich surovinich se rozliSuji dvé zdkladni skupiny sol-gel postupt
vychdzejicich ze zpracovani ve vodném nebo bezvodém prostiedi a vyuzivajicich riizné
typy nizkomolekuldrnich prekurzori reakce [67, 68, 71]. V soucasnosti nejvyuzivangjsi
je metoda zaloZend na reakci alkoxidd. U materidlti na bazi kifemiku jsou to tedy reakce
vyuzivajici alkoxidy kiemiku nebo alkoxysilany, kdy se findlni struktura sklada
z anorganickych polymert provazanych pevnou siloxanovou vazbou. Jako prekurzory
se nejCastéji  pouzivaji tetraethoxysilan  (tetraethylorthosilikat, TEOS) a

tetramethoxysilan (tetramethylorthosilikat, TMOS).

Tato metoda zahrnuje nékolik krokii:

1) syntézu solu hydrolyzou a ¢asteCnou kondenzaci molekul alkoxidu, ¢i
alkoxysilanu;

ii) formovéani gelu prostiednictvim polykondenzace za vzniku siloxanové
vazby;

1ii) synerezi nebo ,,starnuti* gelu, kdy pokracuje kondenzace vnitini struktury
gelu, Casto vedouci k jeho srdZeni a vypuzeni rozpoustédla;

iv) suSeni gelu a formovani bud’ hutného xerogelu po zhrouceni porézni
struktury nebo aerogelu za pouZiti napt. superkritického susent;

V) odstranéni povrchovych silanolovych skupin Si-OH, kalcifikaci pfi teplotdch

do 800 °C (pokud je vyZadovano) [72].

Vysledny produkt celého procesu sol-gel ovliviiuje n€kolik parametrti jako je pH,
zvoleny katalyzator, rozpoustédlo, koncentrace prekurzoru, molarni pomér prekurzoru a
vody a piimés aditiv. Tyto proménné vstupuji do procesu jiz v prvnim kroku, kdy
dochdzi k hydrolyze a ndsledné kondenzaci prekurzor. Z hlediska pH jsou sol-gel
reakce rozliSovany na kysele katalyzované Ci bazicky katalyzované v zavislosti na typu
piipravovaného produktu. Pfi neutrdlnim pH je prabéh sol-gel reakce velice pomaly. Pti

kyselé i zdsadité katalyzované reakci je vysledkem hydrolyzy zdména alkoxy skupiny
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za hydroxylovou, jak ukazuji schémata na obrdzcich 6A a 6B. Mira hydrolyzy v kazdém
kroku zavisi na stabilit€¢ prechodového stavu odvislé od sily pritomného
elektronakceptorniho, ¢i elektrondonorniho substituentu. Z tohoto diivodu se navazujici
kroky hydrolyzy progresivné méni vlivem pouZzitého substituentu. VétSinou plati, ze
zpomaluji v piipad€ kyselého a zrychluji v ptipadé zdsaditého katalyzatoru. Navazujici
krok kondenzace (a nasledné¢ polykondenzace), kdy je formovéna siloxanovd vazba
(sit), se také 1isi v zavislosti na pH reakce. Je-li hydrolyza dokoncena pied zapocetim
kondenzace, md vysledny produkt (OH)3Si-O-Si(OH)3 Sest mist pro ndsledny
kondenza¢ni krok. Tento efekt byva pozorovan u reakce v zdsaditych podminkdch a
vede k malym, vysoce rozvétvenym fetézcim a aglomerdtim v solu, které nasledné

tvoii koloidni gel. Tento postup se vyuZziva zejména v piipravé kiemicitych nanocastic.
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H,0: ol B H | H Nor HO N / |
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Kysele katalyzovana hydrolyza Zasadou katalyzovana hydrolyza
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Obr. 6 Reakcni schémata pritbéhu hydrolyzy a ndsledné kondenzace alkoxidii kremiku
katalyzovanych (A) kyselinou a (B) zdsadou
[72].

Pti reakci v kyselém pH, kdy prvni krok hydrolyzy byva tim nejrychlejSim, zacina
kondenzace jeSt¢ pied nebo soub&Zné s dokoncenim hydrolyzy. Ke kondenzaci Casto

dochézi na koncovych silanolech, coZ vede k fetézclim s niZsi mirou rozvétveni v solu a

siti podobnym geltm. Vliv pH na struktury tvofené v gelu je na obrazku 7A [72].
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Obr. 7 Schéma vlivu vybranych reakcnich podminek metody sol-gel.
(A) Viiv pH na rust a vnitini strukturu gelu pri prechodu sol-gel. (B) Vliv koncentrace vody na
velikost a interakce koloidnich cdstic. (C) Viiv prebytku TEOS a H>O v reakcni smési na povrch
a velikost cdstic [72, 73, 74].

Mira rozvétveni fetézcil je u sol-gel reakei ovlivnéna také molarnim pomérem Si/H>O.
SniZeni podilu vody v reakéni smési je vyuZivdno zejména ke zpomaleni hydrolyzy.
Kromé toho neddvné studie potvrdily také, Ze podil vody v reakéni smési ovliviuje
separacni vzdélenost mezi monomery a rist aglomeritii a nanocastic [73, 74]. Vyssi
podil vody vede ke vzniku vétsich ¢astic formovanych aglomerdty mensich primarnich
¢astic. Tento jev byl popsdn zejména u syntézy kiemicitych nanocdstic Stoberovou
metodou katalyzovanou amoniakem a byvd pfipisovan vétSimu podilu vodikovych
mustkil vedoucimu ke koalescenci ¢astic. Tento jev je viditelny na obrdzcich 7B a 7C.
Rozmér a strukturu materidli syntetizovanych metodou sol-gel ovliviiuje také volba a

podil rozpoustédla. To slouzi k zajiSténi dostatecného promiseni reakéni smési
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(vzhledem k tomu, Ze fada alkoxidii je nemisitelnd s vodou) a jeho volba ovliviiuje
rozmér formovanych castic. Pro zajiSténi dobré misitelnosti jsou jako rozpoustédla
nejcastéji voleny alkoholy. Sadasivan et al. prokdzali, Ze rozmér formovanych Céstic
roste s rostouci molekulovou hmotnosti rozpoustédla (butanol>2-propanol>1-
propanol>ethanol>methanol). Volba rozpousStédla ovliviiuje také miru hydrolyzy a
kondenzace a to v tomto pofadi: 1-butanol>methanol>1-propanol>ethanol>2-propanol.
Tento efekt byva piipisovdan kombinaci stérického efektu a formovani vodikovych

mustkll mezi rozpoustédlem a nukleofilem [72, 73].
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Obr. 8 Schéma vlivu prechodovych fdzi solu na gel na viskozitu, rozmér koloidnich nanocdstic a
moZnosti zpracovani.
(A) Vyvoj viskozity v priubéhu prechodu solu na gel, rozmeér koloidnich cdstic a jejich agregdtui v
jednotlivych fazich. (B) Schéma zobrazujici moZnosti zpracovdni riiznych struktur metodou sol-
gel v zavislosti na fdzi (roztok, sol, gel) [75, 76].

Vsechny zminéné parametry se tedy komplexné podileji na rychlosti hydrolyzy a
kondenzace a tim ovliviiuji rychlost vzniku a strukturu findlniho produktu (gelu).
Zejména u kysele katalyzovaného procesu sol-gel, ktery probihd pomaleji, byly
detailn¢ji popsany faze transformace piechodu mezi solem a findlnim gelem. Jejich
postup je hodnocen jednak zménami vnitini struktury a dédle vyvojem viskozity.
Ptikladem popisu takového vyvoje je diagram na obrdzku 8A, kde v 1. fazi je koloidni
roztok (sol) o nizké viskozit€¢ a malém rozméru (nano)castic. Nasleduje 2. faze, kdy
dochdzi k agregaci primarnich koloidnich (nano)¢astic pii zachovéani viskozity, ale
ndrtistu velikosti ¢astic. Ve 3. fazi dochézi k ristu klastrii a jejich spojovani. Jednd se
také o fazi, ve které dochdzi ke skokovému ndrlstu viskozity. Ve fazi 4 se zacind

formovat trojrozmérnd struktura gelu a mize dochdzet k perkolaci rozpoustédla. Toto je
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faze spojovand s rychlym nartstem viskozity. Pokracujici gelace vede az k 5. fazi, kdy

je formovéna plné provdzana homogenni struktura makrogelu [68, 75].

Rychlost pfechodu mezi jednotlivymi fidzemi solu na gel je vyznamnd zejména
z hlediska aplikovatelnosti a zpracovatelnosti riiznymi metodami, jak ukazuje schéma
na obrdzku 8B. Pro ziskdni vldken, Castic anebo tenkych vrstev je nutné vyuZiti solu
v prvnich tfech fazich. Parametry vysledného produktu jsou potom urceny koncentraci,
viskozitou solu, mirou gelace a piipadnym podilem aditiv. Pfimés aditiv je vyznamna

zejména pii tvorb&é mezoporéznich ¢éstic a vrstev [68, 70, 77].

RUznymi metodami zpracovani solu/gelu je mozné piipravit makro, mikro i
nanostruktury pro technické i medicinské aplikace. Prehled vybranych struktur je
uvedeny na obrdazku 9. Pro medicinské aplikace jsou vyuZzitelné zejména porézni 3D
struktury [77, 78, 79, 80], tenké vrstvy [77, 81, 82, 83, 84], vldkenné struktury [85, 86,
87, 88] a nanostruktury a nanocastice [89, 90, 91, 83, 92, 93, 94, 95].

Obr. 9 Moznosti materidlu pripravovanych metodou sol-gel.
Snimky porizené SEM. (A) koloidni cdstice, (B) nanoporézni membrdna s rozmérem porii
72 nm, (C) mozoporézni SiO» mikrokulicky, (D) duté vidkno/ tubuldrni membrdna, (E) 3D
vysoce porézni scaffold, (F) nanocdstice (magnetické) [78].

3.1 Povrchova chemie ki‘femicitych (nano)materiali

Nezpochybnitelnou vyhodou kiemicitych (nano)materidlli je dostupnost jejich povrchu

pro funkcionalizaci umozZnujici roubovani celé fady funkcnich skupin a molekul na
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jeden typ materidlu. Tato vlastnost z nich déla multifunkéni nosi¢e pro konjugace

biomolekul, katalyzitord a dopravu 1éCiv.

Povrchové (adsorpéni) vlastnosti materidll zdvisi zejména na koncentraci
hydroxyskupin, resp. silanolovych skupin (=Si-OH). Vedle silanolovych skupin se na
povrchu vyskytuji i skupiny siloxanové (=Si-O-Si=). Existuje nékolik rGznych typi
silanolovych skupin: izolované (volné) silanoly (a), kde je kiemikovy atom na povrch
nosice vazan tiemi vazbami a Ctvrtou vazbou na -OH skupinu, vicindlni (mustkové)
silanoly (b), kde jsou jednotlivé -OH skupiny pfipojeny na razné kiemikové atomy,
které jsou dostatecné blizko, aby mohly interagovat vodikovymi miistky, a gemindln{
silanoly (c), které se sklddaji ze dvou hydroxyskupin na stejném kiemikovém atomu [9].

Uvedené varianty jsou na obrazku 10.
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Obr. 10 Povrchové silanoly (A) izolované, (B) vicindlni a (C) gemindlni.
Reprodukovdno z [9].

Pti dostatecné koncentraci silanolovych skupin md povrch materidlu hydrofilni
charakter. Tepeln€ neupravené silikdtové materidly obsahuji kromé¢ siloxanovych (Si-O)
a silanolovych (Si-OH) skupin 1 vodu, kterd se vaZe na silanolovou skupinu vodikovymi
mustky. Pfi teplotich okolo 200 °C je vSechna tato vdzand voda odstranéna, dalSim
zvySovanim teploty dochazi k postupné preméné silanolovych skupin na siloxanové
vazby, ¢imzZ ziskdvéa povrch materidlu hydrofobni charakter. Pti vysSich teplotdch (nad
800 °C) nastdva destrukce i1 porézni struktury materidli. Vzhledem k vyznamu
hydroxyskupin silanolu, o jejichz koncentraci vypovida silanolové cislo, pro dalsi
funkcionalizaci kfemicitych povrchli, je jejich rovnomérna distribuce nezbytnd a

dostate¢na koncentrace na povrchu nezbytnd. Silanolové ¢islo a stupen pokryti povrchu

jsou silng zavislé na teploté dpravy materidlu. Jejich zdvislost uvadi tabulka 1.

33



Tab. 2 Hodnoty silanolového cisla a stupné pokryti povrchu
hydroxyskupinami v zdvislosti na teploté [9].

Teplota [°C]  Silanoloveé Stupen pokryti
¢islo povrchu hydroxyskupinami,
S)
180-200 4.6 1

300 3,55 0,77

400 2,35 0,5

500 1,80 0.4

600 1,50 0,33

700 1,15 0,25

800 0,70 0,15

900 0,40 0,09

1000 0,25 0,05

1100 <0,15 0,03

3.1.1 Funkcionalizace povrchu kiremicitych materiala

Vybér metody modifikace se tidi dle pozadovaného rozsahu modifikace, typu a
orientace povrchovych skupin ¢i molekul a typu interakce dané molekuly s povrchem.
MozZnych metod modifikace povrchu kiemicitych materidla existuje celd fada. Metody

zaloZené na pouZiti silant se rozd¢€luji na metodu kondenza¢ni a metodu roubovaci [9].

3.1.1.1 Kondenzacni metoda

Tato metoda spoCivd v pifidavku modifikaéniho ¢inidla — vétSinou funkéniho
ethoxysilanu - pfimo do reak¢éni smési pii syntéze materidlu. Predstavuje tedy
jednostuptiovy postup, ktery umoZziuje pevnéjsi fixaci a lepSi distribuci organickych
skupin nez metoda roubovaci. Nevyhodou je ¢asta tvorba materidlii s mén¢ uspofadanou
strukturou, protoze tato procedura neumoZziuje presné fizeni morfologie vzniklého
produktu. To ma za nésledek Casto nereprodukovatelny postup funkcionalizace povrchu.
Ptiklady této metody funkcionalizace uvadéji napiiklad Chong et al., ktefi vytvorili
mezoporézni materidl nesouci thiolovou, vinylovou, fenylovou, karboxylovou,
sulfoskupinu a aminoskupinu. Jako zdroj kfemiku byl pouzit tetraethoxysilan (TEOS) a

piisluSny  modifikdtor nesouci  funkéni skupinu v moldrnim  poméru
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modifikator/TEOS=1/20. Pfipravené materidly byly testovany pro imobilizaci enzymu

penicilin acyldzy [9, 96].

Shylesh at al. touto metodou pfipravili mezoporézni strukturu kombinaci 1,2-
bis(triethoxysilyl)ethanu (BTEE) a pifidavku trimethoxy(3-sulfonyl)propylsilanu.
Vysledny materidl s thiolovou funkéni skupinou byl pouZit jako katalyzator [9, 97].

3.1.1.2 Roubovaci metoda

Metoda roubovani spo¢ivd ve vazbé modifika¢niho Cinidla na pfedem syntetizovany
nosi¢. Pfed modifikaci mize byt materidl zbaven fyzisorbované vody, ptipadné jinych
rozpoustédel. Tento proces se nejCastéji provadi zahtfivanim materidlu pfi teplotich do
450 °C v proudu inertniho plynu nebo za piitomnosti vzduchu. Modifikace je obvykle
provadéna v kapalné fazi — a to bud’ v koncentrovaném silanu nebo v roztoku
s vhodnym rozpoustédlem. Vzhledem k financni ndroCnosti se preferuje pouziti
rozpoustddla [9]. U&innost roubovaci metody zivisi nejen na poétu hydroxyld
dostupnych na povrchu materidlu, ale také na zvoleném modifikacnim ¢inidle, poméru

vici povrchu modifikovaného materidlu, pH a také na reakénich podminkach [98].

3.1.2 Modifikaé¢ni ¢inidla a jejich vazba

Vybér modifikaéniho cinidla je velmi dtlezity. Roubovand funkéni skupina silné
ovlivituje povrchové vlastnosti materidlu jako je ndboj, reaktivita pro dalsi reakce a
hydrofilita ¢i hydrofébnost povrchu. Vyznamny vliv na vlastnosti povrchu ma také
délka uhlikatého fetézce pouzitého modifikacniho ¢inidla. Délka uhlikového fetézce
funkéniho silanu ovliviiuje interakce mezi povrchem a konjugovanou litkou. Pfi
silanizaci povrchu funkénim alkoxysilanem s dlouhym uhlikovym fetézcem se sniZuje
interakce mezi funk¢ni skupinou a atomem kiemiku, které mohou vést az k naruSeni
siloxanové vazby a ztrdt€ funkcnosti povrchu [69]. Pfi silanizaci povrchu
alkylalkoxysilany nebo silylaci napiiklad oktyltrimethylchlorsilanem mutze délka alkylu

ovliviiovat nejen hydrofébnost povrchu ale 1 jeho antibakteridlni vlastnosti [70, 182].
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Obr. 11 Priklady silylace povrchu
(a) chlortrimethylsilanem a (b) oktyltrimethylchlorsilanem [99].

V ptipad¢ modifikace povrchu pomoci roubovani jsou tedy mozné dva typy reakci v
zavislosti na pouZzitém typu silanu. V pfipadé vyuZiti funkénich alkylsilanti, jako jsou
oktyltrimethylchlorsilanem a chlortrimethylsilan, dochazi k jejich vazbé tzv. silylaci,
reakci mezi hydroxylem silanolové skupiny na povrchu a chlorem, za vzniku siloxanové
vazby a kyseliny chlorovodikové jako vedlejsiho produktu. Piiklady schémat takovych
reakci jsou uvedeny na obrazku 11. V piipadé¢ Castéji provadéné silanizace funkénimi
alkoxysilany, mezi které spadaji také organo-mono-silylované prekurzory, dochazi
k hydrolyze alkoxy skupiny za vzniku vysoce reaktivniho silanolu, kondenzacni reakci
s povrchovymi hydroxyly za vzniku a formovani kovalentni siloxanové vazby.
VedlejSimi produkty reakce jsou alkohol a voda. Voda je zaroven nutnou slozkou
silanizacniho roztoku kvili zahdjeni procesu hydrolyzy [9, 98, 100]. Jeji podil je
vyznamny také vzhledem k vedlejSim interakcim mezi modifikaénim cidlem a
povrchem, ke kterym muze dochdzet piedevSim u aminoalkoxysilani prostfednictvim
vodikovych mustki, elektrostatickych interakci a siloxanovych vazeb [9, 10, 100].
Ptiklady téchto interakci jsou uvedeny na obrdzku 12. K jejich vzniku dochézi z diivodu
nizké hustoty roubovani modifika¢niho ¢inidla (obr. 12Ab) a/nebo nedostatecné vazbe
molekuly silanu (obr. 12Ac-e). U alkoxysilani s vétSim poctem ethoxy skupin miize
dochdzet k polymeraci a vzniku oligomert. Tim se zvySuje pocet moznych strukturnich
nepravidelnosti vznikajicich na povrchu silanizaci. Vertikdlni polymeraci muZe

dochdzek i k tvorbé vicevrstevnych nepravidelnosti. Piehled moZnych nepravidelnosti
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je na obrazku 12B. Jejich vznik vyznamné ovliviiuje typ rozpoustédla, mnoZzstvi vody,

koncentrace silanu, doba reakce a podminky suseni [100].
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Obr. 12 Priklady riiznych vazeb a vicevrstvych nepravidelnosti vznikajicich pri vazbé
3-aminopropyltriethoxysilanu (APTES).

(A) a. kovalentni vazba, b. nekovalentni interakce silanu kovalentné vdzaného na povrch, c-e.
slabé vazby vodikovymi mustky a elektrostatické. (B) nepravidelnosti vrstvy pripravené
silanizaci APTES, jeho molekuly mohou byt do vrstvy zabudovdny: a. vodikovou vazbou, b.
elektrostaticky, c. kovalentni vazbou k substrdtu, d. horizontdlni a e. vertikdlni polymeraci se
sousedicim silanem, f. vazbou oligomeri/polymerii silanu [100].

Povrchovou upravou funkénimi alkylsilany a alkoxysilany je moZné na povrch
kifemicitych nanomateridli roubovat celou Skalu funk¢nich skupin v€etné¢ aminoskupin,
thiolu, glycidylskupiny, a dalSich. Vybrané ptiklady moznych modifikaci jsou uvedeny
na obrazku 13. Nejcastéji se tato modifikacni ¢inidla déli v zdvislosti na tdrovni
smacivosti povrchu, ke které vedou. Mezi vyznamné hydrofilizujici modifikdtory
s aminoskupinou patfi (3-aminopropyl)triethoxysilan, (3-aminopropyl)trimethoxysilan,
N-[3-(trimethoxysilyl)propyl]ethylenediamin, [3-(methylamino)propyl]trimethoxysilan,
bis[3-(tri-ethoxysilyl)propyl]amin, 3-(trimethoxysilyl)propyltrimethylamonium chlorid
a 3-(trimethoxysilyl)propyl mocovina [9].

K dal$im pouzivanym modifikdtorim, jez zajist'uji hydrofilni povrch, patii alkoxysilany
nesouci thiolovou ¢i kyanoskupinu. Obé funkéni skupiny Ize snadno oxidovat na
karboxylovou a sulfonovou kyselinu. K nejcastéji pouzivanym modifikatoriim patii (3-
sulfonylpropyl)trimethoxysilan, (3-sulfonylpropyl)triethoxysilan, (3-
kyanpropyl)trichlorosilan a 4- (trichlorsilyl)butannitril [9].
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Modifikace povrchu (a) bromem, (b) chromem a Modifikace povrchu (a, b) alkyly a (c. d) aryly.
(c) fluorem.

Obr. 13 Priklady modifikaci povrchu riznymi funkcnimi skupinami proveditelné silanizaci
Sfunkcnimi alkoxysilany.
Reprodukovdno z [9].

Dalsim casto pouzivanym typem modifikace je nahrazeni silanolové skupiny
epoxyskupinou. Pro tyto ucely se pouzivd komeréné¢ dostupny modifikdtor 3-
(glycidyl)propyltrimethoxysilan (GPTMS) [9]. Pifikladem jeho vyZiti pro medicinské
konjugace je prace Tourné-Péteilh et al. [101], ktefi ho pouzili v reakéni smeési
obsahujici roztok GPTMS v toluenu. Po 1,5 hodindch varu, byl oddestilovan vznikly
methanol a suspenze byla opét 1,5 hodiny zahtivdna k varu. Po ukonceni byla pevna
faze odfiltrovdna a promyta toluenem a diethyletherem a suSena pfi teploté 160 °C. Na

modifikovany materidl bylo zakotveno nesteroidni protizanétlivé 1éCivo — ibuprofen
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(obr. 7). Schéma provedené vazby je uvedeno na obrdzku 14. Dalsi piiklad vyuZiti
GPTMS uvadi Pramabharan, kde konjugovana skupina byla vyuZita k vazb¢ chitosanu a
nasledn¢ ke konjugaci faktoru TNF-a pro protinddororovou terapii u rakoviny prsu

[102].

Obr. 14 Priklad vyuZiti povrchu sililovaného 3-(glycidyl)propyltrimethoxysilanem ke konjugaci
iboprofenu.
Reprodukovdno 7 [9].

Pro ziskani hydrofobniho povrchu nosice Ize silikatové materidly modifikovat chlorem,
fluorem ¢i bromem (obr. 13). Piikladem modifikatori mutze byt trichlor(3-
chlorpropyl)silan, triethoxyfluorsilan, dichlordimethylsilan, chlortrimethoxysilan a

(brommethyl)chlordimethylsilan.

Hydrofobni povrch nosice lze také ziskat jeho modifikaci alkylem ¢i arylem (obr. 13). K
nejcastéji zmiovanym modifikdtorim patii trimethoxyvinylsilan, chlortrimethylsilan,
benzyltrichlorsilan, fenyltrimethoxysilan, (1-fenylethyl)(3-aminopropyl)silan, triethoxy-
fenylsilan, (butyltrichlorsilan, (terc-butyl)dimethylchlorsilan, trimethoxymethylsilan,

trimethoxyoktylsilan a trimethoxyoktadecylsilan.

Ptiklad vyuziti silylace pro medicinské ucely uvadé¢ji napiiklad Horcajada et al. [103].
Ti pfi imobilizaci ibuprofenu studovali moZnosti modifikac¢nich c¢inidel trichlor(3-
chlorpropyl)silan, trichlor(fenyl)silan, benzyltrichorsilan, triethoxy(3-
sulfonylpropyl)silan, trichlor(3-kyanpropyl)silan a butyltrichlorsilan. Silylace byla

provadéna v roztoku toluenu v inertni atmosféfe (Ar) za varu po dobu 16 h.

Bylo popsano také dosazeni vicefunkénich smési kombinaci dvou modifikacnich
Cinidel. Luechinger et al. [104] modifikovali kfemicity povrch  (3-
aminopropyl)trimethoxysilanem (APTMS) a methyltrimethoxysilanem (MTMS).
Utinnost modifikace povrchu byla vy$3i pii pouZiti smési obou modifikaénich ¢inidel

(APTMS a MTMS) nez u materidlti modifikovanych pouze jednim z nich.
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Tento jev byl vysvétlen tim, Ze (a) pfitomnd aminoskupina bazicky katalyzuje
hydrolyzu trimethoxysilantl, a tak zvysuje reaktivitu této skupiny vici silanolim nosice
a (b) vzhledem k mensi velikosti methylové skupiny je snadnéjsi zaplnit mezery mezi 3-

aminopropylovymi skupinami.

Funkcionalizace povrchu kfemicitych (nano)materidlii ovliviiuje jejich biokompatibilitu,
interakce s zivou hmotou a také s proteiny krevniho séra. Ma obrovsky potencidl pro
vyuziti v mediciné a to zejména v dopraveé 1éCiv, protinddorové terapii, diagnostice a
teranostice, kde je vyuzivdna zejména pro dalsi konjugace 1éCiv, barviv, fluorescencnich
znacek, protilatek a enzymii [10, 102, 105, 106, 107]. Jejich vazba mize byt kovalentni
esterovd, amidova, dehydrogendzami redukovatelnd disulfidovd, iontova aj. Ptehledné

schéma moZnosti riznych kombinaci je na obrazku 15.

O Biotin-maleimide
@D Dyes/drugs
@ Porphyrins

a = trialkoxy silane-polymer/PEG/PEI

b = w-bromol/iodo acetic ester, then hydrolysis

¢ = 3-aminopropyl tri(m)ethoxysilane

d = chloro/bromoalkyl tri(m)ethoxysilane

e = 3-mercaptopropyl tri(m)ethoxysilane

f = bromo-/chloro- acetyl bromide/chloride

g = porphyrin-functionalized tri(m)ethoxysilane

h = alkyl bromide/iodide+base

i = phenol/alcohol+base

j = SOCl,, then protein/biotin/antibody/DNA

k = acid halide/isocyanate/anhydride

| = Biotin/DIC

m = carboxylic acid+DIC/base

n = protein/peptide/DNA/siRNA+EDC/DIC

o = acid halide/isocyanate/anhydride

p = biotin succinimide/maleimidosuccinimide,
and then protein/DNA/antibody/siRNA
succinimide-dye conjugates/drugs

q = biotin+base

r = sodiumazide followed by click reactions

@ Protein/antibody \j) 2% /9;% s = thiols of hydrocarbons/Cgy/gold/QD, efc.

s} t = thiolated DNA/siRNA/protein/polymer
83'&,’;& A 8 2% Q% u = maleimide-biotin/dye/protein, etc.
@ Biotin Z ‘% v = liquid ammonia
@ w = tetrabutyl ammoniumfloride
‘ +hexamethyldisilathiane

Obr. 15 Prehled moznosti konjugace biomolekul
na rizné funkcionalizovany povrch nanocdstic oxidu kiemicitého [10].
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3.2 Biokompatibilita kiemicitych materiali

Materidly na bazi oxidu kiemicitého jsou vSeobecné povazovany za biokompatibilni a
jsou FDA zarazeny do kategorie GRAS (General Recognized As Safe) [108]. Prestoze
vétSina publikaci potvrzuje biokompatibilitu kfemicitych materidld [106], bunétna
odezva se siln€ 1i8i v zdvislosti na struktufe materidlu, podminkach jeho tepelné upravy,
reaktivité¢ povrchu a funkcionalizaci [108]. U nanovldken na bazi oxidu kiemicitého
jsou omezené informace tykajici se studia jejich biokompatibility do hloubky.
Vzhledem ke shodnému materidlovému sloZeni I1ze pfedpoklddat podobnost s dal§imi
typy nanomateridli. Z nanomateridli byla nejvice studovéana toxicita nanoc¢éstic, u nichz
je zndm vyznam parametrd jako jsou koncentrace, rozmér a tvar. Napiiklad Demir and
Castranova [109] potvrdili genotoxicky efekt syntetickych kiemicitych nanocastic
s prumérem <10 nm pfi koncentraci 100 pg/ml a vyss$i. Z hlediska povrchové
funkcionalizace byl popsan mozZny toxicky efekt zplisobeny hydroxylovymi skupinami
silanolu na povrchu nanocéstic. Ten je spojovan s produkci ROS fagocytickymi
buiikami NADPH oxidazou. Oxidativni stres potom muze vést k zanétlivé odpoveédi

diky upregulaci redox-senzitivnich transkripcnich faktort [110].

Vliv volnych -OH skupin na povrchu na cytotoxicitu kiemicitych nanocastic potvrdili
napiiklad Li et al. [115] u makrofigli. Tento efekt byl odstranén povrchovou

funkcionalizaci. Pozitivni efekt funkcionalizace potvrdili také Gomez et al. [111].

Vyznamnym testovanym parametrem byla vedle organické cytotoxicity a genotoxicity
také hemokompatibilita. Diky negativnimu nédboji na povrchu kfemicitych materiala
muZe dochdzet k interakcim s lipidickou dvojvrstvou ¢ervenych krvinek [108]. Piipadna
hemolytickd aktivita, kterd je niZ§i u mezoporéznich SiO; nanocéstic ve srovndni
s kompaktnimi nanocdsticemi [112], miiZe byt sniZzena funkcionalizaci povrchu,
naptiklad vazbou lipidi [106]. Interakce nanocastic s buiikami hematokrytu je po
vstupu do krevniho fecCisté ovlivnéna také adsorpci proteini krevniho séra na jejich

povrch [113].

Zaroven byly popsdny vyznamné pozitivni dopady kiemicitych materidlti stimulujicich
napiiklad osteoindukci [77]. Pozitivni vliv kifemicitych nanocéstic byl také prokdzan
v pfipadé€ hojeni ran, byl potvrzen in vitro [8] 1 in vivo [31, 114]. V podminkach in vivo
Pan et al. prokazali pozitivni stimulaci zanétlivé faze hojeni kfemicitymi nanoc¢ésticemi

[31].

41



3.3 Biodegradace

KiemicCité materidly pfipravené metodou sol-gel mohou byt, a vétSinou jsou,
degradabilni. Jejich degradabilita zavisi na sloZeni, podminkdch vyroby a stabilizace.
Amorfni kfemicité nanomateridly jsou vSeobecné povazovéany za biodegradabilni. Pfi
fyziologické teploté a pH (36 — 37°C, pH: 7,35 — 7,45) byla popsana degradace 120 —
170 ppm. Degrada¢nim produktem je kyselina orthokfemicita (ptip. polyorthokiemicitd)
[108, 116]. Jednd se o netoxicky, ve vodé rozpustny produkt, ktery je vyloucen rendlni
cestou moci. Timto zplisobem jsou odstraiiovdny degradacni produkty s molekulovou
hmotnosti pod 5000 Da a nano¢éstice s hydrodynamickym priimérem pod 8 nm [116].
U nedegradabilnich ¢astic dochézi k jejich kumulaci a eliminaci nejCastéji jatry [112,

116]. Ta je rychlejsi v ptipad¢€ pozitivné nabitych castic [106].

3.4 Nanovlakna pripravena metodou sol-gel

Pti pfipravé anorganickych kiemicitych a hybridnich nanovldken metodou sol-gel bylo
popsano nékolik postupit umoznujicich jejich vznik. Bylo popsdno vyuziti sola
v rizném stupni piechodu solu na gel, pficemz u solil s nizsi viskozitou je zvlaknovani
provadéno nejcastéji elektrostatickym zvldknovanim. Dal§imi moZnostmi je zpracovani
odstfedivym zvldknovanim nebo u viskdznich solt/gelt ve vySSim stupni prechodu

mohou byt vldkna zpracovéna spiSe tazenim [117, 118, 119].

Vzhledem k obtiZznosti elektrostatického zvldknovani kiemicitych solt, zpiisobené
rozvétvenim a zapletenim makromolekul pfipravenych metodou sol-gel, ve srovnani
s linedrnimi makromolekulami syntetickych polymerii mohou byt pii syntéze a
nasledném zvlaknéni vyuZzity pomocné latky jako geldtory, plniva a nosné polymery
[117, 120, 121, 122, 72]. Podminkou jejich vyuZiti je predevSim dobrd misitelnost a
optimalni molekulovd hmotnost. Prave diky ni jsou jako pomocné latky pfi zvldknovani
vyuzivany nejcastéji syntetické polymery. Kombinace nosného polymeru a
anorganické slozky miiZze byt provedena dvéma zpisoby — jednak (i) inkorporaci jiZ
zformovanych koloidnich nanocastic do hmoty nanovldken a déle (ii) zapojenim

nosného polymeru piimo do procesu syntézy sol-gel [123].
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3.4.1 Nanovlakna s inkorporovanymi anorganickymi ¢asticemi

Inkorporaci ktemicitych nanoc¢dstic do hmoty nanovldken ve své praci popisuji
napiiklad Zhou et al [124], Qiu et al. [125], Ke et al. [126] a dalsi. Struktura vytvotfena
Zhou et al. je zaloZzena na kombinaci nanovldken smési kopolymeru kyseliny mlécné a
glykolové (PLGA) a chitosanu (CS). Inkorporované kiemiCité nanocdstice jsou
dopované kancerostatikem doxorubicin (DOX). Uéelem inkorporace nano&astic bylo
docileni prodlouzené kinetiky uvolilovani v protinddorové terapii [124]. Podobny
systém pro protinddorovou terapii popisuji ve své praci také Qui et al., kde doxorubicin
je vazan v mezoporéznich kiemicitych nanoc¢ésticich (MSNPs) o priiméru 110.19 nm a
srozmérem poérd 3.5 nm pripravenych  ztetraecthoxysilanu (TEOS) a
cetyltrimethylamoniumbromidu (CTAB) jako porogenu [125]. Ve srovnani se Zhou et
al. je zde kinetika uvoliovani 1é¢iva zpomalena diky absenci chitosanu ve hmoté
nanovldken a tim zplisobené snizené smacivosti povrchu. Inkorporaci nanocdstic do
hmoty nanovlaken za ucelem dosaZeni prodlouzeného uvoliovani 1é¢iva vyuzili také Ke
et al. Nosnym polymerem byl vtomto pfipadé¢ poly-e-kaprolakton (PCL) a

enkapsulovanym lé¢ivem alantoin [126].

Inkorporace kiemicitych nanocastic do nanovldken byla testovdna také z hlediska
vyuzitelnosti pro tkanové inZenyrstvi. Mehrasa et al. ve své praci testovali vliv
inkorporace MSNPs (70.9 nm + 9.45 nm) orientovanych nanovldken z kopolymeru
PLGA a smési PLGA s Zelatinou (PLGA/GE). V obou ptipadech vedla inkorporace
nanocastic ke zvySeni v pevnosti v tahu o 20 az 140 % v zdvislosti na podilu nanocéstic.
U piimeési 10% (hm.) MSNPs byl zaznamenan také pozitivni vliv na proliferaci bun¢k
PC12 ve dnech 1 az 3 [127]. Pro aplikaci v tkdflovém inZenyrstvi byla testovdna také
inkorporace neporéznich kifemicitych nanoc¢éstic (SNPs) do uhlikovych nanovlaken. Ta
byla pfipravena elektrostatickym zvlaknénim roztoku polyakrylonitrilu (PAN) s pfimési
nanocdastic a naslednou karbonizaci pti 1000 °C po dobu 1 hodiny. Inkorporace SNPs
vedla ke zlepSeni smacivosti povrchu, kdy 10% podil SNPs vedl ke sniZeni kontaktniho
uhlu ze 120.3 ° na 81 °. Pritomnost SNPs (> 5%) také vedla, stejné jako v ptipadé
Mehrasa et al., ke zlepSeni proliferace kostnich bunék MG-63 [128]. Tento systém déle
rozvinuli Xu et al. tvorbou nanovldken typu jadro/plast s MSNPs inkorporovanymi
v polyvinylakoholovém (PVA) jadie obklopeného PCL plastém zajist'ujicim stabilitu ve
vodném prostfedi. Bioaktivita tohoto systému byla zvySena dopovianim hmoty

nanovldken antibiotikem gentamicin [129]. MoZnost dopovani MSNPs smési antibiotik
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a jejich néaslednou inkorporaci do PCL/GE nanovldken popsali Gounami et al. [130].
Dopovéni smési vankomycinu a polymyxinu B vedlo pii podilu 5% MSNPs ve hmoté
nanovldken ke kompletni inhibici ristu populace bakterie S. aureus po 6 hodinich a
bakterie P. aeruginosa po 12 hodindch expozice [130]. Silny antibakteridlni G¢inek byl
dosazen také inkorporaci nanocdstic Ag/SiO> typu jadro/plast (SSNPs, obr. 16D) do
hmoty PV A nanovlédken, jak uvadéji Jatoi et al. [131]. SSNPs byvaji tvofeny za dcelem
sniZeni siln€ cytotoxického ucinku Cisté stiibrnych nanoc¢éstic. [132, 133, 134, 135] U
tohoto systému vedla jejich inkorporace k prokazatelnému antibakteridlnimu dcinku
vaci grampozitivnim i gramnegativnim bakteriim [131]. Podobny, ale fotodynamicky
indukovany antibakteridlni ucinek byl zaznamendn v pfipadé PCL nanovldken
dopovanych MSNPs piipravenymi Stoberovou metodou z tetracthoxysilanu (TEOS) a
modifikovanymi trichloro(1H, 1H, 2H, 2H-heptadekafluorodecyl) silanem [136].
Popséna byla také inkorporace smési kiemicitych a stiibrnych nanoc¢éstic do nanovldken
na bazi chitosanu [137, 138]. Vybrané ptiklady pfipravenych struktur jsou uvedeny na

obrazku 16.

PCL/
5% CMSNs

MIRA3 TESCAN|

Obr. 16 Nanovldkna dopovand kiemicitymi nanocdsticemi. TEM snimky PLGA/GE
orientovanych nanovldken
cistych (A), PLGA nanovldken dopovanych 10% podilem nanovldken MSNPs (B) a PLAG/GE
nanovldken dopovanych 10% MSNPs (C). (D) TEM snimek mezoporéznich nanocdstic typu

jddro pldst Ag/Si (Ag-MSNs). SEM snimky (E) uhlikovych nanovldken dopovanych 5% podilem
SNPs po karbonizaci (1000°C/ 1h), (F) PCL nanovldken dopovanych 5% MSNPs a (G) PCL/GE

nanovldken dopovanych 5% MSNPs s inkorporovanymi antibiotiky vankomycin a polymyxin B

[127, 128, 135, 130].
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3.4.2 Nanovlakna s nosnym polymerem zapojenym do procesu sol-gel

Ptikladem zapojeni nosného polymeru pifimo do procesu syntézy metodou sol-gel je
prace Pirzada et al.,, kterd popisuje piipravu nanovldken kyselou katalyzou
tetraethoxysilanu (TEOS) ve smési ethanolu a vody. Jako pomocny polymer je zde
vyuzit polyvinylalkohol (PVA) o molekulové hmotnosti 205 kDa. Vyslednd nanovldkna
m¢éla podil anorganické slozky az 35 % a jejich stfedni hodnota priméru se pohybovala
mezi 48 a 330 nm v zdvislosti na podilu TEOS v reakéni smési. U nanovldken byl
potvrzen vznik vnitini molekuldrni sit¢ mezi PVA a TEOS prostiednictvim Si-O-C
vazeb. Diky nim byla vytvofena hybridni organicko-anorganickd nanovldkna stabilni ve

vodném prostiedi i pfes vysoky podil ve vodé rozpustného PVA [117].

Kombinaci prekurzoru tetraalkoxysilanu a nosného polymeru PVA ve svych pracich
vyuZzivaji také Shao et al. [120], Wu et al. [121], Veverkova et al. [139], Yue et al.
[140], Tong et al. [141] a Zucker et al. [142]. Ve vSech uvedenych ptipadech byla
reakce kysele katalyzovana — at’ uz kyselinou fosforecnou [120, 142], chlorovodikovou
[139, 141] nebo octovou [140], a jako prekurzor byl vyuzit tetraethoxysilan (TEOS).
Jedinou vyjimku predstavuje prace Tong et al., kde byl vyuZit pro zajiSténi rychlejSiho
pribéhu hydrolyzy tetramethoxysilan (TMOS) [141]. Ve vSech piipadech probihala
hydrolyza v oddé€lené reakéni smési pred smisenim s roztokem PVA. Moldrni pomér
sloZzek v reakéni smési TEOS: voda: kyselina byl nejcastéji udrzovan na hodnotich
1: 11: 0.001 (az 0.01) [120, 142]. V ptipadé Tong et al. [141] byl molarni pomér
TMOS: voda: kyselina ve smési 1: 2.8: 0.00024. Molekulovd hmotnost nosného
polymeru PV A se se pohybovala mezi 89 a 98 kDa a koncentrace jeho vodného roztoku
v rozmezi 8 % [140] a 18 % [141]. Timto zptsobem byla ve vSech ptipadech vyrobena
ve vode stala organicko-anorganicka nanovlakna. Shao et al. prokdzali, Ze pouhych 22
% (hm.) podilu anorganické slozZky v nanovldknech vede k vyraznému sniZeni
rozpustnosti nanovldken ve vodé - a to o 86.9 %. 40% podil potom ke zcela
nerozpustnym nanovldkniim [120]. Ta maji Siroké vyuziti v mediciné [139, 141] i
biotechnologiich, napiiklad jako membréany pro ¢iSténi vod [121, 140, 142]. Napiiklad
Tong et al. testovali vyuZiti pozvolného a biokompatibilniho sitovini mezi molekulami
PVA a TMOS kenkapsulaci zivych bakteridlnich bunc¢k (E. coli). Pro dosazeni
dostate¢né homogenizace a rovnomérné distribuce bakterii v nanovlaknech bylo vyuZito
miseni mikrofluidnim c¢ipem (tvaru Y), kde byly smiseny roztok PVA obsahujici

bakteridlni suspenzi a hydrolyzovany TMOS. Po uplynuti reakéniho casu (3 az 9 minut)
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byla vysledna smés elektrostaticky zvldknéna v objemovém poméru PVA:TMOS 3:4
s vyslednym priimérem nanovldken mezi 162 a 177 nm. Viabilita bakterii byla po
enkapsulaci ovéfena prostfednictvim exprese zeleného fluorescenéniho proteinu (GFP)

[141], viz obrazek 17.

,

ilt'\\

Obr. 17 Nanovldkna SiO»/PVA pripravend metodou sol-gel.
(A) Snimek vysledné nanovldkenné vrstvy, (B) SEM snimek zobrazujici enkapsulované bakterie
E. coli, (C) pritkaz Zivotaschopnosti enkapsulovanych bakterii E. coli vizualizaci produkce GFP
[141].

Obdobné postupy pifipravy uvadéji publikace vyuZivajici jako nosny polymer
polyvinylpyrrolidon (PVP) [143, 144, 145, 146, 147]. Polyvinylpyrrolidon je stejné jako
polyvinylalkohol snadno zvldknitelny biokompatibilni polymer se Sirokym vyuZitim
v medicing. Stejné jako piipadé PVA, je i PVP kombinovéno s reakéni smési sklddajici
se z tetraalkoxysilanu, vody a alkoholu a k hydrolyze je vyuZivdn kysely katalyzétor.
Rozpustnost PVP v alkoholech (ethanol [143, 145], butanol [147]) umoZiiuje sniZeni
podilu vody ve vysledném zvldknovacim roztoku a nedochdzi tedy ke skokové zménéné
podilu vody ve smési. Na rozdil od hybridnich PVA/SiO> nanovldken zde nedochézi ke
vzniku vnitfnich siti mezi molekulami TEOS a PVP. Vzhledem k rozpustnosti PVP ve
vod¢ je stabilita nanovldken zajiSténa néslednou kalcifikaci pfi teploté > 300 °C [143,
145, 146]. Ta vede ke zmén¢ morfologie nanovldken a podporuje formovani
siloxanovych vazeb. I pfes zménu morfologie vlivem kalcifikace byly priméry
ziskanych nanovldken spiSe vys§i - a to predevSim diky vysoké molekulové hmotnosti
PVP (1.3 MDa). U takto ptipravenych PVP/SiO; nanovldken byla popsana Sirokd Skala
aplikaci. Tepekiran et al. [145] se ve své praci zabyvali vyrobou a vyuZitelnosti
PVP/Si0; nanovldken pro filtraci plynnych médii pifi vysokych teplotich. Molarni
pom¢ér jejich reakéni smési TEOS: voda: kyselina 1: 0.65: 0.055 pfi podilu TEOS ve
zvldknovacim roztoku max. 30 %. Vyss$i podil TEOS nebyl zvldknén vzhledem ke
sniZujici se viskozit¢ s jeho rostoucim podilem 1 pies pokracujici polykondenzaci.

Viskozita zvlakiiovactho roztoku s pfidavkem TEOS klesla na 135.6 mPa.s z 192 mPa.s
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a stfedni primér nanovldken na 0.88 + 0.17 um z 2.19 + 0.63 um ve srovndni s ¢istym
PVP. Celkové¢ vyssi priimér nanovldken Ize pfipisovat také pouZité zvldknovaci metodé,
kterou bylo odstfedivé zvlaknovani (c-spin) na rotac¢ni kolektor vzdaleny 200 mm pfi
rychlosti otdceni emitoru 7000 ot/min. Tuto metodu uspéSné pouzili pro pfipravu
kifemicitych nanovldken také Hromddko et al. [148]. V ptipad¢ prace Tepekiran et al.
byl popsdn také vliv ndsledné kalcifikace na primér nanovldken. Ta vedla k jeho
sniZeni o min. 40 % a méla vyznamny vliv na filtracni d¢innost a mechanické vlastnosti,
stejné jako podil TEOS v reakéni smési. V piipadé¢ vzorku s 15% podilem TEOS
kalcifikovaném pfi 600 °C byla dosaZena filtracni ucinnost piesahujici 75 % [145].
VyuzZitim tohoto typu nanovldken pro filtraci se zabyvali také Wang et al. [149] a Cisté
kiemicitych nanovldken Mercante et al. [150]. MoZnym vyuZitim podobn¢ pfipravenych
kalcifikovanych nanovldken v mediciné se zabyvali naptiklad Feng et al. [143],
Ravichandran et al. [144], Shahhosseininia et al. [146]. Feng et al. nanovldkna
pfipravenda elektrostatickym zvldknovanim na jehlové elektrodé nejprve kalcifikovali
(450 °C/ 3 h), ¢imZ dosédhli nanovldken se stfedni hodnotou priméru 254 + 79 nm.
Kalcifikovand nanovldkna byla nasledn¢ povrchové modifikovana pro zlepSeni bunécné
adheze a ndsledné testovdna pro ucely tkanového inZenyrstvi nervové tkdné. NiZsi
teplota kalcifikace umoZnila tvorbu ve vodé€ stabilni ale stdle biodegradabilni
nanovldkenné vrstvy. U hipokampalnich neuronii byla po pétidenni expozici prokdzana
viabilita ptfesahujici 99 %. Po osmi dnech doSlo u neuronu kultivovanych na téchto
nanovldknech k uspésné diferenciaci a formovani protaZzenych neuritli, jak ukazuje
obrazek 18G [143]. PVP/SiO: nanovldkna pfipravend jehlovym elektrostatickym
zvldknovanim a kalcifikaci pfi teplotich >500 °C pfipravili Shahhosseininia et al. a u
téchto nanovldken prokdzali biokompatibilitu vii¢i mySim fibroblastim 1929 [146].
Vyuzitelnost tohoto typu nanovlaken pro tkdnové inZenyrstvi kosti Ravichandran et al.
[144]. Priklady dosazenych struktur jsou uvedeny na obrdzku 18. Kombinaci TEOS,
PVP a kopolymeru P123 byli schopni pfipravit mezoporézni nanovldkna s primérem
vldken 470 nm a pérti 5.97 nm. Kultivace lidskych osteoblastim podobnych bun¢k MG-
63 na téchto nanovldknech vedla k upregulaci produkce kolagenu typu I, alkalické
forfatdzy, osteokalcinu, osteopontinu a sialoproteinu [144]. Polyvinylpyrrolidon byl
jako nosny polymer vyuZzit také k tvorbé organicko-anorganickych nanovldken
s pfidavkem TEOS a hydroxyapatitu (HAp) uréenych pro stomatologii [151, 152] nebo

pro aplikaci ve spektrometrii [153].
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Obr. 18 Nanovldkna pripravend ze smesi TEOS/PVP.

(A) Nanovldkna bez kalcifikace a po kalcifikaci pri (B) 500 °C, (C) 700 °C, (D) 1000°C. Vliv
biodegradace v simulovanych podminkdch (10 m PBS, 37 °C) na vzhled nanovldken
kalcifikovanych pri 450 °C po (E) 6 dnech a (F) 11 dnech. Proliferace lidskych neuronii (G, H)
a mysich fibroblastit L929 (1) na povrchu kalcifikovanych nanovldken [143, 146].

Z dalSich syntetickych polymerti byly jako pomocné nosné polymery pii tvorbé
hybridnich organicko-anorganickych nanovldken pouZzity také polyvinylidenfluorid
(PVDF) [154], polyakrylonitril (PAN) [155, 156, 157, 158] Vzhledem k chemické
povaze téchto polymert jsou tato nanovldkna aplikovatelnd ptedevSim v technickych

oblastech.
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3.4.3 Kiemicita nanovlakna pripravena metodou sol-gel bez nosného polymeru

Ptipravu Cistych kiemicitych nanovldken metodou sol-gel bez pomocného nosného
polymeru popisuje hned nékolik autorti [154 — 159]. JiZ v roce 1980 formulovali Sakka
et al. zdkladni podminky zvldknitelnosti cisté kiemiCitych vldken pfipravenych
z tetraethoxysilanu (TEOS) a tetramethoxysilanu (TMOS). Zvldknitelnost je moZzna pii
potlaceni hydrolyzy, coz vede k nizs$i rychlosti kondenzace i vétveni vznikajicich
fetézcli a zdaroven umoziuje zvySeni koncentrace prekurzoru v reakéni smési a tim i
viskozity solu bez ptedcasného prechodu na gel. Z toho vyplyva, ze zvlaknitelnost Cisté
kfemicitych anorganickych solll je moznd pfi zapojeni kysele katalyzované hydrolyzy a
zaroven zachovidni molarntho poméru voda/tetraalkoxysilan pod 2. Proces je
samoziejm¢ ovliviiovan i1 dalSimi parametry reakce sol-gel, jako je rozpoustédlo,
pouzity katalyzator a dalsi [68, 11, 160, 161]. Timto zpiisobem mohou byt pfipraveny
biokompatibilni vldkenné struktury se Sirokym uplatnénim v medicin€. Probst et al.
[162] naptiklad testovali aplikovatelnost kfemicitych mikrovldken o priméru 10 — 100
um, ses tavajicich z klastrti nanocastic o priméru 5 nm, pro regeneraci chrupavcité
tkdn€. Stejny materidl, jehoZz struktura muaze byt popsdna vzorcem [Si(OH)o2019]n
(vychazi z [Si(OH)yO2.y2]n) mél prokazateln€ pozitivni u€inek na hojeni koZnich

poranéni a angiogenezi diky uvoliiovani kyseliny orthokfemicité [114, 87].

Pfi optimalizaci koncentrace prekurzoru a viskozity pro podminky elektrostatického
zvldknovani je mozné metodou sol-gel pfipravit také nanovldkna s primérem vldken
pod 1000 nm. Choi et al. [163] byli pfi zachovdni molarnitho poméru TEOS: ethanol:
voda: HCl 1: 2: 2: 0.01 vreakéni smési schopni jehlovym elektrostatickym
zvlaknovanim pfipravit nanovldkna s primérem zhruba 500 nm. Stejny molarni pomér
a metodu zvlaknovani ve své prici pouzili také Loccufier et al. [164]. Ti prokazali
silnou zévislost mezi viskozitou solu a morfologii a kvalitou nanovldken. Pti viskozité
65 mPa.s vykazovala jimi pfipravend nanovldkna nerovny povrch a pocetné koralkové
defekty, zatimco pfi viskozité 398 mPa.s byla formovéana hladkd mikrovldkna (viz
obrizek 19.) Slamborova et al. uvad&ji $ir§i rozpéti moldrniho poméru nutného pro
elektrostatické zvlaknéni kfemicitého solu — a to TEOS: voda: HCI 1: 1.6-3: 0.001-1 pfi
zachovani koncentrace solu 28 — 44%. Takové rozpéti podminek by mélo umoZziovat
piipravu vldken s priiméry v rozmezi 100 az 1000 nm. Déle uvadéji moznost tepelné

upravy pii teplotach az do 850 °C bez zmény morfologie vldken [159].
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Obr. 19 Vliv viskozity na morfologii cisté kremicitych nanovldken pripravenych jehlovym
elektrostatickym zvldknovdnim.
Reprodukovdno z [164].

P

Zcela novou oblasti pfipravy nanovldken metodou sol-gel je vyuziti organoalkoxysilana
v podobé mono- ¢i vicefunkénich organoalkoxysilanti k ziskdni hybridnich organicko-
anorganickych nanovlaken s unikatni strukturou a vlastnostmi [11]. Prekurzory v tomto
piipadé prochédzeji stejnym procesem hydrolyzy a kondenzace jako v piipadé
tetraalkoxysilani TEOS a TMOS, ovSem jejich organické funkce jsou do vznikajicich
fetézcli zapojovany v zdvislosti na struktufe molekuly prekurzoru a nikoli pouze na
zdkladé pH reakce a moldrnich poméri sloZzek reakéni smési. Molekuldrni struktura
prekurzorti, souhrnné¢ oznacovanych jako organo-mono-silylované prekurzory, je
Si(OR")x—R 4x, kde x = 1-3, a obsahuje jak hydrolyzovatelné alkoxy Si-OR” jednotky,
tak i stabilni Si-R skupiny, kde R muze byt v principu jakdkoli organickd funkéni
skupina (alkyl, aryl, akryl, epoxy, aminoskupina a dal$i) nebo molekula. Oproti tomu
organo-bis-silylované prekurzory, tedy trialkoxysilany piemosténé organickou
skupinou, maji strukturu [(R"0)3Si—-R—Si(OR")3], kde R” je hydrolyzovatelnd methoxy
nebo ethoxy skupina, a R je pfemost’ujici bifunkéni organickd skupina ¢i molekula.
VyuZiti organo-bis-silylovanych prekurzort pfi syntéze umoZznuje vznik pfemosténych
silsesquioxanti a periodickych mezoporéznich organosilikati (PMO) s vysoce porézni
vnitini strukturou [11]. Pfehled moznych struktur prekurzori a silsesquioxant je uveden

na obrazku 20.

Organo-bis-silylované prekurzory byly v sol-gel syntéze testovany jiz v 50. letech 20.
stoleti, ovSem aZz vneddvné dobé bylo popsdno zpracovani téchto molekul do
nanovldken. Pfi pfipravé Cisté organosilanovych nanovldken mohou byt do reakéni
smési pridavany tetraalkoxysilany za ucelem zlepSeni zvldknitelnosti solu. Nanovldkna

mohou byt pfipravena elektrostatickym zvlaknénim, taZenim nebo samoorganizaci [11].

Tao et al. [88] popsali ptipravu Cisté organosilanovych nanovliken pfipravenych

elektrostatickym zvldknénim trialkoxysilanu ptemosténého porfyrinovou jednotkou.
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Obr. 20 Schéma riiznych struktur organosilanii a struktur z nich vytvorenych.

(A) Srovndni struktury tetraalkoxysilanu (Q-silan) jako prekurzoru sol-gel syntézy, organo-
mono- silylovanych prekurzorii — trialkoxysilan (T-silan), dialkoxysilan (D-silan),
monoalkoxysilan (M-silan) a organo-bis-silylovaného prekurzoru. (B) Srovndni vnitini
struktury kremicitych materidlii pripravenych z tetraalkoxysilanu a silsesquioxanii pripravenych
z organosilanu. Srovndni vnitini struktury hybridnich materidlii pripravenych (C) kombinact
tetraalkoxysilanu s organo-mono-silylovanym prekurzorem a (D) kombinacti tetraalkoxysilanu s
organo-bis-silylovanym prekurzorem. [11].
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Arslan et al. byli schopni pfipravit nanovldkna na bazi floroalkoxysilanu Dysilan F8261
se superhydrofébnim povrchem [11]. Holubov4 et al. [69] popsali ptipravu nanovldken
kombinujicich 1,4-bis(tryethoxysilyl)benzen ve smési s TEOS, kterouprovedli jehlovym
i bezjehlovym elektrostatickym zvldknovanim. Hodnota molarniho poméru silan: voda
byl pfi sol-gel syntéze 2 pfi pomérech obou silant 25:75, 50:50 a 75:25. Médkova et al.
[12] uspésné piipravili nanovldkna ze smési TEOS a (1S, 2S)-cyklohexan-1,2-diamin-
bis-silylovaného prekurzoru. Molarnim pomér prekurzori byl 57:43. Vysledna
nanovldkna, oznacovana jako DACH-silanovd, méla prumér 330 + 80 nm a byla
prokazateln¢ biokompatibilni vici mySim fibroblastim 3T3-A31. Kromé& toho
vykazovala antibakteridlni Gi¢inek vici bakteriim S. aureus a P. aeruginosa, jak ukazuje
obrazek 21. Tento nanovldkenny materidl je zajimavym kandiditem pro aplikaci
v dermatovenerologii pii 1é€bé kontaminovanych ran. Lai et al. popsali pfipravu
mezoporéznich nanovldken ze smési TEOS a chloropropyltriethoxysilanu (CPTES)

ur¢enych k vyrobé nanokompoziti [165].

LA A, |
"b’: \‘

Obr. 21 Organosilanovd nanovldkna pripravend elektrostatickym zvidkiovdnim
(A) smési TEOS s 1,4-bis(triethoxysilyl)benzenem a (B) TEOS s (1S,2S)-cyclohexane-1,2-
diamine — bis — silylovanym prekurzorem. Viabilita bakterii S. aureus (C) a P. aeruginosa (D)
na povrchu ciste tetraalkoxsilanovych nanovidken ve srovndni s viabilitou bakterii S. aureus
(E) a P. aeruginosa (F) na povrchu nanovldken ze smési TEOS s (1S,2S)-cyclohexane-1,2-
diamine — bis — silylovanym prekurzorem. (zelend = Zivé, cervend = mrtvé bakterie) [43, 48].

Do skupiny kiemicitych nanovldken pfipravovanych bez nosného polymeru lze zatadit
také nanovldkna bioaktivnich skel. Ta mohou byt kromé jinych metod pfipravovéna i

metodou sol-gel zaloZenou na kombinaci tetraalkoxysilanu a anorganickych soli, ¢imz
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vznikd zédkladni struktura SiO2-CaO-P20Os, kterd je vyuzitelnd pifedevSim pii regeneraci
kosti tkdn€. Vzhledem k obtiZzné zvlaknitelnosti vSak zvldknovani bioskel Casto vyuZije
zapojeni nosného polymeru — naptf. PVA, chitosanu nebo polyvinylbutyralu (PVB)
[166, 167, 168, 169].

3.4.4 Funkcionalizace kifemicitych nanovlaken

Funkcionalizace kiemicitych nanovldken popsané v dostupné literatufe je mozné
rozdéglit do dvou skupin na (i) funkcionalizace provddéné ve hmoté nanovldken a (ii)

funkcionalizace provadéné na jejich povrchu.

3.4.4.1 Funkcionalizace nanovldiken ve hmoté

Funkcionalizace nanovldken ve hmoté je provadéna v pritbéhu procesu sol-gel pied
zvlaknénim nebo pfi ném. Literatura popisuje funkcionalizaci inkorporaci biologicky a
katalyticky aktivnich latek [71, 170, 171], nanocastic [172] i Zivych organismu [141].
Z antibakteridln¢ u¢innych latek byla popsdna napf. inkorporace dusi¢nanu stiibrného
do reakéni smési jeSt¢ pred zvldknénim. U takto piipravenych nanovldken byla
prokdzana antibakteridlni ic¢innost vici celé Skdle bakteridlnich kmeni, véetné MRSA
[71]. Oriero et al. popisuji pfipravu nanovldken PVA/SiO; obohacenych o enzym
tyrozindzu pro aplikaci v biosenzorice [171]. Xu et al. do hmoty kiemicitych
nanovldken dspéSn¢ inkorporovali nanoc¢astice yttria. Ty byly formovany az v procesu
sol-gel syntézy zreakéni smési obsahujici tetraalkoxysilan (TEOS), dusi¢nan yttrity,
isopropanol, vodu a kyselinu dusi¢nou [172]. JiZ zmiflovanou inkorporaci bakteridlnich

bunék uspésné provedli Tong et al. [141].

3.4.4.2 Povrchovd funkcionalizace kiemicitych nanovldken

Daleko castéji je popisovédna funkcionalizace provadénd na povrchu cCisté kiemicitych i
hybridnich nanovldken. Povrch kifemicitych nanovldken je, stejn¢ jako u jinych
materidld tohoto typu, bohatym na silanolové skupiny, které jsou vyuZzivany k jeho dalsi
funkcionalizaci. V dostupné literatufe je popsdna funkcionalizace jejich povrchu

nanocasticemi [139, 142, 173], bioaktivnimi proteiny [143, 174, 175], organo-
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silylovanymi prekurzory [140, 143, 159, 176, 177, 178, 179] i tenkymi vrstvami [180,
B65].

Nanocastice mohou byt na povrch vazany prostou adsorpci, jak popisuji Zucker et al.
[142], nebo pevnou vazbou. Tr¢ et al. [173] popsali feSeni umoziujici dosaZeni
prodlouzeného uvolilovéni 1é¢iva z kiemicitych nanovldken diky jeho enkapsulaci do
liposomu nésledné adsorbovanych na povrch kiemicitych nanovlaken. Tato struktura je
vhodné napftiklad k oSetfeni kontaminovanych nehojicich se ran. Veverkova et al. [139]
uspé€Sn¢ vytvorili  nanovldkenné substrity s nanocasticemi stifbra a médi
syntetizovanymi piimo na povrchu nanovldken, kde volné silanolové skupiny slouZzily
jako vychozi body pro jejich nukleaci. U nanovldken pokrytych casticemi stfibra byla
potvrzena inhibice bakterii E. coli. Povrchova uprava kfemicitych nanovldken pro
biotechnologické a medicinské ucely je cCasto provddéna silanizaci funkCnimi
alkoxysilan, nejcastéji aminoalkoxysilany. Nekolik autorti napiiklad popisuje silanizaci
3-aminopropyltriethoxysilanem (APTES). Ten je preferovin zejména diky
biokompatibilité vedlejStho produktu hydrolyzy, kterym je ethanol. MoZnosti zvySeni
ucinnosti silanizace APTES pfedupravou povrchu nanovldken plazmatem se zabyvaji
Ruazek [176] a Tomankova a Rysova [177]. Dal$im vyuZivanym aminoalkoxysilanem je
APTMS. Silanizaci 3-aminopropyltrimethoxysilanem (APTMS) ve své praci vyuzili
napiiklad Feng et al. [143] ke zlepSeni bunécné adheze k povrchu nanovldken.
Aminoalkoxysilanem funkcionalizovany povrch mize byt nasledné¢ také vyuZit k vazbé
dalsich molekul, at’ uz prostiednictvim kovalentni vazby, jako popisuji Danilov4 et al.
[175], nebo vodikovymi mustky. Vodikové mustky byly vyuZity k vazbé na povrch
silanizovany APTES napiiklad u kyseliny tfislové [178] nebo antibiotika tetracyklin
[179]. V obou piipadech byla potvrzena antibakteridlni ucinnost funkcionalizovanych
nanovldken vuci bakteriim E. coli a S. gallinarum. Vazba vodikovymi mustky byla
popsdna také u proteini lysozymu, TGF-B1 [174] a poly-L-lysinu [143]. Kovalentni
vazbu enzymu esteriza na povrch nanovldken nejprve  silanizovany
organoalkoxysilanem (APTES) potom popisuji Danilovd et al. [175]. Takto pfipravena
katalyticky aktivni nanovldkna maji vyuZiti v 1é€b¢ ran pii odstraiiovdni nekrotické
tkdn¢ (debridementu). Vyuziti funkcionalizace povrchu silanizaci je vyuzitelné i
v biotechnologiich. Yue et al. [140] dspéSné silanizovali povrch nanovldken 3-

bromopropyl-trichlorosilanem (BPTCS), coZz vedlo k jeho hydrofobizaci. Ptipraveny
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substrat byl testovdn pro selektivni odstraiovdni stopovych mnoZstvi insekticidu

dieldrin z vody.

Modifikace povrchu kiemicitych nanovldken muize byt provadéna také tvorbou tenkych
vrstev chemickymi a fyzikdlnimi metodami. Merlini et al. [181] usp&€Sné povlakovali
kfemicitd nanovldkna tenkou vrstvou polypyrrolu (PPy) vytvotenou in situ oxidativni
polymeraci pro zvySeni vodivosti vldken. Steinerova et al. [180] dspéSné povlakovali
kifemicitd nanovldkna nanokrystalinni diamantovou vrstvou (NCD) prostfednictvim
chemické depozice z plynné faze. Terminace vrstvy kyslikem (O-NCD) a vodikem (H-
NCD) byla dosazena ndslednou plazmatickou upravou. Tato uprava vedla ke sniZeni
biodegradability nanovldken znepiistupnénim jejich povrchu a k vyznamnému zlepSeni
adheze a proliferace lidskych osteoblastnich bunék Saos-2. U nanovldken SiOx-NCD-O
doslo také k vyznamné upregulaci produkce kolagenu typu I, alkalické fosfatdzy a
vinkulinu, coZ d¢ld z tohoto vldkenného scaffoldu zajimavého kandiddta pro tkanové

inZenyrstvi kosti.

Obr. 22 Kremicitd nanovldkna povrchové funkcionalizovand riiznymi metodami.
Nanovldkna s (A) kovalentné vdazanym enzymem, (B) adsorbovanymi nanocdsticemi CeQ,, (C)
vrstvou polypyrrolu a nanovldkna pred ndnosem tenké nanokrystalinni diamantové vrstvy
(SiOx, D) a po nem (SiOx-NCD-O, E). Vizualizace bunék Saos-2 kolonizujicich neupravend
nanovldkna (SiOx, F) a O-NCD povrstvend nanovidkna (G). Vikulin zobrazen cervené, F-aktin
zelené a jddra bunék modre [142, 181, 180].
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4 Kyselina hyaluronova

4.1 Struktura kyseliny hyaluronové

Struktura kyseliny hyaluronové (HA) byla poprvé popsana Karlem Meyerem a Johnem
Palmerem roku 1934 jako novy polysacharid izolovany ze sklivce skotu. Dnes
pouzivanéjSi ndzev — hyaluronan, byl pfijat vroce 1986. Jednd se o ptirodni
polysacharid spadajici do rodiny glykosaminglykanii, jehoZ makromolekuly se skladaji
z opakujici se disacharidové jednotky sestdvajici z (B-1-4)-D-glukuronové kyseliny

(GIcA) a (B-1-3)-N-acetyl-D-glukosaminu (GIcNAc) (obr. 23) vzdjemné vazanych pres

glykosidickou vazbu.
HO HO 0
C 0
HO 8] -
-0 NH  HO -
e )\ OH
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Obr. 23 Struktura dvou disacharidovych jednotek kyseliny hyaluronové.
KaZzdd jednotka je tvorena (f-1-4)-D-glukuronovou kyselinou a (f-1-3)-N-acetyl-D-
glukosaminem [183].

Kyselina hyaluronové jako jedina z glykosaminglykanti neobsahuje sulfatovou skupinu
a prirozené se vyskytuje ve form¢ obfich makromolekul (pfesahujicich i 10 MDa). Jeji
pfirozeny vyskyt byl dolozen vftadé tkdni, kde zastdvd mnoho fyziologicky
vyznamnych funkci — reguluje mnoZstvi vody v nékterych tkéanich, je schopna lubrikace
a ma také ftadu strukturnich a vyplilkkovych vlastnosti. Predstavuje hlavni
makromolekuldrni sloZku mezibunééné hmoty vétSiny pojivovych tkdni napf.
chrupavky, kde diky svym viskoelastickym vlastnostem napoméha absorpci razového
Soku. V tkénich se vétSinou vyskytuje ve formé¢ agregati s dal$imi slozkami ECM
(zejména proteoglykany). NejCastéjSim z téchto agregath je agrekan [15, 17, 184, 185,
186, 187].

Vyskyt kyseliny hyaluronové v nativnich tkdnich a kapalindch je vyznamné ovlivnén
nejen ZivociSnym druhem, ale také v€kem jedince. VSeobecné je mozné fici, Zze HA se
vyskytuje v zastoupeni 1 - 100ug HA/g hydratované tkan€ u vétSiny organi a jeji podil,

stejné jako molekulovd hmotnost, s vékem klesaji. V nékterych typech pojivové tkané
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se pak vyskytuje podil vyssi. Ten je typicky napiiklad pro lidskou kiizi obsahujici 400 —
500 pg HA/g tkané (pfevdzné dermis), kde molekulovd hmotnost HA dosahuje hodnot
4 - 6 MDa. Velmi vysoky podil HA (500 — 2500 ng HA/g tkan¢) se vyskytuje také
v chrupavce, kde jeji molekulovd hmotnost dosahuje 2 MDa. V¢tsSina dalSich tkani
lidského téla obsahuje molekuly HA o rozméru > 1000 kDa. Vyskyt nizkomolekularni
HA je typicky pro nékteré télni kapaliny jako sérum, které obsahuje < 40 ng HA/ml o
rozméru 100-300 kDa. Nizkomolekularni kyselina hyaluronové se vSak vyskytuje také v

mateiském mléce (~440 kDa), slinach ¢i moci [188].

Diky své struktute se kyselina hyaluronova pfirozen¢ vyskytuje v nabité formé. Jako
polyelektrolyt (pK ~ 3-4, 2.5) nese jeji molekula negativni povrchovy naboj -0.32 C/
m?, coZ ovliviiuje moZnosti jeji zpracovatelnosti a také umoZiiuje elektrostatické
interakce s dalSimi molekulami. Struktura HA umoZnuje rizné modifikace vyhodné
zejména pro aplikaci v mediciné [183, 189, 190]. Soucasny rozsah komercniho vyuZziti
kyseliny hyaluronové a jejich derivati v mediciné a kosmetice umoZznily nové metody
jeji produkce. Zatimco diive se vyuZivala zejména extrakce z riiznych Zivoc¢isnych tkani
— napf. pupecni Sntliry, kohoutich hfebeni, synovidlni tekutiny nebo sklivce, coZ
omezovalo moZnosti jeji produkce, v dneSni dobé¢ je HA produkovédna bakteridlné.
Jednd se o snadno kontrolovatelnou produkci mikrobidlni fermentaci (napi. druh
Streptococcus). Jeji pouZziti predchazi nebezpec¢i obsahu zvitecich patogent a také
umoziuje ziskdni Siroké Skdly derivati. Metoda spociva v pfirozeném nebo umélém
(transfekci dosazeném) obsahu enzymu typu glykosyltransferdz zvaném HA syntetazy,

které jsou schopny produkci HA v téle vybranych organismu katalyzovat [191].

4.2 Bioaktivita kyseliny hyaluronové

Vyuziti kyseliny hyaluronové v medicinskych aplikacich je Siroké zejména vzhledem
k riznorodosti efekth jejiho piisobeni. To je zavislé nejen na misté aplikace, ale i formé
HA a délce jejiho fetézce. Stejné jako v ptipad¢ fyziologického vyskytu HA v tkdnich
[184, 186], tak i v pifipadé¢ biomedicinskych a technologickych aplikaci hraje
molekulova hmotnost kyseliny hyaluronové vyznamnou roli [13, 14].

Z pohledu biomedicinskych aplikaci hraje kyselina hyaluronovd vyznamnou roli jak

v regenerativni ortopedii, tak 1 estetické chirurgii a tkanovém inZenyrstvi.
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Pro tadu aplikaci v regenerativni mediciné je vyznamnd schopnost lubrikace tkdni a
upravy osmotické rovnovahy. Lubrikacni schopnosti HA nachdzeji vyuZziti zejména ve

(1) viskochirurgii — za tucelem ochrany jemnych tkdni mezi jednotlivymi

operacemi,

(i1) viskoaugmentaci — jako vypli zejména kozni tkédng¢,

(i)  viskoreparaci — jako odd€lovaci material zdravé a traumatizované tkang,

(iv)  viskosuplementaci — jako ndhrada télnich tekutin (zejména synovidlni

tekutiny) [184, 192].

V piipad¢ vyuziti kyseliny hyaluronové v tkanovém inZenyrstvi a regeneraci tkani je
vyuzivana zejména lubrikacni schopnost, protizanétlivy efekt, schopnost podpory
angiogeneze a také jeji pozitivni vliv na proliferaci fibroblastii. Pro tkdilové inZenyrstvi
vsech typua tkdni potom kromé vSeobecné podpory bunécné proliferace hraje roli také
interakce HA s fadou bunécnych receptort. Napiiklad vazba receptoru CD44 na HA
hraje je vyznamna pii bunééné adhezi ke slozkim ECM a tim vyrazné stimuluje
bunéCnou agregaci, proliferaci, migraci a také angiogenezi. Kromé receptoru CD44,
jsou svou interakci s HA zndmy také RHAMM a ICAM-1. ICAM-1 hraje vyznamnou
roli pro bunécnou adhezi u zdravé a zanétlivé tkan€. Interakce bunék s molekulami HA
také aktivuje fadu proteinovych a serinovych kindz a kindz fokdlni adheze. Je tieba
zminit, Ze fada téchto déju je na bunécné urovni piisné selektivni a vyznam zde hraje
také molekulova hmotnost interagujici HA [187].
JiZ v 1973 potvrdili Antonos et al. moZnost zlepSeni stavu degenerované chrupavky
aplikaci roztokl nebo jinych forem HA. Efekt HA je pfi takové aplikaci dvoji, nebot’
makromolekuly HA umoziiuji lubrikaci chrupavky a zdroven pozitivné pisobi na
chondrocyty, u kterych podporuje syntézu proteoglykanii a redukuje produkci a aktivitu
prozanétlivych mediatorti. Kromé toho byla prokdzana schopnost kyseliny hyaluronové
napomdhat pii udrZeni fenotypu chondrocyti [184, 192]. V tkdnovém inZenyrstvi
meziobratlovych plotének — konkrétné nucleus pulposus, se také vyuzivd pravé
lubrikaéni a dal$i schopnosti HA pfi konstrukei scaffoldi ve formé hydrogelu. Kromé
toho bylo in vitro studiemi potvrzeno, Ze pfitomnost makromolekul HA ve struktuie
scaffoldu vede ke zvysené produkci kolagenu typu II a agrekanu v nové produkované
ECM nucleus pulposus [187].
Byl popsén také vyznamny vliv kyseliny hyaluronové na imunitni systém, kde ovliviiuje
chovani bunc¢k imunitniho systému a redukuje prozanétlivé medidtory. V zavislosti na

molekulové hmotnosti modifikuje chovani leukocyti a migraci a agregaci makrofagi
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[13, 184, 192]. Komplexni piehled vlivu kyseliny hyaluronové na buniky imunitniho
systému poskytuji Kaul et al. [193]. Lee et al. [14] prokdzali vliv molekulové hmotnosti
HA na polarizaci makrofaglti. Expozice vysokomolekuldarni HA (> 1,250 kDa, 100
pg/ml) vedla k poklesu exprese prozanétlivych gent (TNF-a, IL-6, CCL2, IL-1B) a
makrofagi (TGF-B1, IL-10, IL-11, a Argl). Byla tedy prokdzdna schopnost
vysokomolekuldrni kyseliny hyaluronové inhibovat zanét a stimulovat protizanétlivou
reakci. Oproti tomu u kyseliny hyaluronové se stfedni molekulovou hmotnosti (100-
500 kDa) vedla expozice k zvySeni exprese prozanétlivych gentl.

Vyznam molekulové hmotnosti kyseliny hyaluronové byl popsdn také pro jeji vyuZziti
pfi hojeni ran. Pozitivni vliv HA na hojeni kiiZe popsali jiZ v roce 1999 Chen et al. [17]
a stdle jsou objevovany nové aspekty jejtho ucinku [13, 17, 15, 16]. Kyselina
hyaluronova stimuluje pfi hojeni ran rGzné procesy v zdvislosti na fazi hojeni. V
prubéhu zanétlivé fiaze vdze fibrinogen a zahajuje signaliza¢ni kaskddu srdZeni,
podporuje migraci prozanétlivych bunék a zdroven inhibuje migraci neutrofild. V
prabehu proliferacni faze podporuje proliferaci fibroblasti do rdny, hydratuje nové
formovanou ECM a stimuluje metaloproteindzy a podporuje migraci a proliferaci
keratinocytl. V pribéhu remodela¢ni faze potom ovliviiuje jizveni. VSechny tyto jsou
ovlivilovany nejen koncentraci kyseliny hyaluronovd, ale pfedevSim molekulovou
délkou jejiho tetézce [15, 16]. Vysokomolekuldrni HA zlepSuje viabilitu fibroblasti a
podporuje diferenciaci monocytli na fibroblasty, zatimco nizkomolekularni HA tento
proces inhibuje [194, 195]. Vliv kyseliny hyaluronové na keratinocyty je také regulovan
jeji molekulovou délkou. S rostouci molekulovou Ha délkou roste migrace a
vysokomolekuldarni HA upreguluje expresi interleukinti IL-183, IL-8, VEGF, MMP-§ a
MMP-13, coz svédci o podpote re-epitelizace [196, 197].

V souvislosti s medicinskymi aplikacemi kyseliny hyaluronové zejména v doprave 1é¢iv
je pozornost vénovana také vlivu vnéjSich podminek na konformaci makromolekul HA.
Xu et al. popsali schopnost makromolekul HA reagovat i na mirné zmény pH a tedy
meénit kinetiku uvoliiovani 1éCiva v zdvislosti na podminkdch v tkdni. Zaznamenali
vyznamné sniZeni rychlosti uvoliiovani 1é¢iva pii posunu pH k hodnoté 7.4 [198].
Podobnym jevem se ve své praci zabyvali také Torre and Castellano [199]. Tato
schopnost makromolekul HA, dané predevsim jejich povrchovym ndbojem, pfedstavuje
zajimavou moZnost regulace davkovani 1éCiva naptiklad u kontaminovanych ran, kde

mira kontaminace a faze hojeni pifimo ovliviiuji pH rany [200, 201, 202, 203].
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4.3 Biomaterialy na bazi kyseliny hyaluronové

Kyselina hyaluronovd je v tkanovém inzenyrstvi aplikovdna pfedevSim v podobé
hydrogelii a poréznich struktur vytvofenych napt. metodou lyofilizace nebo 3D tisku.
Vyuzitelnost hydrogell byla studovdna napiiklad pro tkanové inZenyrstvi Kkosti,
myokardu a nervové tkdné [204, 205, 206, 207]. Rozsahly vycet forem a aplikaci
kyseliny hyaluronové v tkanovém inZenyrstvi a regenerativni mediciné uvadéji Neuman
et al. [208].

V dopravé se 1éCiv je kyselina hyaluronova vyuzitelnd piedevsim ve formé& nanocastic
[209], nanovldken, nanogelt [210] a konjugétii s 1éCivy nebo povrchem nanocastic

[211].

Pfipravou nanovldken kyseliny hyaluronové se zabyvd celd fada praci. Omezujicim
faktorem je zde molekulovd hmotnost vedouci k vysoce viskéznim a obtizné
zvlaknitelnym roztokiim [212, 213, 214]. Vzhledem vysoké viskozité a gelaci neni u
vysokomolekuldarni HA moZné dosdhnout dostatecné¢ koncentrovanych vodnych
roztokli. Gelace vodného roztoku HA se projevuje jiz pifi nizkych koncentracich, kdy
zapleteni polymernich fetézcl a vysokd elasticita roztoku znemoZziuji G¢innou formaci
polymernich trysek a nasledné i vliken. ReSenim miiZe byt vhodnd volba rozpoustédla,
popiipad¢ zvldknéni kyseliny hyaluronové ve smési sjinym polymerem, ktery
umoziuje elektrostatické zvlaknéni z roztoku. Jako pomocné polymery byly testovany
napiiklad Zelatina [215, 216] a polyethylenoxid (PEO) [217, 218, 219]. Vzhledem
k vlivu odpudivych sil mezi ionogennimi skupinami a ptitomnosti vodikovych mustkt
na viskozitu roztoku ve vodé¢, byly studovany také zvlaknovaci roztoky s pouZitim
alternativntho  rozpoustédla, které tyto interakce oslabuji. Pouziti smési
dimethylformamidu (DMF) ve smési s vodou a kyselinou mravenci vedlo k tspéSnému

zvldknéni kyseliny hyaluronové [220].

Vzhledem k vysoké rozpustnosti HA ve vode¢ je pro zajisténi stability pfi fyziologickych
podminkach nutné sitovéani. To je mozné provadét riznymi metodami na neupravenych

molekuldch HA nebo na jejich derivétech.
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4.4 Modifikace kyseliny hyaluronové

Pro sitovani, konjugace a modifikace kyseliny hyaluronové jsou vyuzivany reakce na
hydroxylovych (-OH), karboxylovych (-COOH) skupinich a na N-acetylu
acetamidovych skupin (-NHCOCH3;). Tyto dé€je vyuZzivaji shodné chemické reakce
k dosazeni specifickych struktur se zlepSenou stabilitou ve vodném prostredi a niZsi
degradaci (sitovani) [221, 222], modifikovanou chemickou strukturou a novymi
vlastnostmi (napft. thiolace) [223], nebo ke konjugaci dalSich molekul se specifickym
ucinkem (vétSinou 1é¢ivem) [221, 185, 211, 183] Tyto modifikacni reakce probihaji ve
vodném prostiedi nebo v organickém rozpoustédle. Ta se vyuZivaji v ptipad¢ konjugace
sloucenin citlivych na hydrolyzu. VétSinou se jednd o dimethylformamid (DMF) nebo

dimethylsulfoxid (DMSO) [221].

Mezi reakce provadéné na karboxylové funkéni skupiné kyseliny hyaluronové patii
amidace, Ugiho kondenzace, esterifikace a oxidace. Hydroxylové skupiny jsou potom
vyuzivany k modifikacim prostfednictvim tvorby etherl, hemiacetalli, karbamatii a k
esterifikaci. Acetamidovd skupina muze byt modifikovdna deacetylaci a ndsledné
vyuzita k amidaci. Kompletni piehled moZnosti modifikaci ftetézce kyseliny

hyaluronové poskytuji Schanté et al. [221].

4.4.1 Konjugace kyseliny hyaluronové pro dopravu lé¢iv

V dopravée 1é¢iv ma konjugace nekolik davodu. Jsou jimi (i) zlepSeni stability 1éCiva, (ii)
zlepSeni rozpustnosti a biodostupnosti ve vod¢ nerozpustnych 1€¢iv, (iii) zlepSeni
biokompatibility a (iv) cileny transport a prodlouzené uvoliiovéni. Cileny transport
s vyuzitim fetézci HA konjugovanych piimo s 1é¢ivem nebo s nanocasticemi nesoucimi
enkapsulované lé¢ivo vyuzivd specifické interakce HA stadou bunécnych
membranovych receptori. Ty jsou vyuziviny zejména v protinddorové terapii.
Dlvodem je zvySené mnoZstvi receptorti kyseliny hyaluronové (CD44, RHAMM)u
fady typt nddorti. To umoziuje selektivni interakce konjugétii s vybranym typem bunék
a zvySenou internalizaci 1éCiva do jejich hmoty [221, 185, 211, 183]. Konjugace
kyseliny hyaluronové byla popsdna u fady 1é¢iv i nanocastic. Uceleny piehled
konjugatt kyseliny hyaluronové pro dopravu 1€¢iv a genovou terapii uvadéji Arpicco et

al. [224].
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Obr. 24 Priklady struktur konjugdtut HA a léciva paclitaxel s riiznou délkou linkeru.

(a) konjugdt vytvoreny vazbou hemisuccindtem NHS aktivovaného esteru paclitaxelu a HA-
ADH derivdtu, (b) konjugdt vytvoreny vazbou hemisuccindtem NHS aktivovaného esteru
paclitaxelu a HA-ADA derivdtu, (c) konjugdt 2'-paclitaxel-4-bromobutyrdtu a HA, (d)

konjugace derivdtu paclitaxelu s aminokyselinou k HA aktivované karbodiimidem, (e)
konjugace paclitaxelu na HA-COOH prostiednictvim dicyclohexylcarbodiimidu
(DCC)/dimethylaminopyridinu (DMAP) [183].

Volba konkrétni metody konjugace je dédna funk¢énimi skupinami dostupnymi na
molekule 1é¢iva ¢i nanocastici. Ke konjugaci HA v dopravé 1€Civ se nejCastéji vyuziva
konjugace ptes karboxyl (HA-COOH) prostiednictvim esterifikace nebo amidace.
Esterifikace je provadéna v bezvodém prostiedi (vétSinou DMSO) s pouzitim napiiklad
halogenalkanti, epoxydd nebo diazomethanu [221]. Oproti tomu rozpoustédlovy systém

pro amidaci je volen na zdklad¢ pouzitého aktivacniho Cinidla. V piipadé pouziti 2-
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chloro-1-methylpyridium iodidu (CMPI) je to organické rozpoustédlo, coZ umozZiuje
konjugace ve vodé¢ Spatné rozpustnych 1é¢iv. Kunjugaci ve vodném prostfedi umoZznuje
amidace prostiednictvim karbodiimidd. Z nich je nejcastéji vyuzivan 1-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)karbodiimid (EDC). Reak¢éni mechanismus spociva v aktivaci
karboxylu (HA-COOH) pomoci EDC ze vzniku nestabilni O-acylisomocoviny.
Nasleduje nukleofilni atak aminem na aktivovanou HA, ktery vede ke vzniku amidické
vazby. Vysokda reaktivita O-acylisomocoviny vede k jeji reakci s vodou za vzniku
stabilni N-acylmocoviny a znemoznuje dal$i konjugaci s aminem. Vzhledem k tomu
jsou do reakce zapojovany pomocné latky umoznujici vznik ptfechodnych produktii
odolnych k hydrolyze, které zvySuji stabilitu reakce a jeji vytéZnost. Jsou jimi N-
hydroxysuccinimid  (NHS)  N-hydroxysulfosuccinimid  (sulfo-NHS) a 1-
hydroxybenzotriazol (HOBt). 1 sjejich zapojenim je konjugace prostfednictvim
karbodiimidi citlivd na podminky a siln¢ zdvisld na pH jednotlivych reakénich krokd.
pii pouziti vyssiho pH, kdy je amin deprotonovany. Pro piekondni tohoto rozporu
mohou byt pouzity dvoukrokové reakce, umozni-li to konjugovany materidl a stabilita
meziproduktu formovaného na karboxylu. V piipad€ jednokrokové konjugace je nutnd
optimalizace podminek reakce — zejména s ohledem na pH. Bylo prokédzano, ze pouZziti
pH kolem 4.75 miize diky protonaci aminu vést ke vzniku N-acylmocoviny [221].
Ptiklady reak¢nich schémat konjugace kyseliny hyaluronové s pouzitim EDC a aditiv je

uvedena na obrazku 25 A, D.

Literatura uvadi tadu piikladii konjugace kyseliny hyaluronové na nanomateridly
s pouzitim karbodiimidové chemie. Pandolfi et al. [225] popisuji konjugaci HA na
povrch liposomil, kdy HA byla nejprve konjugovéana k fetézclim 1,2-dipalmitoyl-sm-
glycero-3-phosphacholinu (DPPC) s pouzitim dvoukrokové reakce. Aktivace EDC/NHS
probihala po dobu 2 hodina, navazovala na ni konjugace po dobu 6 hodin ve smési
voda/butanol. Pfipraveny konjugit byl néasledné pouZzit ke konstrukci liposomi pro
oSetfeni plicni fibrézy. Byly popsany také konjugace HA na povrch polymernich a
anorganickych nanocastic [226, 227, 228]. Konjugaci kyseliny hyaluronové na povrch
zlatych nanocastic (Au NPs) prostiednictvim EDC/NHS pro cilenou dopravu
doxorubicinu popisuji Lie et al. [228]. Funkcionalizaci kiemicitych nanocastic

konjugaci HA popisuji napiiklad Almeida et al. [229], Park et al. [230] a Yu et al. [231].
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Vsechny uvedené typy nanomateridlli byly testovdny pro vyuZiti v protinddorové

terapii.
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Obr. 25 Priklady amidacnich konjugact kyseliny hyaluronové.
Reakéni schémata (a) amidace s aktivaci EDC, (b) sitovdni HA s pouZitim biskarbodiimidu, (c)
amidace HA s pouZitim EDC a dyhydrazidu kyseliny adipové, (d) amidace s pouZitim EDC a
aditiv (NHS a HOBt) a (e) sitovdni HA amidact bifunkcnim sitovacim cinidlem [221].
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EXPERIMENTALNI CAST

Anorganickd nanovldkna na bédzi oxidu kiemicitého pfedstavuji zajimavy
elektrostaticky zvlaknitelny materidl s potencidlnim vyuZzitim v hojeni ran a dopravé
1éCiv, stejn¢ jako dal$i nanomateridly tohoto typu piipravené metodou sol-gel [31, 79,
179]. Jejich nespornou vyhodou jsou Siroké moznosti jejich povrchovych modifikaci,
které umoziuji roubovani funkcénich skupin na povrch bez naruSeni jejich vnitini
struktury [175, 179, 177] a mohou byt vyuzity k vazbé dalSich molekul na jejich povrch
— a to zejména 1éciv [159, 175, 179]. Jejich nevyhodou je siln€ hydrofobni povrch

omezujici moZnosti vazby a dopravy ve vod¢ rozpustnych 1éCiv.

Kyselina hyaluronovd pfedstavuje zajimavy, silné¢ hydroskopicky polysacharid
s unikdtnimi vlastnostmi a bioaktivitou spojovanou zejména s jeji molekulovou

hmotnosti [195-197] a ndbojem [199, 201].

Cilem této disertatni prace bylo vyvinout biodegradabilni nanovldkenny systém
vyuzivajici kombinaci téchto dvou materidld a vyhodnotit jeho vyuzitelnost ptfi doprave
a in situ uvolhovani kationnich ve vodé rozpustnych léCiv pfi zachovéani dalSich

relevantnich charakteristik kiemicitych nanovlaken.

Experimentalni ¢ast prace je rozdélena do ti{ kapitol, které na sebe vzajemné navazuji a

dokumentuji vyvoj materidlu véetn€ hodnoceni relevantnich charakteristik. Jsou jimi:

1. Piiprava a charakterizace kiemicitych nanovlaken;
2. Konjugace kyseliny hyaluronové a charakterizace a

3. Hodnoceni interakci nanovldkenného systému s modelovymi l1éCivy.
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5 Priprava a charakterizace kiremicitych nanovliaken

5.1 Cile

Jako nosny substrat pro dals$i konjugaci a vazbu 1€Civ by méla kifemicitd nanovldkna
poskytovat co nejvyssi dostupny mérny povrch. Ten je ddn morfologii nanovldken,
zejména jejich primérem, a je ovlivnitelny procesnimi parametry zvldknovani a
koncentraci polymerniho roztoku. V piipadé kiemicitych nanovldken pfipravenych
metodou sol-gel dochédzi pii pfechodu solu na gel ke zméndm vnitinitho uspofddani,
které se projevuji zménou viskozity bez zmény koncentrace a maji vliv na morfologii
nanovldken. Dal§im parametrem vyznamnym pro povrchové funkcionalizace je stabilita
nanovldken a mnoZstvi silanolovych skupin na povrchu. Ty jsou vyuZivany pii
silanizaci k roubovani funkénich skupin. Tietim vyznamnym parametrem kladenym na
jakykoli systém pro dopravu léCiv je jeho biokompatibilita, jak ukazuje schéma na
obrazku 26. VSechny tyto parametry hraji vyznamnou roli pii volbé optimdlnich

podminek piipravy kiemicitych nanovldken.

Cilem této kapitoly je ovéfit a popsat vliv viskozity zvlaknovaciho solu a vybranych
procesnich parametrii elektrostatického zvldkniovani na morfologii pfipravenych
kiemicitych nanovldken a jejich mérny povrch. Déle ovéfit vliv teplotni stabilizace na
jejich morfologii a chemické slozeni nanovldken a také na jejich biokompatibilitu a
biodegradaci. A na zdklad¢ vysledkl zvolit optimalni podminky piipravy homogenni

opakovatelné nanovldkenné vrstvy vhodné pro dalsi konjugace.

Povrchové vlastnosti

mnozstvi Si-OH dostupnych pro
~ N dal3i funkcionalizaci e

Morfologie Biokompatibilita

mérny povrch
dostupny pro

konjugaci
A _/ -
Povrch vhodny
pro dalsi
konjugaci

Obr. 26 Schéma vlivii jednotlivych parametrii pri vybéru substrdtu pro dalsi konjugaci.

k vybranym
bunéénym typim
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5.2 Materialy a metody

5.2.1 Priprava nanovlaken

Sol pro elektrostatické zvldknovani byl piipraven metodou sol-gel katalyzovanou
v kyselém prostiedi. Nizkomolekularni prekurzor reakce tetracthoxysilan (TEOS, 98 %,
CAS:78-10-4, Merc Milipore) byl rozpustén v isopropylalkoholu (IPA, 99 % p.a.,
CAS:67-63-0, Penta). Hydrolyza byla iniciovdna pifidavkem vody a Kkyseliny
chlorovodikové (HCI, 35 %, CAS:7647-01-0, Penta). Molarni pomér slozek reakéni
smési byl ptitom n(TEOS)/n(H20) = 0.45 a n(TEOS)/n(IPA) = 0.42. Tato metoda byla
jiz diive zavedena na TUL [71, 159], ovSem v tomto piipad¢ byl zvldknovaci sol
pfipraven bez dal$ich aditiv. Po pribéhu hydrolyzy a polykondenzaéni reakce (120 °C/2
h) byl sol skladovdn pfi stabilni teplot¢ 22 °C az do zahuSténi destilaci pfi
atmosférickém tlaku. Findlni koncentrace suSiny v solu tvofila 35 %(hm.). Nasledn¢ byl
sol skladovan opét pfi konstantni teploté¢ 22 °C. V pravidelnych intervalech probihalo
meéteni viskozity a odbér vzorki pro elektrostatické zvldknovani. Pii ném byl ovétovan
vliv viskozity a procesnich parametrii na morfologii nanovldken. Zvldknovéani bylo
provadéno bezjehlovou metodou. V prvnich fazich na laboratornim zvldknovacim
zafizeni vybaveném tyCovou elektrodou a nasledn¢ na poloprovoznim zvldknovacim
zafizeni Nanospider NS line 1WS500U (Elmarco, Ceskd republika) vybaveném
elektrodou strunovou (viz schéma na obr. 27). V prib¢hu zvldknovani byly ménény dva
procesni parametry — a to zvldknovaci vzdalenost mezi elektrodou a kolektorem a
zvldknovaci napéti. Na zdkladé¢ dosaZenych vysledk byly ndasledné stanoveny

optimdlni parametry zvlaknovani pro piipravu homogennich vzorki pro dalsi studie.

Nanovldkenné membrany pro studium vlivu teplotni stabilizace a dalSi analyzy byly
pfipraveny pfi jiz optimalizovanych podminkdch na zafizeni Nanospider™ pii
zachovani vzdélenost elektrod 175 mm, rychlosti pojezdu struny: 0,2 mm/s, rozdilu
napéti 70 kV (kolektor -10 kV, zvldknujici elektroda (struna) 60 kV). Timto zptisobem
bylo dosazeno homogennich nanovldkennych vrstev s ploSnou hmotnosti pohybujici se

mezi 19,5 a 26 g/m>.
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Obr. 27 Schémata zarizeni vyuZitych pro pripravu kiemicitych nanovldken.

(A) Laboratorni zarizeni vybavené tyckovou elektrodou: 1- zdroj vysokého napeti, 2-
zvldknovact elektroda, 3- zvldknovany roztok (sol), 4- oblast zvldknovdni, 5- uzemnény kolektor.
(B) Poloprimyslové zarizeni Nanospider vybavené 1- zdrojem vysokého napéti, 2- drdtovou
elektrodou, 3- stiraci hlavou se zdsobnikem, 4- zvldknovaci oblasti, a 5- protielektrodou s
odvijenou zdchytnou textilii [232].

Nanovldkenné vrstvy byly do 24 hodin od piipravy tepelné stabilizovany. Tepelna
stabilizace se provadi za ucelem zajisténi lepSich mechanickych vlastnosti a odstranéni
vody sorbované na povrch nanovldken. Pro stabilizaci byl zvolen teplotni rozsah do
750°C. Vyss§i teploty nebyly pouzity vzhledem k riziku destrukce vnitini porozity
materidlu [9] a bezpe€nostnim rizikiim spojenym s vdechovdnim nebiodegradabilnich
kiemicitych c¢astic [159]. Teplotni tprava probihala po dobu dvou hodin s cirkulac{
vzduchu v peci Binder ED240 (Binder, Némecko) u vzork stabilizovanych do 300 °C a
v peci Nabertherm B130 N40/ER (Nabertherm, Némecko) u vzorkt stabilizovanych pfi
vysSich teplotach.

5.2.2 Méieni viskozity

Megéfeni viskozity probihalo v pravidelnych intervalech na rotacnim viskozimetru
Fungilab™ Expert V301003 (Fungilab S.A., USA) v pouzitim ndstavci L1 a L2 pii
spolehlivosti min. 80 %. Hodnocen byl jednak vyvoj viskozity v Case a zdroven
opakovatelnost piipravy solu. Vzorky byly skladovany a méfeny pfi konstantni teploté

22 °C. Méfeni byla provedena u Sarzi M02/07, M02/14, M02/15, M02/16, M02/33.
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5.2.3 Charakterizace nanovlaken

5.2.3.1 Elektronovd mikroskopie

Pro morfologickou charakterizaci nanovldken byla pouzita skenovaci elektronova
mikroskopie (SEM). Zikladni ptfehledové snimky maximdlné¢ s 25.000 ndsobnym
zvétienim byly pofizeny na zafizeni Tescan Vega 3 (Tescan Orsay Holding, Ceské
republika) pfi pouZzitém urychlovacim napéti 20 kV. Snimky pro studie vyZadujici vétsi
zvétSeni byly pofizeny na FE-SEM Zeiss Ultra Plus (ZEISS, Sigma Family - Jena,
Némecko) vybaveném InLens detektorem a SE2 sekundarnim detektorem elektront pti
urychlovacim napéti 1-5 kV. Pfed vlastni analyzou byly vzorky zvodivény nanesenim
vrstvy zlata o tloust’ce 1-6 nm v pfistroji Quorum QI50RES (Qurom Technologies,
UK). Pfi dohodnoceni praimérti nanovldken bylo u kazdé nanovldkenné vrstvy meéteno

n=100 hodnot. Specificky mérny povrch (Pspec) nanovldken byl kalkulovdn na zdkladé

rovnice
P .D.L 4
Pspec — v @Dz Dp’ (1)
4.L.p

kde P je povrch nanovldken [m?], M je hmotnost [kg], D je primér vldkna [m], L je
délka vldkna [m], p je hustota zvldknovaného roztoku [kg/m3] [239]. Zjednodusend

rovnice po dosazeni hustoty [179] je nasledujici

4

PSPeC = D.2000° @

5.2.3.2 Hodnoceni chemického sloZeni nanovldken

5.2.3.2.1 Termogravimetrickd analyza (TGA)

Vliv teplotni stabilizace na chemickou strukturu nanovldken byl hodnocen nejprve
termogravimetrickou analyzou. Testovana byla degradac¢ni stabilita v teplotnim rozsahu
do 850 °C u neupravenych a tepelné stabilizovanych nanovldken. Nanovldkna byla pred
provedenim analyzy uloZena v exsikdtoru. Analyza byla provedena na
termogravimetrickém analyzatoru TGA Q500 (TA Instrumenst, USA). Analyzy
probihaly na platinové panvicce v atmosféfe syntetického vzduchu (SA) se sloZzenim
80 % dusiku a 20 % kysliku a prutokem 60 ml/min, kdy ohfev probihal z laboratorni
teploty do 850 °C pii rychlosti 10 °C/min.
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5.2.3.2.2 Infracervend spektrometrie s Fourierovou transformaci (FTIR)

Ptiprava vzorkl probihala shodné jako v piipadé TGA analyzy. Méteni bylo provedeno
na FTIR spektrometru iZ10 (Thermo Fischer Scientific) ATR technikou na krystalu
ze ZnSe. Spektra byla korigovdna na okolni atmosféru, baselinu a normalizovdna na

intenzitu 1. Rozsah méfeného vino¢tu 4000-700 cm™.

5.2.3.3 Hodnoceni biokompatibility vidken

5.2.3.3.1 Biokompatibilita in vitro

Zékladni biokompatibilita in vitro byla hodnocena v ndvaznosti na studii vlivu teplotni
stabilizace. Hodnoceni bylo provedeno tzv. v ptimém kontaktu v souladu s normou EN
ISO 10993-5:2009 Biological evaluation of medical devices — Part 5: Tests for in vitro
cytotoxicity. Mysi fibroblasty 3T3 byly kultivovany v kompletnim kultivacnim médiu
skladajicim se z Dulbeccova modifikovaného Eaglova média (DMEM, glukéza 4.5 g/l,
L-glutamin, Sigma-Aldrich) s ptidavkem 5 % fetdlniho bovinniho séra (FBS, Biosera),
5% novorozeneckého telectho séra (NBCS, Sigma-Aldrich), 1% smési
antibiotik/antimykotik (10 kU penicilin/10 mg streptomycin/ 25 pg amphotericin B/ml,
Sigma-Aldrich). Po dosazeni 80 % konfluence v pasazi 11 byly roztokem trypsinu
(0.25% trypsin/0.02% EDTA) uvolnény z povrchu kultivaéni lahve a nasazeny na
24-jamkovou kultivacni desti¢ku v po€tu 40 tisic bunék na jamku. Po 24 hodinich
kultivace byly pfed vyménou média na dno jamky pfiloZeny testované vzorky (d = 6
mm, n = 6). Biokompatibilita vzorkli byla vyhodnocena po dalSich 24 hodinich
kultivace prostfednictvim metabolického testu zaloZzeného na pomérné kvantifikaci
viabilnich bunék. Po odstranéni kultivatniho média bylo ptidano 320 ul 3-[4,5-
dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromidu (MTT, Img/ml, Sigma-Aldrich).
V pribéhu 2 hodin byl prostiednictvim NADPH-dependentnich oxidoreduktdz
v mitochondriich zivych bunék MTT pfeménovan na nerozpustny MTT formazan. Ten
byl po odstranéni nevyuZzitého roztoku MTT rozpustén v 640 ul isopropylalkoholu.
Absorbance byla nasledné na vinové délce 570 nm pii odecteni pozadi (650 nm) na
multidetekénim readeru Synergy HTX (BioTek Instruments, Kanada). Vysledné
hodnoty byly porovnany s buné¢nou kontrolou. Vysledna viabilita bun¢k byla vyjadiena

jako procentudlni podil absorbance neovlivnéné bunécné kontroly a absorbance vzorku.
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Vyznamnost rozdilu mezi jednotlivymi skupinami byla hodnocena jednosmeérnou

analyzou rozptylu (ANOVA) v softwaru GraphPad,

5.3 Vysledky a diskuse

5.3.1 Vliv viskozity a procesnich parametri

5.3.1.1 Vyvoj viskozity v Case

Vysledky méteni vyvoje viskozity v ¢ase jsou na obrazku 28. U vSech testovanych
vzorkli vykazoval vyvoj viskozity v c¢ase stejny trend, coz svéd¢i o dobré
opakovatelnosti ptipravy solu. Jak je patrné, kombinace isopropylalkoholu jako
rozpoustédla a kyselé hydrolyzy a moldrntho poméru TEOS/H>0 [233] vedla k pomalé
kondenzaci a pozvolnému zvySovani viskozity v Case. Z vyvoje viskozity vyplyva, Ze 3.
faze prechodu solu na gel nastdvd zhruba po 120 hodinich od destilace. Do té doby
dochdzi k agregaci primarnich koloidnich fetézcii a nanocastic. Po 120 hodinach
dochézi k rastu klastrii a jejich spojovani coz vede k rychlej§imu ndriistu viskozity.
Vzhledem k témto vysledkiim bylo elektrostatické zvlakiiovani provadéné u soli v 1. a
2. fazi prechodu solu na gel. U vyssich fazi by zvlakiovani vzhledem k formovani gelu

bylo obtiZné.
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Obr. 28 Vyvoj viskozity solu pripraveného metodou sol-gel v case
u ruznych sarZi (M02/07, M02/14, M02/15, M02/16, M02/33). Teplota 22 °C.
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5.3.1.2 Vliv viskozity a procesnich parametrii na morfologii nanovldken

Vliv vSech testovanych parametrti byl patrny u obou zvldknovacich metod. V piipadé
laboratorni aparatury s tyckovou elektrodou byla pozornost vénovéana vlivu viskozity a
zvldknovaci vzdélenosti. Napéti bylo udrZzovdno konstantni. Ukdzky morfologie
nanovldken pfipravenych zvlakiiovanim na laboratorni aparatufe jsou na obrazku 29.
Vyhodnoceni zjiSténych zavislosti je potom graficky zndzornéno na obrazku 30. Jak je
patrné, narist viskozity bez zmény koncentrace solu vedl ke zvySovani pruméru
nanovldken. Zavislost priméru nanovldken na viskozit¢ prokéazali také Luccufier et al.
[164]. U nejnizsi testované viskozity (41.3 mPa.s) nebyly pozorovany kordlkové
defekty, které jsou pfi elektrostatickém zvldknovani zplisobovany pfili§ nizkou
koncentraci roztoku. Nizsi viskozita (41.3 mPa.s) vedla k formovani tenkych hladkych
nanovldken s primérem 216.7 + 44 nm (obr. 28A), zatimco u nejvyssi testované
viskozity 115.3 mPa.s byla pozorovana vldkna stuzkovitého tvaru s primérem 674.5 +
234 nm (obr. 29M). Pii zvldknovani solt s viskozitou < 50 mPa.s byl vliv vzdalenosti
elektrod na primér nanovldken (obr. 29A,B,F) i jejich morfologii (obr. 29A-F)
zanedbatelny. K odliSnym vysledkiim s ohledem na morfologii dosli Luccufier et al.,
ktefi s pouzitim jehlového zvladknovéni ziskali pfi viskozit€¢ 65 mPa.s tenkd vlakna
s fadou kulickovych defektli. Nejlepsi zvldknitelnost zaznamenali u solu s viskozitou

120 mPa.s [164].

Pti zvldknovani soli s vysSSi viskozitou prostiednictvim tyckové elektrody byl
pozorovan rostouci prumér nanovlaken silnéji zavisly na zvlakiiovaci vzdalenosti. Tento
jev lze spojit s postupem fazi prechodu solu na gel a snim spojenou strukturou
kiemicitych fetézch. Zatimco v 1. fazi prechodu solu, s viskozitou pod 50 mPa.s, se
v solu vyskytuji krat$i a méné rozvétvené fetézce, ve 2. fazi pfechodu dochdzi k ristu a
rozveétvovani téchto fetézcl a postupnému spojovani do vice rozvétvenych celkil. Tento
jev souvisi také s pozorovanim stuzkovitych nanovldken. Vyskyt stuzkovitych
nanovldken popsali napiiklad Topuz a Uyar [234] a Koombhongse et al. [235] a je
spojovan s rychlym odparem rozpoustédla pfi zvldknovanim polymernich roztokl s
vy$$i nez optimalni viskozitou. U n€kterych polymert byl pozorovan také pti zvySovani
napéti [234]. Ackoli v piipad¢ kiemicitého solu nedoSlo ke zméné koncentrace, lze
tento efekt pripsat vétSimu rozvétveni fetézcl a vyssi viskozité. Zaroven vzdélenost
elektrod ovliviiuje intenzitu elektrického pole [236, 237]. JiZ u viskozity 59.9 mPa.s

byla pozorovdna ojedin¢ld stuzkovitd nanovlikna ve vrstv€ pifi pouZiti kratSi
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zvldknovaci vzdélenosti (100 mm, obr. 29G). Zirovenr vyznamné vzrostl pramér
nanovldken ve srovndni s nanovldkny zvldknovanymi na 125 mm a 150 mm. Tento
efekt je dobie patrny na obrdzcich 30C a 30F. Vyznamny rozdil primért nanovldken
vlivem zvldkiiovaci vzdélenosti byl pozorovdn u nanovldken pfipravenych ze solu na
pocatku 3. faze prechodu sol-gel (viskozita 115.3 mPa.s). Tam vzrostla stfedni hodnota
priiméru nanovldken z 327 + 69.8 nm (150 mm, obr. 290) na 674.5 £+ 234 nm (100 mm,
obr. 29M), jak ukazuji grafy na obrdzcich 30E a F. 3D graf kombinovaného vlivu

viskozity solu a zvlakiovaci vzdalenosti je na obrazku 34A.

Pouzitim vySSi zvldknovaci vzdalenosti lze tento efekt snizit a zdroven docilit
nanovldken s niz§im pramérem ZvySovani zvldkiiovaci vzdalenosti vSak vede ke

sniZovani intenzity zvldknovaciho procesu a tim i jeho vyrobnosti.
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Obr. 29 Morfologie nanovldken pripravenych na laboratorni aparature vybavené tyc. elektrodou.
Sledovdn vliv viskozity solu a vzddlenosti elektrod na priimeér vidken pri zachovdni konstantniho
napeti (50 kV). Viskozita solu byla 41.3 mPa.s (A-C), 49.2 mPa.s (D-F), 59.9 mPa.s (G-I), 72.2
mPa.s (J-L) a 115.3 mPa.s (M-0). Vzddlenost mezi elektrodami byla ménéna mezi 100 mm (A, D,
G J M), 125mm (B, E, H, K, N) a 150 mm (C, F, I, L, O). Zvétseni 25.000x.
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Obr. 30 Grafické porovndni priumérii nanovldken pripravenych na laboratorni aparature
s tyckovou elektrodou pri zmené zvldknovaci vzddlenosti a zachovdni konstantniho napeti (50
kV). Krabickové grafy primeérit nanovldken (n=100) pripravenych ze solu o viskozitdch (A)
41.3 mPa.s, (B) 49.2 mPa.s, (C) 59.9 mPa.s, (D) 74.2 mPa.s a (E) 115.3 mPa.s. (F) Grafické
zndzorneéni vlivu viskozity solu na stiedni hodnotu priiméru nanovldken (£S.D., n=100) u
vybranych zvildknovacich vzddlenosti.

Zvlaknovani na poloprovozni zafizeni Nanospider s pouzitim strunové -elektrody
ukazalo stejny efekt vyvoje viskozity na primér ptipravovanych nanovldken, jako
v ptipadé tyckové elektrody. U nanovldken pfipravenych pii nejvyssi viskozité —
v tomto piipadé¢ 112 mPa.s, dosaZzené po 122 hodinidch od destilace, byl pozorovin
mensi podil stuzkovitych nanovldken. Tento efekt mlze byt pfipsdn pouziti dratové
elektrody, jejiz maly primér vede k formovéani rovnomérného, koncentrovaného
elektrického pole po celé jeji délce, coz vede ke vzniku uniformnéjSich nanovldken
[238]. Pii srovnani kombinovaného efektu zvladknovaci vzdalenosti a elektrického

napéti se jako vyznamnéjSi projevil efekt napéti. Aplikace 70 kV vedla pii viskozité
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solu 112 mPa.s k formovani nanovldken se stfedni hodnotou priméru 421.1 + 121.5
mPa.s, na rozdil priméru 324.4 + 114 nm, ktery byl dosaZen pii aplikaci 60 kV. A to i
pfes vetsi zvldknovaci vzdélenost. Jak je patrné z grafu na obrdzku 32C, tento efekt
napéti vykazoval stoupajici trend jako v pfipad¢é vzdélenosti pifi zvldknovani z tyckové
elektrody. S rostouci viskozitou roztoku se rozdil mezi primérem nanovldken
pfipravenych pii 60 kV a 70 kV zvySoval. Srovnani vlivu viskozity a aplikovaného
napéti je v grafech na obrdzku 32, graf vlivu kombinace viskozity solu a zvldknovaciho

napéti je potom na obrdzku 34B.

Srovnani vlivu zvldkinovaci vzdalenosti a aplikovaného napéti bylo provedeno
zvldknénim solu o viskozité 57.2 mPa.s, (viz obr. 33; kompletni soubor viz Pfiloha 1,
obr. 2). 3D graf zobrazujici zdvislost kombinaci parametrl je potom na obrdazku 34C.
Ukazuje kombinovany efekt, kterym je moZné fidit primér nanovldken i pii

zvlaknovani kfemicitého solu s nizkou viskozitou.

Z vysledka vyplyva, Ze elektrostatické zvldkinovani solli s niZ8i viskozitou, do 70 mPa.s
vede k vldknim se stfedni hodnotou priméru pod 300 nm. Zvldknovaci podminky
ovliviuji u téchto solti morfologii jen omezeng. U solll s vyssi viskozitou je mozné tidit
primér nanovldken predevS§im aplikovanym napétim. Jeho sniZeni umoZiuje ziskat
nanovldkna s niz§im primérem, niZsi frekvenci stuZkovych vldken a homogennéjsi

strukturou.

SEM HV: 30.0 KV SEM HV: 30.0 KV SEM HV: 30.0 KV

View fieid: 7.65 pm
SEM MAG: 25.0 kx _ Datemidy): 050621

View fieid: 7.65 pm View fieid: 7.65 pm
SEM MAG: 25.0 kx  Date(midy): 051221 - SEM MAG: 25.0 kx _ Datemvdy): 031321

Obr. 31 Morfologie nanovldken pripravenych na zarizeni Nanospider NS 1W500U
vybaveném drdtovou elektrodou. Sledovdn vliv viskozity solu na morfologii nanovldken.
Nanovldkna byla pripravena ze solit o viskozité (A) 46.9 mPa.s, (B) 75.1 mPa.s a (C) 112
mPa.s. Procesni parametry byly nastaveny na (A, B)) 160 mm a 60 kV a (C) 175 mm a 70 kV.
ZveétSeni 25.000x.
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Obr. 32 Grafické vyhodnoceni a srovndni priméri nanovldken pripravenych na zarizeni
Nanospider.

Hodnocen vliv viskozity solu a vybranych procesnich parametrii na morfologii nanovldken.
Krabickové grafy primérii nanovldken (n=100) pripravenych ze solit rizné viskozite pri A. 160
mma 60 kV a B. 175 mm a 70 kV. C. Grafické zndzornéni vlivu viskozity solu na stiedni
hodnotu priiméru nanovldken (£S.D., n=100).

SEM HV: 30.0 KV WO: 9.31 mm SEM HV: 30.0 kv VEGA3 TESCAN| SEM HV: 30.0 KV WO: 9.00 men
View fleld: 12.7 pm Det: SE View fieid: 12.7 pm View fleld: 12.7 pm Det: SE
SEM MAG: 15.0kx  Datefmidy): 050621 SEM MAG: 15.0 kx _ Datemvdy): 051221 TUL Nanocenter CXI SEM MAG: 15.0 kx _ Date(midy): 0511221

Obr. 33 Morfologie nanovidken pripravenych na zarizeni Nanospider NS 1W500U vybaveném
drdtovou elektrodou.
Sledovdn vliv procesnich parametrii pii zachovdni konstantni viskozity (57.2 mPa.s). Vzddlenost
mezi elektrodami byla menéna mezi 150 mm. Pro pripravu jednotlivych vzorkii bylo napéti ménéno
mezi 50 kV (A), 60 kV (B) a 70 kV (C). Zvétseni 15.000x
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Obr. 34 3D grafy kombinovaného vlivu vybranych parametrii zvldkiovadni.
Hodnocen vliv na stredni hodnotu priitméru nanovldken. (A) Kombinovany efekt viskozity solu a
zvldknovaci vzddlenosti u zvldknovdni z tyckové elektrody. (B) Kombinovany efekt viskozity solu

a zvldknovact napeti u zvldknovadni z drdtové elektrody zarizeni Nanospider. (C) Kombinovany
efekt zvldknovaci napéti a vzddlenosti mezi elektrodou a kolektorem u zvldknovdni z drdtové
elektrody zarizeni Nanospider pri zachovdni konstantni viskozity (57.2 mPa.s).
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Tab. 3 Zdvislost kalkulovaného specifického povrchu nanovldken na priiméru nanovldken
pripravenych elektrostatickym zvldknovdnim na zarizeni Nanospider.

Viskozita Napéti Primér vliken Specificky povrch

(mPa.s) (kV) primér £8S.D. primér £8S.D.
(nm) (m?*/g)
46.9 60 196.5 +55.9 10223
57.2 60 2452 +74.7 8.15+ 1.86
75.1 60 273 £91.3 733+ 1.84
88.1 60 307 +115.3 6.51 £ 1.77
88.1 70 370.8 + 145.2 539 +1.51
112 60 3244+ 114.7 6.16 £ 1.6
112 70 421.1 +121.5 4.75 £ 1.06

Na zdklad¢ dosazenych vysledkt byly zvoleny zvldkiiovaci podminky pro piipravu
homogennich vrstev plo§nou hmotnosti 19.5 — 26 g/m?. Pro dosaZeni niZ$tho priméru
nanovldken a tim vysokého mérného povrchu byla zvolena viskozita solu pod 50 mPa.s.
Konkrétné byl zvldknén sol o viskozité 43.2 mPa.s pfi pouZziti zvlakinovaci vzdalenosti
175 mm a napéti 70 kV. Timto zpisobem byla pfipravena nanovldkennd vrstva se

stiedni hodnotou priméru vldken 241.3 + 76.3 nm.

5.3.2 Vliv podminek stabilizace na vlastnosti nanovlaken

5.3.2.1 Vliv teplotni stabilizace na morfologii nanovldkenné vrstvy

U nanovldken tepelné stabilizovanych pfi teploté presahujici 300 °C byly pfi vizudlnim
hodnoceni pozorovdny mirné zmény zbarveni (viz obr. 35). Tento jev muZe byt
pfisuzovan degradaci organickych zbytkl (ethoxy skupin) nezapojenych do reakce sol-
gel. Hodnoceni elektronovou mikroskopii (SEM) neodhalilo zdsadni vliv teplotni
stabilizace na morfologii nanovldken. Nebyly pozoroviny zlomy vldken ani naruSeni
povrchu jednotlivych nanovldken. Teplotni stabilizace také neméla v celém testovaném
rozsahu zédsadni vliv na primér nanovldken. Tepelnou stabilizaci sice doslo ke snizeni
sttedni hodnoty priméru ve srovndni s neupravenymi nanovldkny, ale vzhledem
k rozptylu hodnot v jednotlivych souborech nelze tyto zmény povaZovat za
signifikantni. Vybér snimkl nanovldkenné vrstvy pied a po stabilizaci jsou na obrazku

36 (kompletni soubor viz Ptiloha 1, obr. 3).
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Obr. 35 Vizudlni hodnoceni viivu tepelné stabilizace na barvu a makroskopicky vzhled
kremicitych nanovldken.

SEM HV: 200KV WO: 9.4 men VEGA3 TESCAN SEM HV: 200KV WO: $.00 men VEGA3 TESCAN SEM HV: 30.0 WV WO: 9.18 men VEGA3 TESCAN
View fleid: 12.7 pm Det: S€ 2pm View flekd: 12.7 pm Det: SE 2pm View flekd: 12.7 pm Det: € 2pm
SEM MAG: 15.0kx  Date(midry): 052021 TUL Nanocenter CXI SEM MAG: 15.0 kx  Date(midy): 052021 TUL Nanocenter CXI SEM MAG: 15.0kx  Date(mvdry): 052621 TUL Nanocenter CXI

Obr. 36 Vliv tepelné vupravy na morfologii nanovldken.
Nanovldkna bez tepelné vipravy (A) a tepelné stabilizovand po dobu 2 hodin p¥i teplotdch
180 °C (B) a 750 °C (C). Zvétseni 15.000x.
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Grafické srovnani zjiSténych priimérnych hodnot je uvedeno na obrazku 37.
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Obr. 37 Grafické srovndni vlivu tepelné tipravy na priimér nanovldken.
Vyjddreno formou (A) krabicovych grafit a (B) srovndnim stFedni hodnoty priimeru (£ S.D.)

5.3.2.2 Vliv teplotni stabilizace na chemické sloZeni

Termogravimetrickd analyza (TGA), jejiz vysledky jsou graficky na obrazku 38,
prokdzala vyznamny vliv podminek tepelné stabilizace na dalSi tepelnou degradaci
nanovldken. U vSech vzorkl byl zaznamenan prvni pokles vdhy v oblasti do 125 °C — a
to vrozmezi 1.7 % do 5 %, ktery byva pfipisovdn ztrit¢ adsorbované vlhkosti a
piipadné¢ i1 residui rozpoustédel [152]. Dalsi degradace byla u vétSiny vzorka
zaznamendna v oblasti 250-600 °C pii teplotaich ~320 °C a ~430 °C, coZ ptedstavuji

nejvysii rychlosti rozkladnych dé&ji. Ubytek hmotnosti kiemicitych materidlii v oblasti
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250-450 °C byva pripisovan degradaci alkylovych a alkoxylovych zbytka prekurzoru,
zatimco degradace v oblasti 450-700 °C je spojovana s dehydroxylaci silanolovych Si-

OH skupin a naslednému formovani siloxalovych Si-O-Si vazeb [240, 241, 242].

Podil hmoty nanovldken zachované po degradaci do 850 °C vykazoval neptimou
zavislost na teplot¢ pfedchozi tepelné upravy, pfiCemz nejmen$i podil zbytkové
hmotnosti byl zjiStén u vldken bez ptedchozi tepelné udpravy (R.T.) 77.99 %. U
nanovldken tepeln¢ upravenych byla zbytkovd hmotnost 79.13 % pro 110 °C, 79.84 %
pro 150 °C, 81.61 % pro 180 °C, 88.15 % pro 250 °C, 90.33 % pro 350 °C, 90.91 % pro
450 °C a 93.53 % pro 550 °C. Pritom u vléken stabilizovanych pfi teplotach vySSich nez
250 °C tvoftil hmotnostni ibytek do 100 °C: 5 % pro vldkna stabilizovana na 250 °C,
4.96 % pro 350 °C, 4.65 % pro 450 °C a 3.27 % pro 550 °C. Vyznamnd C4st
hmotnostniho ubytku tedy byla spojena s odstranénim vlhkosti a u téchto vldken byl
predpokldaddn vyznamné niz§i podil alkylovych zbytkl a silanolovych skupin. Tyto
predpoklady byly nésledné potvrzeny FTIR analyzou, jejiz vysledky jsou uvedeny niZe.
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M02/07 150°C M02/07 180°C | MO02/07 150°C MO02/07 180°C
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Obr. 38 Vysledky termogravimetrické analyzy (TGA) kiremicitych nanovldken
vyjddrené (A) vyvojem podilu zbytkové vihy vzorku v zdvislosti na teploté degradace a (B)
vyvojem derivace vdhy v zdvislosti na teploté degradace.

Analyza prostifednictvim Fourierovy transformacni infracervené spektroskopie (FTIR)
prokdzala piitomnost nékolika vrcholl typickych pro vibrace vazeb obsazenych v
materidlech na bdzi oxidu kfemicitého. Literatura v této souvislosti popisuje zejména
deformacni, valen¢ni symetrické a valen¢ni asymetrické vibra¢ni médy mezi Si a O na
vlnoétech kolem 450 cm™, 800 cm™ a 1070 cm™ [152, 243, 244]. Vibrace ,,otisku prstu*
silanolové skupiny Si-OH byly popsdny v oblastech kolem 925 cm™ a 3650 cm™.
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Asymetrické valenéni vibrace silanolu byly identifikovany také v oblasti ~1130 cm!
[245, 246]. Né&kteti autofi také popisuji mimofazové vibrace v oblasti mezi 1050 cm™ a
1250 cm™, které mohou souviset s piftomnosti residui molekul tetraethoxysilanu
(TEOS) [243, 247, 248]. S témito rezidui souviseji také vyrazn€j$i asymetrické
valenéni vibrace CH, a CH3 skupin na vinoétech 2915 - 2855 cm™ a 2995 - 2940 cm’!
[249]. Pfesnd hodnota vInoctu vibraci konkrétnich vazeb zdvisi na pouZité metodé

meéreni.

Vysledky dosaZzené FTIR analyzou kiemicitych nanovldken stabilizovanych pfi rtiznych
teplotdch jsou na obrdzku 39. Konkrétn€ srovndni vSech kompletnich spekter je na
obrazku 39A. Jak je patrné, spektra vykazuji vrcholy na vlnoctech typickych pro
kfemicité struktury pfipravené metodou sol-gel — a to zejména na 1090 cm™! (Si-O-Si) a
950 cm™ (Si-OH). Zaroveii byl potvrzen vliv podminek tepelné dpravy na chemické
sloZzeni nanovldken. ZvySend teplota dpravy vedla k simultdnnimu poklesu u vrcholt
vibraéniho raménka Si-OH vibraci na 950 cm™ a 3640 cm’!, jak ukazuji obrazky 39B a
E. U vrcholu na vlnoétu 950 cm™ doslo s rostouci teplotou tdpravy k pozvolnému
poklesu absorbance. Po upravé pii 550 °C byl tento vrchol spektra témét eliminovan.
Stejny efekt byl zaznamendn i v pifpadé 3640 cm™'. Tato teplota tpravy zjevné
ovlivnila také schopnost adsorpce vzdusné vlhkosti, kdy dosSlo také k vyraznému
poklesu absorbance vrcholu na ~3380 cm’!, ktery je vSeobecné spojovén s vibracemi H-
OH. U asymetrickych vibraci Si-OH na vlno¢tu 1159 cm™! byl vrchol eliminovén jiZ pti
upraveé na 250 °C (obr. 39D). Soucasné bylo s rostouci teplotou pozorovano pozvolné
roz§ifovani vrcholu na vInoétu 1090 cm™ odpovidajictho valenénim asymetrickym
vibracim Si-O-Si a rozsifovani a posun vrcholu na 793 cm™ aZz na 808 cm’!
odpovidajictho symetrickym valenénim vibracim Si-O-Si (obr. 39E) Tento vysledek
v kombinaci se sniZujicim se obsahem Si-OH nasvédCuje vnitfni reorganizaci a
zhustovani struktury vldken se zvySujici se teplotou upravy diky zapojovanim
silanolovych skupin do siloxalovych vazeb [243, 245, 246]. Takovy vliv tepelné upravy
(> 400 °C) popsali u tenkych vrstev pfipravenych metodou sol-gel napi. Ponton et al.
[243]. Ti zaroven prokdzali vyznamné sniZeni podilu atoml vodiku a zdroven sniZeni
atomdarniho poméru O/Si pii teplotni dpravé nad 500 °C. Zaroven popsali, Ze kiemicité
struktury upravené teplotou pod 600 °C sestavaji ze vzdjemn¢ sitovanych jednotek Si-
O-Si s dal$imi necistotami, které ovliviuji asymetrické vibrace této vazby. Mezi tyto

necistoty se fadi funkéni skupiny s obsahem vodiku. Ddéle je ovliviuji strukturdlni
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poruchy v okoli SiO4 Ctyfsténu ve formé¢ rozdilné hustoty struktury [243, 250, 251].

Proces denzifikace struktury je tedy spojen s eliminaci ptitomnych necistot.

K tém se vazi identifikované vrcholy odpovidajici residuim molekul TEOS a jejich
eliminace s rostouci teplotou upravy. Vibrace organickych skupin pochdzejicich
z prekurzoru reakce byly popsdny v oblasti mezi 2800 a 3000 cm™ [249, 252].
Konkrétné u vrcholu na 2980 cm™ odpovidajiciho asymetrickym vibracim —CHj
skupiny, stejné jako v pfipadé u vrchol@ 1485 cm™ a 1390-1380 cm™! vztahujicim se
k deformacnim vibracim skupiny —CH3s, byla pozorovédna eliminace vrcholil pfi Gprave
nad 250 °C (viz obr. 39B a C). Podobny efekt tepelné dpravy byl pozorovan i v piipadé
vrcholi odpovidajicich vibracim CHa skupiny. U vrchol@l na vinoétech 2933 cm a
2905 cm! odpovidajicich asymetrickym vibracim CHa doslo k vyraznému sniZeni
intenzity pii dpravé nad 250 °C a k jejich plné eliminaci pti upravé na 550 °C. Podobny
trend byl pozorovan u vrcholu na 1452 cm™ odpovidajiciho deformaénim vibracim CHa
skupiny, kde pii dpravé na 250 °C doslo k vyraznému sniZeni vrcholu a pii vysSich
teplotach k jeho eliminaci. Tyto vysledky vypovidaji o odstranéni organickych zbytka
evidentn¢ pfitomnych i po pfipravé nanovldken. Jejich odstranéni je provazano s jiz

zminovanou zménou vnitini struktury pfi vysSich teplotach tpravy.
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Obr. 39 FTIR spektra kiemicitych nanovidken upravenych pri riznych teplotdch.
(A) piehled spekter na kompletnim rozsahu vinoctu 700-4000 cm™ a detailni pohled
srovndvajici intenzitu v oblastech (B) 2700-3700 cm™, (C) 1300-1700 cm’’,

(D) 1100-1250 cm™ a (E) 700-1050 cm’”.

5.3.2.3 Vliv teplotni stabilizace na biokompatibilitu nanovldken

U vsech testovanych vzorkti pfesahovala viabilita mysich fibroblastii 3T3 70% bunécné
kontroly po expozici po 24 hodin v piimém kontaktu. Je tedy mozné v souladu s ISO

10993-5:2009 prohlédsit vSechna testovand nanovldkna za biokompatibilni. U
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nanovldken tepeln¢ upravenych pfi teploté 200 °C a nizsi byla primérnd viabilita pod
90% bunétné kontroly, coz piedstavovalo vyznamny pokles viability ve srovnani
s bunécnou kontrolou, jak ukazuje graf (obr. 40). Tepelnou dpravou doslo k zvySeni
viability. Z 87.6 £ 4.6 % dosazenych u neupravenych nanovldken (RT) viabilita stoupla
na 90.8 £ 2.3 % upravou pii 180 °C, 93 + 3.3 % upravou pii 250 °C, a ~95 % udpravou
pti teplotach presahujicich 350 °C. Tento vysledek je pravdépodobné zplisoben vyssim
podilem silanolovych skupin na povrchu nanovldken, jak prokdzala chemicka analyza.
Jejich vyskyt je spojovan s toxicitou nanomateridli zplisobenou oxida¢nim stresem

[115,253].
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Obr. 40 Biokompatibilita nanovldken stabilizovanych pri riiznych teplotdch.
Test v primém kontaktu expozici po dobu 24 hodin. Bunécnd viabilita vztaZena viici poctu Zivych
bunék u bunécné kontroly (% BC). BC — neovlivnend bunécnd kontrola, PC — pozitivni kontrola,
NC — negativni kontrola. * Hodnoty rozdilné viici BC na hladiné vyznamnosti p<0.005.

5.3.3 Shrnuti vysledku

U kifemicitych nanovldken piipravovanych metodou sol-gel byl ovéfen vztah mezi
viskozitou a fdazi prechodu solu na gel. V kombinaci s procesnimi parametry
zvlaknovéani umoznila vhodnd volba viskozity pfipravu nanovldken se stfedni hodnotou
praméru pod 250 nm a specifickym povrchem piesahujicim 8 m?/g pfi zachovani
vysoké vyrobni produkce. Bylo potvrzeno, Ze tepelnd stabilizace vede k odstranéni
fyzisorbované vody a zdroven ke zméndm vnitini struktury a ztrat€ povrchovych
silanolovych skupin. Ty jsou nezbytné pro dalS$i funkcionalizaci. Ziroven jejich

pfitomnost ovliviluje biokompatibilitu nanovldken. Vzhledem k t€mto skutec¢nostem
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byla pro dalsi praci zvolena nanovldkna tepelné stabilizovana pii teplot¢ 180 °C. U

téchto nanovldken byla potvrzena biokompatibilita viici koZznim bunkdm 3T3-A31.

6 Konjugace kyseliny hyaluronové a charakterizace

6.1 Cile kapitoly

Povrchovd funkcionalizace kifemicCitych nanovldken silanizaci i nasledna konjugace
kyseliny hyaluronové maji fadu faktorti, které mohou ovlivnit kinetiku reakce a

ucinnost vazby a zdrovei vlastnosti vysledného produktu.

Jako modifikacni ¢inidlo pro krok silanizace byl zvolen 3-aminopropyltriethoxysilan
(APTES) — a to zejména diky biokompatibilit€¢ jeho vedlejSiho produktu, kterym je
ethanol. Studované parametry silanizace byla koncentrace APTES v reak¢ni smési a
doba reakce. Pro konjugaci kyseliny hyaluronové (HA) byla zvolena karbodiimidova
chemie podpotfend N-hydroxysuccinimidem. Jejimi vyhodami je zejména prib¢h reakce
ve vodném prostiedi bez pouZiti organickych rozpoustédel. U zvolené jednokrokové
konjugace jsou dc¢innost i kinetika reakce silné ovlivnény fadou parametrii. Vyznamna

je zejména role pH prostiedi, sloZeni pufru a sloZeni reakéni smeési.

Cilem této kapitoly je ovéfit a popsat vliv zvolenych parametrii jednotlivych krokl
povrchové funkcionalizace kfemicitych nanovldken — tedy silanizace a nésledné
konjugace kyseliny hyaluronové, na ucinnost funkcionalizace a pfipravend nanovldkna
charakterizovat. Vzhledem k predpokladanému vyuZiti funkcionalizované nanovlakenné
vrstvy jako nosi¢e pro dopravu 1éCiv je cilem této kapitoly také ovéfeni vlivu
funkcionalizace nanovldken na vlastnosti relevantni pro jejich aplikaci v hojeni ran.
Tedy vyhodnoceni vlivu konjugace kyseliny hyaluronové na sméceni nanovldkenné
vrstvy, jeji degradaci v simulovanych podminkiach a biokompatibilitu. Z hlediska
biokompatibility se tato kapitola zabyva vlivem povrchové upravy na cytotoxicitu in
vitro vic¢i mySim koZnim fibroblastim a hemokompatibilitu nanovldken. Jednou ze
zédkladnich vlastnosti optimédlniho krytu ran je také jeho nizkd adheze ke spodiné€ rany,
kterd umoziiuje jeho snadné odstranéni [2, 25]. Z tohoto divody byla ovéfena je
soucasti kapitoly také ovefeni adheze fibroblastli k povrchu nanovldken a jejich

proliferace na ném.
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6.2 Materialy a metody

6.2.1 Priprava nanovlaken

Nanovldkna byla pfipravena elektrostatickym zvlaknénim na poloprovoznim zatizeni
Nanospider NS 1W500U. Pro dosazeni niz§iho primeéru nanovldken (pod 200 nm) a
tim vysokého specifického povrchu dostupného pro dalsi funkcionalizaci byl zvldknén
sol o viskozité 35.2 mPa.s. Vzdalenost elektrod v prub¢hu zvldknovani byla 175 mm a
rozdil napéti 70 kV (kolektor -10 kV, zvlaknujici elektroda (struna) 60 kV). Rychlost
nanaSeci hlavy se pohybovala vrozmezi 350 — 500 mm/s pii rychlosti odtahu
podkladového materidlu 15 mm/min. Jako podkladovy materidl byl pouZit

silikonizovany papir.

6.2.2 Silanizace povrchu

Silanizace povrchu nanovldken byla provedena 3-aminopropyltriethoxysilanem
(APTES, 98%, Sigma-Aldrich). Hydrolyza byla u silaniza¢niho roztoku skladajiciho se
z APTES, vody a ethanolu indukovadna v kyselém prosttedi (pH 5). Molarni pomér
ethanol: H>O byl udrzovan na 1: 0.135. Pfi optimalizaci procesu byl ménén podil
APTES ve smési. Testovany byly koncentrace 2 %, 3 % a 4% (obj.), tedy molarni
poméry H20: APTES 1: 0.039, 1: 0.058 a 1: 0.077. Optimalizovdna byla také doba
funkcionalizace vrozmezi 1 aZz 5 hodin. Silaniza¢ni reakce byla provadéna pii
zachovani poméru 1 ml roztoku na 1.85 cm? nanovldkenné vrstvy pii pokojové teploté a
stdlé agitaci (50 ot./min). Nevazany APTES byl po ukonleni silanizace odstranén
opakovanym oplachem v ethanolu. Optimdlni pocet oplachtl, tedy ctyfi, byl stanoven
v ramci piedchozi studentské prace [176]. Funkcionalizovand nanovldkna byla nasledné
suSena pfi 110 °C po dobu 30 minut a skladovana do dalsiho pouziti. Pti studii vlivu
skladovacich podminek na ucinnost silanizace byla nanovldkna zatavena do
polyethylenovych obalii a skladovdna ve stabilnich podminkéch (4 °C a 22 °C) nebo

v neuzavienych nadobach pii pokojové teploté.

6.2.3 Konjugace kyseliny hyaluronové

Pro konjugaci kyseliny hyaluronové (HA, > 95 %, kosmeticka kvalita, 1.3 MDa, obsah
proteinu < 0,1 %, Lots.: 20150305, 2019041813; Shandong Focuschem Biotech Co.,

Cina) byla zvolena karbodiimidova chemie. Jako aktivaéni ¢inidlo byl pouZit 1-ethyl-3-
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(3-dimethylaminopropyl)karbodiimidu (EDC, 99 %, Roth) ve form¢ hydrochloridu.
Jako pomocnd ldtka byl pouZzit N-hydroxysuccinimid (NHS, 98%, Sigma-Aldrich),
jehoz pfitomnost ma branit vzniku N-acylmocoviny a podporovat stabilitu reakce.
Detailni reak¢ni schéma konjugace je uvedeno na obriazku 41. Konjugace byla
provedena jako jednokrokova ve vodném pufru. PouZiti jednokrokové metody umoznilo
pouziti konjugace pouze v kyselém prostiedi. V pfipadé¢ dvoukrokové konjugace
nasleduje po aktivaci molekuly nesouci karboxyl konjuga¢ni krok provadény v mirné
zasaditém pH (~8) [254], jehoZ pouziti neni u kfemicitych nanomateridll vhodné

vzhledem k zrychlené degradaci pii pH > 8 [116].
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Obr. 41 Reakcni schéma zndzornujici kroky vedoucich ke kovalentni vazbé HA na substrdt

obsahujici primdrni aminoskupiny.

1- protonace a vznik karbokationu EDC, 2- vazba karbokationu EDC na karboxyldt HA za
vzniku O-acylisomocoviny, 3- reakce NHS s O-acylisomocovinou za vzniku sukcinimidyl esteru
a derivdtu mocoviny jako vedlejsiho produktu, 4- reakce primdrniho aminu s esterem za vzniku

amidu a NHS. [255]

Pomér EDC: NHS byl udrzovan konstantni na hodnoté¢ 6: 1.5 (hm.), tedy 2.385: 1
molarn¢. Studovan byl vliv pH, doby konjugace, pufru a poméru HA vici EDC. Vliv
pH byl testovan pti hodnotéch 3, 4, 5 a 6. Testované Casové rozpéti bylo 1 — 15 hodin.
Jako vodné pufry byly testovany Mcllvainiiv a MES pufr. Modifikovany Mcllvainiv
pufr byl pfipraven smisenim 120 mM roztoku kyseliny citronové (p.a., Penta) a
240 mM  hydrogenfosforecnanu sodného (p.a., Penta) v objemovém poméru

3.685: 6.315. MES pufr byl pfipraven z hydratu kyseliny
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2-(N-morpholino)-ethanesulfonové (99.5 %, Sigma-Aldrich) v molarnich koncentracich
20, 50 a 100 mM. Findlni pH pufru bylo ve vSech pfipadech upraveno kyselinou
chlorovodikovou pied doplnénim do poZzadovaného objemu. Pied samotnou konjugaci
byly jednotlivé slozky konjugacniho roztoku v pufrech rozpusStény samostatné. Kratce
pfed zahdjenim konjugace byly k roztoku kyseliny hyaluronové ptidany roztoky NHS a
EDC. Po homogenizaci roztoku byl tento pfidan k nanovlikenné vrstvé. Konjugace byla
provadéna pii pokojové teploté a stalé agitaci (100 ot./min). Po ukonceni procesu byla
nanovldkna zbavena zbytkli aktivanich chemikdlii a nekonjugované kyseliny
hyaluronové promytim v destilované vod¢ (3 x 15 minut) a suSena pii pokojové teploté.
Konjugace kyseliny hyaluronové v Mcllvainové pufru byla ¢éasteCné zpracovina

v ramci BP Vojtécha Svéchoty [261].

6.2.4 Charakterizace nanovlaken

Morfologie upravenych nanovldken po silanizaci a konjugaci kyseliny hyaluronové byla
hodnocena prostiednictvim elektronové mikroskopie (SEM). Postup a pfistrojové
vybaveni byly popsany jiz v kapitole 5.2.3.1. Chemické slozeni bylo hodnoceno
infraCervenou spektrometrii s Fourierovou transformaci (FTIR) a rentgenovou
fotoelektronovou spektroskopii (XPS). Postup a pfistrojové vybaveni vyuzité pii FTIR
analyze je popsano v kapitole 5.2.3.2.2. Vliv funkcionalizace na povrchové vlastnosti

nanovldken byl ovéfen testem smacivosti.

6.2.4.1 Rentgenovd fotoelektronovd spektroskopie (XPS)

Rentgenové fotoelektronova spektroskopie (XPS) byla pouzita ke studiu chemického
sloZeni povrchu nanovldken. Méfeni bylo provedeno na fotoelektronovém spektrometru
AXIS Supra (Kratos Analytical Ltd., UK) vybavenym monochromatickym
rentgenovym zdrojem Al Ka (1486.6 eV) a hemisférickym analyzatorem kinetické
energie elektront. XPS priizkumna spektra byla ziskdna s pouzitim prochazejici energie
80 eV, zatimco spektra s vysokym rozliSenim pii energii 20 eV. Méfeni bylo provedeno
pod thlem 90° k analyzované plose o rozméru 0.3 x 0.7 mm?. Pii méfeni byl pouZit
systétm pro neutralizaci ndboje. Fitovani jednotlivych vrcholi spekter vysokym
rozliSenim bylo provedeno v softwaru CasaXPS software s pouZitim pozadi Shirley a
gaussovskych/lorenzovskych (GL(30), 70% G/ 30% L) bez fixace na S§iti vrcholu (full
width at half maximum, FWHM). Vazebné energie fotoelektronovych spekter byly
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stanoveny s presnosti + 0.2 eV. Ziskand XPS spektra byla kalibrovédna k vazebné energii

C-C/C-H vazeb slozky C 1s na 284.8 eV [256-258].

6.2.4.2 Smadcivost povrchu

Smacivost povrchu byla hodnocena méfenim kontaktniho thlu piisedlé kapky vody o
definovaném objemu (4.25 + 0.1 pl). Méfeni bylo provedeno ve tfech opakovénich pro
kazdy vzorek metodou Tangent-1 zaloZené na fitovani kiivky. Pro méfeni bylo pouZito
zafizeni Drop Shape Analyzer a software DSA4 (Kriiss and See System, Advex
Instruments, CR). Kontaktni thel byl hodnocen ihned po naneseni kapky (< 1 s) a dle

po 1 a 5 minutéch.

6.2.5 Kvantifikace funk¢nich skupin

Mnozstvi aminoskupin roubovanych na povrch nanovldken bylo kvantifikovano
nepiimou fluorescenéni metodou prostiednictvim specifické vazby fluorescein
isothiokyanatu (FITC, isomer, > 90%, Sigma-Aldrich). Znaceni 2 cm? nanovldken
roztokem FITC (136,4 puM) v ethanolu probihalo pfes noc bez piistupu svétla. Po
opakovaném oplachu ethanolem (4 x 5 minut) byla nanovldkna rozpusténa ve 3 ml
0.2 M NaOH (24 hodin). Fluorescein byl kvantifikovédn ve ttech opakovanich (200 ul)
méfenim v Cerné mikrotitraéni desticce na multidetekénim readeru Synergy HTX
(BioTek) pfi Fex/Fem 485/528. Kvantifikace aminoskupin roubovanych pii specifickych
podminkdch byla provedena ve tfech samostatnych opakovanich. MnoZstvi
aminoskupin bylo vyhodnoceno piepoftem pies rovnici linedrni regrese kalibracni
kiivky (y = 317.01x, R? = 0.9902, obr. 42 A). Jako prizdny vzorek byla pouZita
kifemic¢itd nanovldkna bez silanizace. K vypoctu mnoZstvi aminoskupin byl vyuZit

teoreticky predpoklad, Ze jsou znaCeny ekvivalentnim poc¢tem molekul FITC.

6.2.6 Kvantifikace kyseliny hyaluronové

Princip stanoveni koncentrace kyseliny hyaluronové na povrchu nanovléken, pouZzity
v této préci, je zaloZen na modifikované turbidimetrické metod€ popsané Queslati et al.
[259]. Ta vyuzivad reakci cetyltrimethylamoniumbromidu (CTAB, > 99 %, Sigma-
Aldrich) sroztokem obsahujicim molekuly kyseliny hyaluronové. Vzorek 1 cm?

vysusenych nanovldken s konjugovanou kyselinou hyaluronovou byl rozpustén v 1 ml
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0.2 M NaOH. 100 pl roztoku bylo inkubovédno se 100 pul roztoku CTAB (2.5 %) po
dobu 10 minut pfi inkubované agitaci (100 ot./min, 37 °C) na mikrotitra¢ni desti¢ce.
Turbidita byla méfena na vinové délce 400 nm. Prepocet byl proveden dle kalibra¢ni
kiivky (viz obr. 42 B). Vypocet mnoZstvi konjugované kyseliny hyaluronové byl
proveden prostiednictvim rovnice linedrni regrese kalibracni kiivky (y = 0.0163x, R =
0.9932). Jako prazdny vzorek byla pouZita silanizovand nanovldkna bez konjugované
HA. Vzhledem k omezené linearité kiivky byly vzorky v pfipad¢ nutnosti fedény.
Kazdy vzorek byl méfen ve tfech opakovénich. K vizualizaci dspé€Sné vazby kyseliny
hyaluronové na povrch nanovldken bylo vyuZito barveni toluidinovou modii O (0.5

mM, TBO,80 %, Sigma-Aldrich) v 0.1 mM NaOH.
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Obr. 42 Kalibracni kiivky pro kvantifikaci
(A) fluorescencni znacky FITC a (B) konjugované kyseliny hyaluronové (HA).

6.2.7 Hodnoceni biodegradace nanovlaken

Vliv povrchové funkcionalizace na degradaci kiemicitych nanovldken byl hodnocen
in vitro v simulované t€lni tekutiné¢ (STT). Ta byla piipravena dle receptury uvadéné
Marques et al. [260] a obsahovala 8.035 g NaCl, 0.355 g NaHCOs, 0.225 g KCI,
0.231 g KbHPO4 - 3H20, 0.311 g MgCl, . 6 H2O, 39 ml 1M HCI, 0.292 g CaCly,
0.072 g NaxSO4 a 6.118 g trisaminomethanu (TRIS, CAS: 77-86-1) (vSechny v Cistoté
p.a., Penta) na 1 1 roztoku. Hodnota pH byla upravena na 7.25 — 7.4 pro 37 °C. STT byla

nasledné€ sterilizovana autoklavovanim.

Degradace byla testovdna v simulovanych podminkach (37 °C) ve stabilnim objemu
téIni tekutiny bez pratoku media. Kruhové vyse¢ nanovldken o priméru 10 mm byla

vystavena simulované télni tekutiné o objemu 10 ml STT. KaZzdy vzorek byt testovan
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v triplikdtu na dany ¢asovy bod. Hodnocena byla degradace nanovldken prostfednictvim
kvantifikace uvolnéného kiemiku a vliv degradace na morfologii povrchu. Ta byla
hodnocena elektronovou mikroskopii (SEM) pfi vysokém zvétSeni. Nanovldkna byla
pifed SEM analyzou vyjmuta z t€lni tekutiny, zbavena soli oplachem v destilované vodé
a vysuSena. Mnozstvi kiemiku uvolnéné do STT bylo hodnoceno spektrometricky.
Vzorky STT byly v Casovych bodech (3, 6, 12, 24, 48, 72, 96 hodin) odebriny a

skladovany pfi v chladni¢ce az do méieni.

Me¢éieni koncentrace kifemiku v télni tekutiné bylo provedeno optickou emisni
spektrometrii s indukéné vazanou plazmou (ICP-OES) a bylo provedeno na piistroji
ICP OES Optima 2100 DV (Perkin Elmer, USA). Jako standard byl pouzit vodny
kalibraéni roztok Astasol — Si (Analytika s.r.o., CR). Mé&feni probihalo pfi 251 nm.

6.2.8 Hodnoceni biokompatibility funkcionalizovanych nanovlaken

6.2.8.1 Biokompatibilita in vitro

Biokompatibilita funkcionalizovanych nanovldken tzv. metodou v pfimém kontaktu
byla ovéfena v souladu s normou EN ISO 10993-5:2009 Biological evaluation of
medical devices — Part 5: Tests for in vitro cytotoxicity. Detailni postup popisuje
kapitola 5. 2. 3. 3. 1. Pro experiment byly pouZzity mysi fibroblasty 3T3-A31 v pasaZzi
22. Expozice vzorkl o priméru 6 mm (n = 6) trvala 24 hodin. Vyhodnoceni prob¢hlo
metodou MTT. Buné¢nd viabilita byla hodnocena jako procentudlni pomér metabolické
aktivity viabilnich bunék vystavenych testovanym vzorkiim v porovnani s metabolickou

aktivitou bunék vystavenych neupravenym kiemicitym nanovldknam.

6.2.8.2 Bunécnd adheze a proliferace

Bunécénd adheze a proliferace byla testovdna na linii mySich fibroblasti 3T3-A31
v pasdzi 15. Kruhové vysece nanovldken o priméru 15 mm byly sterilizovany UV-C
(20 minut po kazdé strané) a vloZeny na dno 24-jamkové kultivacni desticky. Ke
kazdému vzorku byl pfiddm 1 ml bunécné suspenze o koncentraci 40.000 bun¢k na ml.
Pocet adherovanych bunék byl hodnocen po 24 hodinich metodou MTT popsanou
v kapitole 5.2.3.3.1. Dalsi proliferace bun¢k byla testovédna po tfech a péti dnech. Kazdy

vzorek byl testovan ve Ctyfech opakovanich na dany ¢asovy bod.
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Kromé toho byla hodnocena také morfologie bunék fluorescencni mikroskopii. Po
ukonceni kultivace byla nanovldkna vyjmuta z kultivaéntho média, smocena ve
fosfatovém pufru (PBS) a fixovdna v ledovém methanolu po dobu 10 minut. Po
rehydrataci byly buniky barveny roztokem 3,3’-Dihexyloxacarbocyanine iodidu (DiOCe,
Sigma-Aldrich) o koncentraci 0.1 pg/ml v PBS po dobu 45 minut. Po nésledném
oplachu byly vzorky snimdny na fluorescencnim mikroskopu Leica Dmi 8 (Leica,

Némecko).

Pro detailni pohled na tvar bunék na povrchu nanovlidken byla nanovldkna
s adherovanymi bunikami sledovdna pomoci elektronové mikroskopie. Pro tuto analyzu
byly bunky po vyjmuti z kultivaéniho média a oplachu PBS fixovany 2.5% roztokem
glutaraldehydu (grade I, Sigma-Aldrich) v PBS po dobu 30 minut a ndasledné
zpracovany dehydrata¢ni fadou (30%, 50%, 70%, 80%, 90% a 2 x 100% roztok
ethanolu). Po vysuSeni byly vzorky snimdny na elektronovém mikroskopu Tescan

Vega 3 (Tescan Orsay Holding, Cesk4 republika).
6.3 Vysledky a jejich diskuse

6.3.1 Vliv podminek na u¢innost silanizace

U obou testovanych parametri silanizace byl prokdzdn vliv na udcinnost procesu.
Vysledky jsou na obrazku 43A. Koncentrace 3-aminopropyltriethoxysilanu (APTES)
vyS8i nez 4% v reakéni smési nebyla testovdna. A to vzhledem k pfedchozi studii
oznacujici 5% APTES jako limitni koncentraci, kdy nedochézi k roubovani dalSich
aminoskupin ve srovnani s niz§imi koncentracemi APTES [178]. Z tohoto diivodu byl
testovan rozsah 2 — 4 % APTES pfi zachovani molarniho poméru ethanol: H>O
1: 0.135. NejvySsi mnozstvi aminoskupin (79.4 + 2.23 ng NH>/ mg NFs) bylo dosazeno
pii silanizaci 3% roztokem APTES po 2 hodinich reakce. MnozZstvi aminoskupin
roubovanych na povrch zlstalo v tomto piipad¢ ptiblizné konstantni po 2 aZ 5 hodinach
silanizace. Silanizace po dobu 1 hodiny se pro vazbu APTES ukdzala jako nedostacujici
u vSech testovanych koncentraci. Jak ukazuje obrazek 43A, silanizace 2% APTES vedla
k niz§imu mnozstvi aminoskupin naroubovanych na povrch ve vSech testovanych
casovych bodech. Silanizace 4% APTES vedla po dvou hodinéach reakce k 75.1 £ 3.73
ng NH> na mg nanovldken (NFs). Na zdkladé toho lze predpokladat, Ze pii pouZiti 3%
APTES byly vyuzity vSechny hydroxyly silanolovych skupin dostupné k roubovéni.

Tomu by nasvédcovalo také pfiblizné konstantni mnozstvi aminoskupin roubovanych
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po 2 az 5 hodinidch u 3% APTES. Predpoklad vycerpani hydroxyll silanolovych skupin
dostupnych k vazbé podporuji také vysledky dosazené pii silanizaci povrchu
kifemicitych nanovldken upravenych plazmaticky [176, 262]. Plazmatickd uprava
povrchu nanovldken pfed silanizaci podle autort generovala hydrofilni povrch bohaty
praveé na hydroxylové skupiny, coz vedlo k vyraznému zvySeni aminoskupin uspé$né
roubovanych na povrch pii zachovidni 3% koncentrace APTES. Omezujicim
parametrem silanizace je tedy kombinace mist dostupnych pro roubovéni a koncentrace
silaniza¢niho ¢inidla (APTES). Pifi piekroceni jeho optimdlni koncentrace muze
dochdzet ke zvySenému poctu nespecifickych reakci mezi jeho hydrolyzovanymi
molekulami v roztoku nebo prostfednictvim elektrostatickych interakci s povrchem, coz
muze vést ke snizeni poc¢tu aminoskupin dostupnych pro dalsi konjugaci [100]. Piiklady
takovych vazeb jsou uvedeny na obrazku 12. K témto nespecifickym vazbam
pravdépodobné doSlo v pfipad€ silanizace povrchu 4% roztokem APTES, coz by
vysvétlovalo niz§i mnoZstvi aminoskupin roubovanych ve srovnédni s roztokem 3%.
V ptipad¢ silanizace 4% roztokem bylo maximalni mnozstvi aminoskupin (75.1 + 3.73
ng NH»/ mg) dosazeno po 2 hodindch reakce. Delsi doba silanizace vedla k poklesu
dostupnych aminoskupin az na 65 = 0.21 ng NHz po 5 hodindch. Tento jev by
nasvédcoval postupnému vzniku vodikovych miistkii mezi aminoskupinami APTES, jak
ukazuje obrazek 12Ba, po vyCerpani dostupnych hydroxyli na povrchu nanovldken.
Degradace povrchu nanovldken, kterd by sniZovani mnozstvi aminoskupin v Case také
vysvétlovala, nebyla elektronovou mikroskopii potvrzena (viz obr. 44). SEM analyza
nepotvrdila ani vznik zlomd vldken nebo tvorbu f6lii mezi nimi. Ke sniZovani
koncentrace aminoskupin na povrchu v Case dochézelo také v piipad¢ silanizace 2%
roztokem APTES. Tento jev je mozné vysvétlit napiiklad elektrostatickymi interakcemi
mezi jiZ naroubovanou aminoskupinou a neobsazenymi vazebnymi misty na povrchu
nanovldken, jejichZ ptiklad je uveden na obriazku 12Ab. K témto interakcim muZe
dochézet v piipad€ nizké hustoty roubovani a jsou Cast€jsi u funk¢nich silant s krat$i

délkou alifatického fetézce mezi funkéni skupinou a kiemikem [100].

Z hlediska kinetiky reakce, byla maximalni mnoZstvi aminoskupin na povrchu dosaZena
po dvou piip. tfech hodindch silanizace. To odpovidd poznatkim dalSich autort, ktefi
uvadéji nejrychlejsi pribéh reakce mezi 60. az 120. minutou reakce [178, 261, 263]

nebo mezi 90. az 180. minutou reakce [264, 265].
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Obr. 43 Ucinnost silanizace povrchu nanovldken v zdvislosti na (A) podminkdch procesu a (B)
podminkdch skladovdni.

Obr. 44 Morfologie nanovldken po silnaizaci
(A) 2% APTES, (B) 3% APTES, (C) 4% APTES po dobu 1 hodiny. Zvétseni 15 kx. [261]

Kromé kinetiky reakce a vlivu koncentrace silanizacniho ¢inidla byl studovéan také vliv
staif nanovladken a podminek skladovani na ucinnost procesu. Jak je patrné z grafu na
obrdzku 43B, starnuti nanovldkenné vrstvy po teplotni stabilizaci (180 °C) a skladovaci
teplota silné ovliviiuji mnoZstvi hydroxylovych skupin dostupnych na povrchu a tim i
Ucinnost silanizace. Jejich mnoZstvi nardstd v pritbéhu prvnich tfi tydni skladovéni.
Tento jev, ke kterému dochdzi na povrchu amorfnich kiemicitych materidli po tepelné
uprave, je mozné vysvétlit formovanim hydroxyld na povrchu diky rehydroxylaci s
vyuzitim vzduSné vlhkosti [267-269]. Tepelnd tprava vede k nejprve k odstranéni
sorbované vlhkosti a ndsledné k dehydroxylaci povrchu za vzniku siloxanovych mistkl
(=Si—0-Si=). Mira dehydroxylace je zavisld na teplot¢ a délce dpravy. U tepelné
stabilizace 180 - 200 °C dochdazi prevdzné k odstranéni fyzisorbované vody [267] a
ztrata silanolovych skupin je niZ8i ve srovndni s tepelnou stabilizaci pifi vysSich

teplotdch. Na zdklad¢ vysledki 1ze predpokladat, Ze tepelna stabilizace pii 180 °C vedla
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ke ztraté zhruba 10 % hydroxylovych skupin na povrchu nanovldken k jejichZ zpé&tné
hydroxylaci doSlo zhruba po tfech tydnech skladovédni. Podobny trend vyvoje byl
zaznamendn u vSech testovanych skladovacich podminek. Skladovéani ve stabilnim
prostiedi (4 °C, 22 °C) v uzaviené nadob¢ vedlo k vyssi mite rehydroxylace ve srovnani
se skladovanim pfi pokojové teploté (R.T.). Ta, vzhledem k realizaci skladovaciho testu
v prubéhu letnich mésict, kolisala mezi 20 °C az 35 °C. Vliv skladovacich podminek se
projevil jiz po 24 hodinach skladovani, kdy byla i¢innost silanizace zhruba o 18 % nizsi
(R.T.) ve srovnani s vzorky skladovanymi pfi nizSich stabilnich teplotich. V prib¢hu
skladovani byl u vSech vzorkli po sedmi a ¢trnécti tydnech zaznamendn pokles G¢innosti
silanizace. Tento jev lze vysvétlit pokracujici fyzisorpci vody, kterd vede k tvorbé jedné
¢i vice molekuldrnich vrstev na povrchu nanovldken [267]. Jeji pifitomnost potom
negativn¢ ovliviiuje pribch silanizace vznikem nestabilnich vodikovych mistki s
molekulami APTES. V piipad¢ testovanych podminek vedla jeji pfitomnost k niZsi
ucinnosti silanizace o zhruba 4.4 — 12 % po 7 tydnech skladovani a 14.4 — 31 % po 14
tydnech skladovani ve srovnédni s hodnotami dosaZzenymi po 3 tydnech skladovani (viz
obr. 43B). Z téchto vysledki vyplyva, Ze silanizace povrchu kiemicitych nanovldken by
méla byt provedena do jednoho mésice po tepelné stabilizaci. Pfi dlouhodobém
skladovani je vhodné nanovldkna opakované vysouSet nebo skladovat v inertni

atmosfére.

6.3.2 Vliv podminek na konjugace HA

Konjugace kyseliny hyaluronové na povrch silanizovanych nanovlaken byla studovdna

z hlediska kinetiky, pH, pouZitého pufru a slozeni reakéni smési.

6.3.2.1 Vliv doby konjugace

Pfi optimalizaci byla testovdna doba konjugace 1, 3, 5, 10 a 15 hodin. Vysledky,
uvedené na obrazku 45, jasné¢ ukazuji, Ze 1 hodina je pro konjugaci kyseliny
hyaluronové dostacujici a po jejim piekroCeni nejenze vétSinou nedochdzi k dalSimu
naristu mnozstvi HA, ale v zdvislosti na sloZeni konjugacniho roztoku mtize dochazet
k jeho sniZovéni. Tento poznatek je v rozporu s piivodnim predpokladem zaloZenym na
dostupné literatufe, Ze optimdlni doba konjugace je minimdln¢ 2 az 4 hodiny [270].
Rada autori dokonce uvadi del$i dobu konjugace biomolekul vyuZivajici EDC v

zavislosti na podminkach — a to 16 az 48 hodin [254, 271, 272]. Kratka doba konjugace
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pfedstavuje vyhodu zejména z hlediska sniZeni rizika degradace nanovldken 1
makromolekul HA. Pravé ty jsou pravdépodobné pii¢inou klesajictho mnoZstvi
konjugované HA s dobou piesahujici 5 hodin reakce. Ac¢koli jsou kiemicitd nanovldkna
stabilni ve vodé¢, v pufrech a iontovych roztocich dochdzi k jejich degradaci v zavislosti
na pH a iontové sile. Z hlediska pH dochdzi u nanomaterialli na bazi oxidu kiemicitého
k degradaci pti hodnotidch vysSich nez 8 [273-276]. U kiemicitych nanovldken
vyuzivanych v této praci byla potvrzena rychld degradace povrchu pfi fyziologické
teploté¢ v simulované télni tekutin¢ (pH 7.4). Kyselé pH miiZe naopak ovliviiovat
molekulovou délku kyseliny hyaluronové (viz kap. 1. 3. 2. 2). Vliv iontové sily pufru je
pozorovatelny u konjugacniho pufru MES, kdy u jeho nejvyssi koncentrace (100 mM,
obr. 45B) dochézi s asem konjugace piesahujicim 5 hodin ke ztrat¢ vazané kyseliny
hyaluronové. Tento efekt je zaroven vyrazné€jsi u nejnizs§iho pH (pH 3), coZ podporuje
predpoklad kombinovaného ucinku obou parametrii. Tomu nasvédcuje i fakt, Ze
v ptipadé vysSich pH doslo k poklesu HA aZ po 10 hodindch (pH 4, 100 mM MES) ¢i
15 hodinach (pH 5, pH 6, 100 mM MES) konjugace. Naproti tomu v piipad¢ nizsi
koncentrace pufru (20 mM MES, obr. 45D) dochédzelo u pH 5 a pH 6 k narGstu
mnozstvi konjugované HA i po 15 hodindch. I po této dobé vSak mnozstvi HA
konjugované pifi téchto podminkdch dosahuje maximdln¢é 50 % mnoZstvi
konjugovaného po 1 hodiné pii pH 3 (20 mM MES, obr. 45D). Optimélni doba

konjugace je tedy silné zavisla na pouzitém pufru a pH.

6.3.2.2 Vliv pH konjugace

Z hlediska pH se jako nejvhodnéj$i pro ucinnost vazby ukdzalo nejnizsi testované pH —
tedy pH 3. Z vysledku vyplyvd, Ze pfi jednokrokové konjugaci kyseliny hyaluronové
prostiednictvim EDC/NHS je pro ucinnost vazby vyznamnéjs$i mira protonace EDC a
kyseliny hyaluronové neZ mira protonace aminoskupin na povrchu nanovldken pfi
amin deprotonovany. Proto je €asto preferovdna dvoukrokovd metoda konjugace, kdy
aktivace karboxylu je provadéna nejcastéji pii pH 4.5 — 7.5 a pro ndslednou amidaci je
preferovano pH v rozmezi 7.5 az 8. Divodem je, Ze amidace pifi pH 4.75 miZe diky
protonaci aminu vést ke vzniku nereaktivni N-acylmocoviny a sniZovat tim Ucinnost
konjugace [221, 270, 277]. Jak je patrné z grafli na obrazku 45A-D, pH pouZité pii
jednokrokové reakci silné ovliviiovalo mnozstvi konjugované kyseliny hyaluronové u

vSech testovanych pufri a ve vSech pfipadech byla zaznamendna nejvyssi uc¢innost
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konjugace u pH 3. NiZ§i hodnota pH nebyla testovdna vzhledem k isoelektrickému bodu
kyseliny hyaluronové okolo pH 2.5, kdy dochdzi ke skokovému nértstu viskozity v této
oblasti diky mezimolekuldrnim interakcim vlivem sniZeného nédboje [190, 278, 279].
Pro uc¢innou vazbu mezi EDC a karboxylovou kyselinou musi byt EDC protonované na
karbodiimidovém uhliku a tercidlnim aminu, aby byla umoZnéna reakce
s deprotonovanym karboxylem. Chang and Cox [280] pozorovali vliv pH na ucinnost
reakce a stanovili, Ze pH umoziujici maximalni konverzi je moZné stanovit na zakladé

disocia¢nich konstant (pKa.) EDC a molekuly nesouci karboxyl dle rovnice

PKq(RCOO,H)+ pKy(EDCIH,)
2

pH = ; 3)

kde pK. (EDCIHz) je 3.1 [280, 281]. U kyseliny hyaluronové, resp. kyseliny
glukuronové se pro jeji karboxylovou skupinu uvadi disociacni konstanta v rozmezi 3 —
4 [183, 282, 283]. V takovém piipad¢ by se pH nejucinnéjsi pro aktivaci molekul HA
nachdzelo v rozmezi 3.05 — 3.55. Tomu nasvédcuji 1 vysledky provedenych konjugaci,
kdy ucinnost konjugace s rostoucim pH klesala. Kromé miry protonace karboxylovych
skupin muze byt konjugované mnoZstvi kyseliny hyaluronové ovlivnéno také
konformaci makromolekul HA. Ta je velice citlivd na okolni pH a uvadi se, zZe
vrozmezi pH 3 — 4.5 se makromolekuly HA sticeji do ctyindsobné levotocivé
Sroubovice s délkou o 0.11 nm kratsi na disacharidovou jednotku nez u pH 5 — 8 [284].
Tyto rozmérové zmény tedy teoreticky umoziiuji interakci vétsiho poctu molekul HA s

jednotkou plochy.

Limitujicim faktorem pti volbé optimdlniho pH reakce predstavuje mozna degradace
nosice a konjugované molekuly. Ac¢koli degradace kiemicitych nanomateridlii podléha
degradaci spiSe v zdsaditém pH, v pfipad¢ kyseliny hyaluronové byla potvrzena jeji
degradace pti pH < 4 a pH > 11 [285]. Rychlost zkracovani fetézci HA, ke kterému
dochézi stépenim zejména u B-(1—4) glykosidové vazby, je potom zdvislé nejen na pH,
ale i na teploté. Temmeraas and Melander [286] stanovili kinetické konstanty (ki) pro
jednotlivé hodnoty pH a teploty degradace. Kinetickd konstanta definovand jako ubytek
molekulové hmotnosti HA (1/Mw — 1/Mwy) v €ase byla pro pH 3.1 (25 °C) stanovena
nalx 107 h' a pro pH 4 (25 °C) na 3 x 10® h''. Na jejich zdkladé bylo provedeno
interni ovéfeni [287] a kalkulace pfedpokladaného molekulové hmotnosti HA v case.
Pti vystaveni molekul kyseliny hyaluronové pH ~3 (25 °C) Ize predpoklddat zkraceni

prumérné molekulové hmotnosti z 1.3 MDa na 1.15 MDa v pribéhu jedné hodiny.
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V ptipad€ pouziti pH 4 pfi reakci je to potom 1.251 MDa po jedné hodiné reakce.
S rostoucim pH se potom zkracovani feté¢zcii HA déale zpomaluje. Tomuto predpokladu
odpovidaji také vysledky dosazené pti konjugaci, kdy prodlouZzena doba konjugace vede
zejména u pH 3 ke ztraté konjugované HA. Tento efekt je patrny zejména u konjugace
po 10 a 15 hodinach a stejny trend byl pozorovan u vSech testovanych koncentraci HA
(obr. 45 F). Naproti tomu v piipadé pH 5 a 6 je degradace, ale i konjugace pomalejsi a
muze dochdzet k narGstu konjugované HA i po 10 hodindch konjugace. Z hlediska
degradace molekul kyseliny hyaluronové je tedy vyhodné, Ze maximélni konjugované
mnoZstvi bylo dosaZeno po 1 hodiné v pufrech s pH 3. U nanovldken vystavenych pH 3
po dobu 1 hodiny také nebylo pozorovdno zdvazné naruSeni nanovldkenné vrstvy,

zlomy nanovldken ani koroze povrchu (viz obrazek 46).
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Obr. 45 Vliv podminek na konjugaci HA.
Vliv doby a pH v (A) Mcllvainové pufru [261], (B) 100 mM MES, (C) 50 mM MES a (D) 20 mM
MES pufru. (E) Porovndni priubéhu konjugace v riiznych pufrech pri pH 3. (F) Srovndni viivu
poméru HA:EDC:NHS na konjugaci (20 mM MES, ph 3).
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6.3.2.3 Vliv pufru

Ovéfen byl také vliv pouzitého pufru na ucinnost konjugace. Z porovnani vysledkl
uvedenych na obrazku 45 A-D vyplyva, Ze vyssi acinnost konjugace HA je pii pouziti
MES pufru v porovnani s Mcllvainovym pufrem. Tento efekt je moZné vysvétlit
ptitomnosti kyseliny citronové v Mcllvainové pufru, kdy EDC miZe kromé molekul
kyseliny hyaluronové reagovat také s karboxyly kyseliny citronové, coz vede k niz§imu
mnozstvi HA na povrchu nanovldken. Prokdzan byl také vliv koncentrace pufru na
ucinnost konjugace. V ptipadé¢ MES byly srovnany 100 mM, 50 mM a 20 mM pufry.
Nejvyssi ucinnost konjugace byla zaznamendéna pii pouZiti nejniZsi koncentrace — tedy
20 mM MES (viz obr. 45 D). Tento vysledek, tedy pozitivni vliv nizs§i koncentrace a tim
i iontové sily, byl jiz pozorovan u konjugace proteind [288, 289]. V piipad¢ kyseliny
hyaluronové tento vyzkum prozatim publikovan nebyl. Molekuly kyseliny hyaluronové
jsou kromé¢ pH siln€ ovliviiovany také interakcemi s ionty v zdvislosti na jejich typu a
koncentraci [290, 291]. Tento efekt miZze byt pravdépodobné vysvétlen pfitomnosti
sulfonové skupiny u molekuly MES, kterda mize interagovat s molekulami HA a vést ke
zménam v jejich konformaci (expanzi molekuly), interakcich s vodnym prostiedim, kdy
dochdzi ke sniZeni hydratace molekuly, a v interakcich s dal§imi molekulami. Jak jiz
bylo popsdno v kapitole 1. 3. 2. 1, iontov4 sila pufru mize mit vliv také na degradaci
kiemicitych nanovldken. Tento efekt se projevuje zejména pii delsi dobé konjugace (viz
obr. 46 B, pH6, 15 hodin). Z dosazenych vysledkl tedy vyplyva, Ze optimalni pufr pro
dosazeni nejvysStho mozného mnozZstvi konjugované kyseliny hyaluronové na povrchu

nanovldken je 20 mM MES.

6.3.2.4 Vliv poméru HA a EDC

Vliv poméru kyseliny hyaluronové viaci EDC byl studovan pfi soucasném zachovani
neménného poméru EDC: NHS vreakéni smési. Na zdkladé optimalizace pH a
koncentrace pufru byl pro tuto studii zvolen 20 mM MES pufr s pH 3. Hodnoceno bylo
nejen mnozstvi HA konjugované na povrch nanovldken, ale také vliv na jejich
morfologii. Studované hmotnostni poméry HA: EDC: NHS byly 1: 6: 1.5, 2: 6: 1.5,
4:6: 1.5 a 6: 6: 1.5. Pro konjugaci prostfednictvim karbodiimidové chemie se
vseobecné doporucuje piebytek EDC vi¢i konjugované molekule [270, 292]. Ackoli
dostupna literatura Casto uvadi vahovy piebytek kyseliny hyaluronové — napt. 2: 1 [293]

nebo az 17: 1 [294], je tfeba brat v iivahu vysokou molekulovou délku HA a jeji vliv na
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redlny pocet karboxylovych skupin reagujicich s EDC. V ptipad¢ molekulové hmotnosti

1.3 MDa ve smési s hmotnostnim pomérem HA: EDC 1: 6 ¢ini molarni pomér COOH:

EDC zhruba 1: 12. V ptipadé hmotnostniho poméru 1: 1 (viz HA: EDC: NHS 6: 6: 1.5)

Vv

je potom molarni pomér COOH: EDC 1: 2. Vyssi podil kyseliny hyaluronové v reak¢ni

smési nebyl testovan s ohledem na jeji vysokou molekulovou hmotnost a s ni souvisejici

vysokou viskozitu vodnych roztok.
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Obr. 46 SEM snimky nanovldken s konjugovanou kyselinou hyaluronovou.
(A) Kremicitd nanovldkna pred konjugaci. Nanovldkna po konjugaci s pomérem HA: EDC:
NHS (B)1: 6:1.5, (C) 2: 6: 1.5, (D) 4: 6: 1.5, (E) 6: 6:1.5. Doplnené histogramy distribuce

primeéri nanovidken. Zvétseni 5 kx, 25 kx, 50 kx.
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Z dosaZzenych vysledkli vyplyva (viz obr. 45 F), Ze nejniZsi testovany hmotnostni pomér
(HA: EDC: NHS 1: 6: 1.5) vede k vazb¢ dostatecného mnoZstvi kyseliny hyaluronové
na povrch a dal$i zvySovani podilu HA v reakéni smési nevede k vySs$i vytéZnosti
konjugace. V ptipad¢ poméru 1: 6: 1.5 a 6: 6: 1.5 byla po 1 hodin¢ konjugace dosazena
témef shodnd mnozstvi HA na povrchu nanovldken — a to 25.3 = 0.9 ug HA na mg
nanovldken a 24.04 + 0.96 ng HA na mg nanovldken. Z hlediska vlivu na morfologii
nanovldken nevedl zZadny z testovanych podili HA ke sniZzeni porozity nanovldkenné
vrstvy, uzavirdni mezivlakennych pért ani k formovani nepravidelnych ttvarti na
povrchu nanovldken. Konjugovana kyselina vytvofila na povrchu nanovlaken tenkou
homogenni vrstvu, kterd byla pozorovatelnd zejména ve spojich u dotykajicich se
nanovldken (viz obr. 46 B a E, zvétSeni 50 kx). Pfitomnost konjugované HA sice vedla
k mirnému nartstu stiedni hodnoty priméru nanovlaken, jak ukazuji grafy na obrazku
46, nejednalo se ale o ndriist statisticky vyznamny. Rovnomérnou distribuci kyseliny
hyaluronové v nanovldkenné vrstvé potom prokdzalo barveni toluidinovou modii O

(TBO, viz obr. 49 A).

6.3.3 Vysledky chemické a povrchové analyzy

Pro chemickou analyzu nanovldken s konjugovanou kyselinou hyaluronovou byla
vzhledem k vysledkiim optimalizace podminek konjugace zvolena vrstva s nejvyssim
podilem HA na povrchu — tedy 25.3 + 0.9 ug HA na mg nanovldken. Ta byla pfipravena
konjugaci po dobu 1 hodiny v reakéni smési HA: EDC: NHS 1: 6: 1.5 v MES pufru (20
mM, pH 3).

Pfitomnost kyseliny hyaluronové na povrchu nanovldken byla ovéfena prostiednictvim
infraCervené spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR) a rentgenové
fotoelektronové spektroskopie (XPS). Vliv pritomnosti konjugované Kkyseliny
hyaluronové na smacivost povrchu byla hodnocena méfenim kontaktniho thlu ptisedlé

kapky.

FTIR analyza nanovlaken prokézat pfitomnost konjugované kyseliny hyaluronové, jejiz
spektrum se vyznacuje n¢kolika typickymi vrcholy (viz obridzek 47). Ptitomnost
aminoskupin na povrchu nanovldken pied konjugaci se metodou FTIR prokazat
nepodaiilo — pravdépodobné vzhledem Kk jejich nizkému mnoZstvi na povrchu

nanovldken, které bylo pod detekénim limitem metody. Spektrum volné kyseliny
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hyaluronové se vyznacuje vrcholem na vInoétu ~3400 cm™’. Ten je typicky pro O-H a
N-H (vodikové miistky) vibrace a je ovlivnén také molekulami vody sorbovanymi na
fetézce HA. V piipad¢ konjugované kyseliny hyaluronové nebylo pozorovano zvySeni
intenzity u tohoto vrcholu (~3400 cm™). Tento efekt by mohl byt zptisoben intenzivnim
suSenim nanovlaken pfed analyzou. Pro spektrum kyseliny hyaluronové je typicky také
vrchol na vlnoétu 2900 cm™!. Ten je spojovéan s CH symetrickymi a CH» asymetrickymi
vibracemi uhlikového fetézce HA. Vrcholy v oblasti 1420 cm™ a7 1250 cm™ jsou
spojovany vibracemi typickymi pro karboxylové skupiny. Zejména vibrace v oblasti
kolem 1410 cm™ jsou pfipisovany kombinaci asymetrickych (C=0) a symetrickych (C-
O) vibraci karboxylové skupiny. Tém je pfipisovan také vrchol na 1617 cm™. Oblast
kolem vInoétu 1650 cm™ je potom spojovdna s vibracemi acetamidové skupiny
pochézejici z N-acetylglukosaminovych jednotek. Spektrum kyseliny hyaluronové se
vyznacuje také fadou typickych vibraci v tzv. oblasti ,,otisku palce®, které jsou spole¢né
vSem polysacharidiim. Zde se vyskytuji pasy spojené s vibracemi C-O-C v glykosidové
vazbé (oblast kolem 1150 cm™ a 1080 cm’') a vibracemi C-OH v sekundérnich
alkoholech (~1040 cm™) [229, 295, 296]. U nanovldken s konjugovanou kyselinou
hyaluronovou byly sledovdny zejména zmény spektra v oblasti 1700 — 1500 cm™'. Ty
jsou spojovany s uspéSnou konjugaci a vznikem peptidické vazby [229]. Pozorovany
byly zmény zejména u vrcholl na vinoétech 1650 cm™ a 1580 - 1550 cm™. Ty jsou
oznacovany jako vibrace pasu amidu I a amidu II, které spojuji vibrace C=0 a N-H. U
nanovldken s konjugovanou kyselinou hyaluronovou byl potvrzen narist absorbance u
vrcholli na vlnoétech 1650 cm™ a 1555 cm™. Kromé& toho byl pozorovéin nartist
absorbance v oblasti okolo 1400 cm™ (1390 a 1420 cm). Tato oblast vypovidd o
asymetrickych (C=0) a symetrickych (C-O) vibracich spojovanych s karboxylovymi
skupinami, jejichz pifitomnost je typickd pro molekuly kyseliny hyaluronové. V tomto
piipad€ by se jednalo o karboxylové skupiny pfitomné na konjugovanych fetézcich

kyseliny hyaluronové, ale nevyuzité k vazbe.
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Obr. 47 FTIR spektra kiemicitych nanovldken s konjugovanou kyselinou hyaluronovou.
Podminky konjugace: 20 mM MES, pH 3, HA: EDC: NHS 1: 6: 1.5.

Pti analyze nanovldken metodou XPS bylo sloZeni povrchu nanovliken urceno
vyhodnocenim vrcholi pro prvky C 1Is, N 1s, O 1s, Si 2p [297 - 299]. Analyza metodou
XPS byla na rozdil od FTIR schopna prokdzat pfitomnost primarnich aminoskupin na
povrchu kiemicitych nanovlaken po silanizaci (viz obr. 48 D, spektra N 1s). Piitomnost
aminoskupin byla potvrzena také analyzou atomarniho sloZeni, které prokazalo
pfitomnost 3.6 % dusiku u silanizovanych nanovldken na rozdil od neupravenych
kfemicitych nanovldken, u kterych nebyla pfitomnost dusiku prokdzdna vubec.
U silanizovanych nanovldken byl prokazan také vznik chemickych stavii Si-O-Si vazeb

(obr. 48 A, Si 2p) a C-N vazeb (obr. 48 B, C 1s) na povrchu.
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Obr. 48 FTIR spektra kiemicitych nanovldken s konjugovanou kyselinou hyaluronovou.
Podminky konjugace: 20 mM MES, pH 3, HA: EDC: NHS 1: 6: 1.5. Spektra nanovldken pro (A)
Si2p, (B)Cls, (C)O Isa(D)N lIs.

Vazba kyseliny hyaluronové na povrch nanovldken byla prokdzana predevsim zvySenim
podilu C=0, C-O-C/ C-OH (C 1s) a vznikem O-C=0 (C 1s) (viz obr. 48 B) a vznikem
C=0 (O 1s, obr. 48 C) ve srovnani s neupravenymi a silanizovanymi nanovlakny.
Z hlediska podilu jednotlivych prvkl na sloZeni povrchu nanovldken, vedla konjugace
HA k nartastu uhliku C 1s na 38 % z 18 % zjisténych u silanizovanych nanovlaken a
k nartstu dusiku N 1s na 4.9 % z3.6 %. Zaroveii byl na povrchu nanovldken po
konjugaci zaznamenén 0.4% podil sodiku. Diivodem je, Ze pro konjugaci byla pouZita

sodnd stl kyseliny hyaluronové.
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U obou fazi povrchové funkcionalizace kiemicitych nanovldken byl také potvrzen vliv
na smacivost povrchu. Tento parametr je vyznamny zejména pro rychlou sorpci 1é€iva
z vodnych roztokd. Sméaceni povrchu bylo sledovdno v ¢ase (10s, 1min, 5 min).
V ptipad¢ kiemicitych nanovldken, charakteristickych hydrofobnim povrchem, nedoslo
v pribéhu této doby k vyznamnému poklesu kontaktniho thlu a jeho hodnota byla po 5
minutdch 120.2 + 2.7 °. Silanizaci nanovldken doSlo k hydroflizaci povrchu, kdy
pocatecni kontaktni dhel pfisedlé kapky byl 21.6 = 3.4 ° a po 1 minuté doSlo ke
kompletnimu smaceni povrchu. Konjugaci kyseliny hyaluronové byl dosazen vysoce
hydrofilni povrch, u kterého doslo okamzité po aplikaci kapky ke smaceni povrchu, jak

ukazuji snimky na obrazku 49 B a C.
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Obr. 49 Vliv funkcionalizace kremicitych nanovldken na smdcivost povrchu.
(A) Vizualizace karboxylovych skupin pritomnych na povrchu nanovldken diky konjugaci
kyseliny hyaluronové (20 mM MES, pH 3, 1: 6: 1.5).(B) Tvar prisedlé kapky po 10 s od jeji
aplikace na povrch nanovldken. (C) Vyvoj kontaktniho ithlu prisedlé kapky v case.

6.3.4 Vliv povrchové funkcionalizace na biodegradabilitu

Analyza degradace v simulovanych podminkdch potvrdila vliv  povrchové
funkcionalizace na degradaci kfemicitych nanovldken in vitro. Kiemicité nanomateridly
jsou vSeobecné povazovany za biodegradabilni materidl, pficemz rychlost degradace
zavisi na metod¢ pripravy a podminkach zpracovani [273 - 276]. Jak je patrné z grafu
na obrazku 50, povrchova funkcionalizace vedla ke zpomaleni degradace kiemicitych
nanovldken. Ta byla hodnocena jako kumulativni mnozZstvi kiemiku uvolnéného v Case.
Podobny efekt povrchové funkcionalizace kiemicitych nanomateridli popisuje i
literatura a jeho trvani je zavislé na metodé€ a stabilit€ povrchové modifikace [300]. V

piipadé silanizovanych kiemicitych nanovldken byla degradace zpomalena pouze v
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prvnich hodindch a po 24 hodindch degradace bylo mnoZstvi uvolnéného kiemiku témét
shodné — tedy 30.3 £ 1.6 mg Si/ 1 (S§102) a 29.6 = 0.5 mg Si/ 1 (Si02-NH»). Zpomaleni
uvoliiovani kiemiku mohlo byt v tomto piipadé zpusobeno také odstranénim residui
prekurzoru TEOS a oligomernich fetézcti v prabéhu silanizace. Ty, pokud jsou
v materidlu ptitomné, ptispivaji k mnozZstvi kiemiku uvolnéného ptredevSim v prvnich
hodindch degradace. Konjugace kyseliny hyaluronové vedla k dalSimu zpomaleni
procesu degradace. To bylo zavislé na mnoZstvi kyseliny hyaluronové konjugované na
povrch. V ptfipad¢ nizkého mnoZstvi HA na povrchu (1.8 pg HA/ mg) bylo mnozstvi
uvolnovaného kfemiku sniZeno pouze na prvnich 24 hodin na 26.4 + 0.9 mg Si/ 1. Po 48
hodindch bylo mnoZstvi uvolnéného kiemiku témét shodné - tedy 35.9 + 0.3 mg Si/ |
(Si02) a 34.9 £ 2.5 mg Si/ 1 (SiO2-HA a). Konjugace nejvys$siho dosaZzeného mnoZstvi
HA (25.3 ug HA/ mg) vedla ke zpomaleni degradace po dobu 72 hodin. Po 72 hodinach
uvolnila neupravend nanovldkna 37.9 £+ 3.1 mg Si/ 1, zatimco nanovldkna
s konjugovanou HA 34.4 + 1.2 mg Si/ 1. Po 96 hodindch degradace bylo mnoZstvi
uvolnéného kiemiku témér shodné — tedy 36.9 + 0.6 mg Si/ 1 (SiO2) a 36.4 £ 0.3 mg Si/
1 (SiO2-HA b). Jak je patrné z grafu na obrazku 50, rychlost degradace nanovldken se
méni s postupem degradace. V pfipadé¢ neupravenych kiemicitych nanovliken byl
kfemik v prvnich 24 hodindch uvolfiovdn primérnou rychlosti 1.26 mg Si/ I/ h, mezi 24.
a 48. hodinou degradace doslo ke zpomaleni na 0.24 mg Si/ 1/ h a nasledné na 0.082 mg
Si/ 1/ h mezi 48 a 72 hodinou degradace. V piipad¢ konjugované kyseliny hyaluronové
(25.3 HA pg/ mg) mélo uvoliovéni rychlost 0.7 mg Si/ I/ h v prvnich 24 hodinéch,
nasledné doslo ke zpomaleni degradace na 0.55 mg Si/ 1/ h mezi 24. a 48. hodinou a
0.068 mg Si/ 1/ h mezi 48. a 72. hodinou. Vyssi rychlost degradace nanovldken mezi 24.
a 48. hodinou v porovnani s neupravenymi nanovldkny lze vysvétlit naruSenim
hyaluronového obalu nanovldken. Tuto domnénku podporuji také vysledky
z mikroskopické (SEM) analyzy povrchu nanovldken na obrazku 51. Z nich je patrny
rozdil vnaruSeni povrchu nanovldken zejména po 24 hodindch v STT, kdy
u neupravenych nanovldken jiZz probihd eroze povrchu, zatimco nanovldkna
s konjugovanou kyselinou hyaluronovou vyhazuji stile hladky povrch bez naruseni. Po
dalSich 24 hodindch degradace uZ naruSeni povrchu vykazuji i ona. I kdyZ naruSeni
povrchu se jevi niZ§i a integrita nanovlakenné vrstvy lepSi v porovnani s neupravenymi
nanovldkny. Analyza povrchu nanovldken po degradaci zaroven prokazala, ze kiemicita
nanovldkna vykazuji schopnost popsanou i u jinych nanomateridli na bazi oxidu

kiemiku — tedy degradaci struktury bez botndni a schopnost uchovédni strukturni
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integrity 1 po ztrat¢ az 85% podilu hmoty [275, 276]. Tento efekt je vyznamny zejména
z pohledu aplikace v hojeni ran, kdy nedochdzi k uzavirdni mezivldkennych péra
botndnim a tim ztrdt¢ vymény plynti mezi rdnou a vnéjSim prostfedim. Zachovani
integrity nanovldken v priibé¢hu degradace zaroven umoznuje vyjmuti nedegradovanych
zbytkll z rdny, tak aby nedoslo k jejimu pietizeni degradacnimi produkty. Kiemik

pfitomny v tkdni ve vysoké koncentraci totizZ miiZze vykazovat cytotoxicky efekt [273].
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Obr. 50 Pritbéh degradace neupravenych a funkcionalizovanych nanovldken v STT.
Hodnoceno mnoZstvim kiremiku uvolnéného do STT. Nanovldkna s konjugovanou kyselinou
hyaluronovou nesouci 1.8 ug HA/ mg (SiOz-HA a) a 25.3 ug HA/ mg (SiOz-HA b).
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Obr. 51 Vyvoj morfologie nanovldken v pribéhu degradace v simulovanych podminkdch.
(A, C) Neupravend nanovldkna po 24 a 48 hodindch degradace. (B, D) Nanovldkna s
konjugovanou kyselinou hyaluronovou (25.3 ug HA/ mg) po 24 a 48 hodindch degradace v STT
in vitro.

6.3.5 Biokompatibilita funkcionalizovanych nanovliken

V ndvaznosti na studii biodegradace funkcionalizovanych nanovldken byla provedena
také studie jejich biokompatibility in vitro. V prvni fazi byla hodnocena
biokompatibilita v pfimém kontaktu. Nasledné byla ovéfena adheze buné€k k povrchu
nanovldken a jejich proliferace na nich. Chovani bunék v kontaktu s povrchem
nanovldken je vyznamné zejména pro predikci chovani nanovldkenného substratu
v ran¢, kde je bunécénd adheze nezadouci vzhledem k riziku pfirGstani krytu ke spodiné
rdny. To musi byt nadsledné feSeno silovym piipadné az chirurgickym odstranénim, coz

vede k naruSeni spodiny rany a tim k naruSeni procesu hojeni.
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6.3.5.1 Biokompatibilita in vitro

Test biokompatibility provedeny tzv. ,,v pifimém kontaktu* dle normy ISO 10993-
5:2009, prokdzal biokompatibilitu vSech funkcionalizovanych nanovldken. U vSech
testovanych nanovldken — a to jak silanizovanych, tak i s konjugovanou kyselinou
hyaluronovou doslo ke zlepSeni viability v porovnani s neupravenymi nanovldkny, jak
ukazuje graf na obrazku 52. Srovnédn byl také vliv poméru HA a EDC v reakéni smési
vzhledem k piedpokladu, Ze ackoli zvySeni podilu HA nevede k vySSimu mnoZstvi

konjugovanému na povrch, miiZze mit tento pomér vliv na hustotu formovanych vazeb.

Silanizace povrchu vedla k viabilit¢ mySich fibroblastid 3T3 108.8 + 3.1 % metabolické
aktivity bun¢k vystavenych piisobeni neupravenym nanovldkniim. Konjugace kyseliny
hyaluronové vedla k dal$imu zvySeni viability bunc¢k. Ta byla 115.1 + 5.9 % v piipad¢
poméru HA: EDC 1: 6, 110.3 £ 3.2 % u HA: EDC 2: 6, 113.5 + 7.4 % u HA: EDC 4: 6
a 120.9 £ 6.2 % u HA: EDC 6: 6. Tyto vysledky koreluji s mnozstvim HA véazanym na
povrchu. Vzhledem k vlivu mnozstvi HA na degradaci kiemicCitych nanovldken lze
predpokladat, ze zvySena viabilita je zptisobend niz§Sim mnozstvim kiemiku uvolnéného
z nanovldken. Tyto vysledky koreluji také s daty publikovanymi Moghaddam et al.
[273, 301, 302].
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Obr. 52 Biokompatibilita funkcionalizovanych nanovldken.
Viabilita 3T3 mysich fibroblasti vyjddiena jako procentudlni podil z viability bunek
vystavenych neupravenym SiO; nanovldkniim v primém kontaktu po dobu 24 hodin.
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6.3.5.2 Bunécnd adheze a proliferace in vitro

Studie bunécné adheze a proliferace na povrchu kiemicitych nanovldken prokazala vliv
povrchové funkcionalizace na buné¢nou adhezi k povrchu. Pocet bun¢k adherovanych
na povrch rostl s mnozstvim konjugované kyseliny hyaluronové, jak ukazuje obrazek 53
(DEN 1). Nejvyssi adheze byla zaznamenana u nanovldken upravenych pomérem HA:
EDC 6: 6. Zde vedla konjugace k nartstu poctu adherovanych bun¢k o 19.5 % ve
srovndni s neupravenymi nanovldkny. V pfipadé¢ poméru HA: EDC 1: 6 vedla
konjugace HA k nartstu o 10.2 %. Pfitomnost kyseliny hyaluronové na povrchu méla
vliv nejen na pocet bunck na povrchu nanovlédken, al i jejich tvar. Jak ukazuje obrizek
54, fibroblasty adherované na povrch neupravenych nanovliken si zachovdvaly
prevazné kulaty tvar bez typického vietenovitého protazeni, zatimco bunky adherované
na povrch s kyselinou hyaluronovou mély protdhlejsi tvar typicky pro tuto bunécnou

linii. Kulaty tvar bun€k nasvédcuje nizké podpote bunécné adheze substratem.
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Obr. 53 Kolonizace funkcionalizovanych nanovldken bunikami 3T3.

I pfes zvySenou adhezi, u Zadného z nanovldkennych substratii s konjugovanou HA
nebyla pozorovana podpora bunécné proliferace. Jeji pfitomnost sice vedla k vétSimu
poctu bunék ve srovnani s neupravenymi nanovldkny, ale ve srovndni s prvnim dnem
doslo ve vsech ptipadech k poklesu po¢tu bun€k na povrchu nanovldken. Tento efekt
byl zkoumén s pomoci elektronové mikroskopie. Z vysledki analyzy vyplyva, Ze ani
funkcionalizovand nanovldkna neposkytuji dostatecnou podporu pro bunécny rlst
vzhledem k erozi povrchu jednotlivych nanovldken a jejich kiehkosti. Jak ukazuji

snimky na obrdzku 55, dilatace bun¢k a jejich silové pusobeni pomoci filopodii na
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nanovldkna vede ke vzniku zlomil nanovldken. ZhorSend adheze bunck potom vede

naruSeni bunécného cyklu a bunécné smrti.

Tyto vysledky naznacuji, Ze konjugace kyseliny hyaluronové sice podporuje bunécnou
adhezi v prvnich hodindch, ale zaroven neumoZziuje bunécnou proliferaci. Pi aplikaci
tohoto nanovldkenného krytu na ranu po dobu 3 dnt lze tedy predpokladat jeho nizkou

adhezi ke spodiné rany.

Obr. 54 Bunky adherované na povrchu (A) neupravenych nanovldken a (B) nanovidken s
konjugovanou kyselinou hyaluronovou.
Hodnoceno fluorescencni mikroskopii, barveni DiOC6, obj. 20x.

SEM HV: 30.0 kV WD: 7.03 mm ] 11 VEGA3 TESCAN  SEMHV:30.0kV | Wo:7a5mm |11 1111

View fleid: 19.1 ym Det: BSE 5 pm View fleld: 27.3 ym Det: SE 5 pm 7
SEM MAG: 10.0 kx _ Date(midly): 12/04/15 TUL Nanocenter CXI SEM MAG: 7.00 kx_|Date(m/dly): 12/02/15 TUL Nanocenter CXI SEM MAG: 31.6kx_[Date(midy): 12102115 TUL Nanocenter CXI

Obr. 55 Detailni pohled (SEM) na bunky 3T3 proliferujici na povrchu nanovldken s
konjugovanou kyselinou hyaluronovou
(den 3).
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6.3.6 Shrnuti vysledki

KiemicCitd nanovldkna pfipravend metodou elektrostatického zvldknovani z volné
hladiny byla dspeésné funkcionalizovdna roubovanim primarnich aminoskupin na jejich
povrch a néslednou konjugaci kyseliny hyaluronové. V piipadé¢ roubovani funkcnich
skupin silanizaci byl prokdzéan vliv koncentrace silanizac¢niho €inidla a doby procesu na
mnozstvi funkénich skupin dosaZené na povrchu. Jako optimdlni byla stanovena
silanizace 3% APTES po dobu 2 hodin. Ovéten byl také vliv podminek skladovani na
rehydroxylaci povrchu nanovldken po tepelné stabilizaci. V piipad¢ konjugace kyseliny
hyaluronové na povrch nanovldken byl prokdzdn vyznamny vliv pH reakcéni smési a
pouzitého pufru. Jako optimdlni pro dosazeni nejvys$Sitho mozného mnozZstvi HA na
povrchu byla stanovena kombinace pH 3 a 20 mM MES pufru. Usp&$nd vazba kyseliny
hyaluronové, bez naruSeni nanovldkenné struktury ani vysoké porozity nanovldkenné
vrstvy, byla potvrzena nékolika metodami. Byl prokdzan pozitivni vliv konjugace na
smaceni povrchu nanovldken, kdy silanizace 1 konjugace kyseliny hyaluronové vedly
k hydrofilizaci povrchu. Oba kroky povrchové funkcionalizace mély také pozitivni vliv
na biokompatibilitu nanovldken vu¢i fibroblastim  3T3-A31 v porovnani
s neupravenymi kfemicitymi nanovlakny. Povrchova funkcionalizace také v rtizné mite
ovlivnila biodegradabilitu nanovldken a s ni souvisejici bunéénou adhezi a proliferaci.
Bylo prokazano, Ze konjugace kyseliny hyaluronové pouze zpomaluje degradaci in vitro
a erozi povrchu nanovldken, coZz vede ke snizeni bunétné proliferace na povrchu
nanovldken po 3 dnech, stejné jako v pfipad€ neupravenych kiemicitych nanovldken. Je
tedy moZzné prohlésit, Ze konjugace kyseliny hyaluronové na povrch kiemicitych
nanovldken vede ke zlepSeni biokompatibility pfi zachovani jejich biodegradability a

dlouhodob¢ nepodporuje bunécnou proliferaci na jejich povrchu.

7 Hodnoceni interakci nanovlaken s modelovymi lécivy

7.1 Cile kapitoly

Zpusob vazby léCiva a kinetika jeho ndsledného uvolilovani piedstavuji vyznamné
parametry systémti pro dopravu léCiv a uvolnovani 1é¢iv. Volba systému je dina
predevSim typem léCiva, jeho rozpustnosti a zpusobu administrace. Zatimco u
hydrofobnich 1é¢iv s nizkou permeabilitou je pii lokdlnich aplikacich snaha o vyvoj

Iékovych forem zajistujicich zlepSeni jejich biodostupnosti [18, 19, 20], u hydrofilnich
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1éciv muZe, v zdvislosti na aplikaci pfevladat snaha o zlepSeni stability pii lokalni

aplikaci a zabranéni odplaveni 1éCiva z mista aplikace [21, 22].

V piipad¢ aplikace nanovldken jako nosicti pro lokdlni dopravu 1éCiv existuje nékolik
moznosti vazby léCiva. V pripad€é jejich inkorporace do hmoty nanovldken je
limitujicim prvkem zejména stabilita 1é¢iva v rozpousStédlovém systému. V piipadé ve
vod¢ rozpustnych nanovldken je to také kompatibilita s metodou sitovéani. Pokud neni
sitovani (chemické, UV, piipadné tepeln¢ iniciované) provedeno, potom dochdzi
k rychlé ztraté nanovldkenné struktury a porozity, coz vede k omezeni vymény plynil

mezi ranou a vnéjSim prostredim a uvolnéni neseného 1éciva.

V ptipad€ kombinace ve vod¢ stabilniho nanovldkenného systému a hydrofilniho 1éciva,
neni-li moZnd inkorporace 1é¢iva ho hmoty nanovldken, je 1é€ivo vdzdno na jejich
povrch. Kinetika jeho uvolfiovani je potom ddna zpisobem vazby a charakterem

interakci s povrchem nanovlaken.

V ptipadé kfemicitych nanovldken byla prokdzdna hydrofilizace jejich povrchu jak
silanizaci, tak konjugaci kyseliny hyaluronové, pii zachovani struktury nanovldken a
vysoké porovitosti struktury. Zaroven byla potvrzena biodegradabilita systému a jeho
biokompatibilita. U nanovldken s konjugovanou kyselinou hyaluronovou byla barvenim
toluidinovou modii (TBO) prokazana pfitomnost karboxylovych skupin na povrchu. Ty

mohou ovliviiovat interakce pfedevsim s kationnimi 1éCivy pii jeho sorpci a uvoliiovani.

Cilem této kapitoly je ovéfit interakce vytvofeného nanovldkenného systému
s modelovymi 1é¢ivy. Ty jsou studovany z hlediska vazby v zavislosti na typu léCiva,
jeho koncentraci a pH vazby. Uginnost vazby je studovdna piedeviim z hlediska

antibakteridlni aktivity 1éCiva a kinetiky jeho uvolfovani.
7.2 Materialy a metody

7.2.1 Volba modelového lé¢iva

Jako modelové 1é¢ivo bylo zvoleno antibiotikum polymyxin B (7941 IU/mg, EMD
Millipore, USA) a protein nisin (Z, Handary, Belgie), jejichZ molekularni struktury jsou

uvedené na obrazku 56.

Polymyxin B je kationni lipopeptidové antibiotikum, patfici do skupiny polymyxini,

jehoZ molekula obsahuje peptidovy kruh a celkem pét primdrnich aminoskupin. Diky
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své struktufe se pii fyziologickém pH chova jako kation. Jeho antibakteridlni ucinnost
vyuzivd jeho ndboje a spociva v elektrostatickych interakcich s negativné nabitou
fosfatovou skupinou lipidu A v bakteridlni bunéfné membrané, coz vede k jeji
destabilizaci, zvySeni permeability a bunécné smrti [303, 304]. Polymyxin B je ucinny
vi¢i gramnegativnim bakteriim vcetné multirezistentntho kmene Acinetobacter
baumanni, jez zpusobuje mimo jiné fatalni infekce mekkych tkani [305, 306, 307, 308].
Vzhledem k jeho neurotoxicité a nefrotoxicité je vyhodné jeho lokalni aplikace zejména
v ptipad¢ koznich infekci zplsobenych pravé Acinetobacterem baumanni a dalSimi
rezistentnimi bakteriemi, napf. ke karbapenemu rezistentni Klebsiella pneumoniae [308,
309, 310, 311, 312, 313, 314, 315, 316]. Vzhledem k jeho vysoké hydrofilit¢ a
kationnimu charakteru je mozné pii jeho aplikaci zajistit jeho zvySenou stabilitu

formovanim iontovych komplexi s nosi¢em 1é¢iv [317, 318].

Nisin je polycyklicky antibakteridlni peptid naleZici do skupiny lantibiotik. Je ziskdvan
jako produkt fermentace bakterii Lactococcus lactis. Jeho antibakteridlni wGc¢innost
spo¢iva ve vazbé na lipid II bunécnych membran, coz vede k jejich naruseni, tvorbé
pér a inhibici biosyntézy bunéfnych stén. Tim je ddna jeho ucinnost vici
grampozitivnim bakteriim, vzhledem k vyskytu lipidu II na vné&jSi stran€ jejich
membrany. V pifipadé gramnegativnich bakterii je ucinnost nisinu zna¢né¢ omezena
vzhledem k lokalizaci lipidu II na vnitini stran¢ membrany [319]. Pro hojeni ran je
vyuZziti nisinu zajimavé pro jeho antibakteridlni i protizanétlivé vlastnosti [320, 321,
322]. Vzhledem k isoelektrickému bodu (Ip = 8.8) nese molekula nisinu pfi
fyziologickém pH kladny ndboj. CoZ umoZznuje jeho iontovou vazbu na opacné nabité

nosice. [323]
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Obr. 56 Chemickd struktura (A) polymyxinu B a (B) nisinu
[309, 324].

7.2.2 Imobilizace 1é¢iva

Ob¢ 1éciva byla rozpusténa v ultra €isté vode s pH upravenym na poZadovanou hodnotu.
VétSina imobilizaci probihala pifi pH 7. Pouze ve vybranych piipadech bylo pH
imobiliza¢niho roztoku upraveno na hodnotu 4. Koncentrace 1éCiva v imobiliza¢nich
roztocich byla 0.1 % (w/v) nebo 0.5 % (w/v). Imobilizace probihala pfi pokojové
teploté¢ smocenim nanovldken v imobilizaénim roztoku a néslednou inkubaci po dobu
30 minut za konstantni agitace (100 ot./ min). Upravend nanovldkna byla nasledné

z roztoku vyjmuta a
(a) suSena, nebo
(b) rychle smocena v ultra ¢isté vod¢ a suSena, nebo

(c) opakované promyvéna v ultra €isté vod€ po dobu 30 minut a ndsledné suSena pfi
pokojové teplot¢.
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Timto zplisobem byla ziskdna kfemicitd nanovldkna bez/s povrchovou funkcionalizaci a

s 1é€ivem zachycenym na povrchu nanovldken
(a) iontovou vazbou a adsorpci véetné podilu 1é¢iva zachyceného kapilarnimi silami,

(b) iontovou vazbou a adsorpci bez podilu 1é¢iva zachyceného kapildarnimi silami a

Vv s

(c) pouze iontovou vazbou (pifipadné dal$imi siln¢jSimi interakcemi mezi povrchem

nanovlaken a molekulami 1éCiva).

Takto pfipravend nanovldkna byla dédle analyzovana.

7.2.3 Charakterizace nanovliaken po imobilizaci

U nanovldken s imobilizovanym lé¢ivem byl hodnocen vliv dpravy na morfologii —
zejména na poérovitost nanovldken, prostfednictvim elektronové mikroskopie (SEM).
Postup a pfistrojové vybaveni jsou popsany jiz v kapitole 5.2.3.1. Chemické slozeni
bylo u vybranych vzorkid hodnoceno infracervenou spektrometrii s Fourierovou
transformaci (FTIR). Postup a piistrojové vybaveni vyuzité pii FTIR analyze byly
stejné jako v predchozich studiich a jsou popsany v kapitole 5.2.3.2.2.

7.2.4 Kinetika uvoliovani lé¢iva

Kinetika uvolnovani 1éCiva byla hodnocena v simulovanych podminkidch in vitro.
Simulovana télni tekutina (STT) byla pfipravena dle receptury popsané v kapitole
6.2.7. STT byla pfipravena s pH upravenym na hodnotu 7.4, nebo pfipadn€ na hodnoty
5.5 a 8.5. STT byla pfed zahdjenim testu rozdélena do testovacich niddob a temperovéina
na teplotu 37 °C. Pro test kinetiky uvoliiovani polymyxinu B ¢inil objem STT 3 ml na
vzorek a 2 ml v piipadé nisinu. Tento objem byl stanoven na zdklad¢ detek¢niho limitu
analytické metody ndsledn¢ vyuzZivané ke kvantifikaci 1é¢iva. Ze stejného divodu byla
pro test kinetiky uvolfnovani pouZita nanovldkna nesouci 1éCivo ziskané vazbou vcetné
kapilarné zachyceného podilu. Nanovldkna s imobilizovanym 1éCivem o rozméru 15
mm byla vloZena do uzaviené nddoby k temperované STT a inkubovdna pii stabilni
teploté 37 °C a agitaci (50 ot./ min). Vzorky STT pro kvantifikaci uvolnéného 1é€iva
byly odebirdany v €asech 5, 15 a 30 minut a déle 1, 2, 4, 8, 12, 24, 48 a 72 hodin a
nahrazovany adekvatnim mnozZstvim nové STT. Méfeno bylo kumulativni mnoZstvi

uvolnéného 1éc¢iva. Kazdy vzorek byl testovan ve dvou opakovanich.
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7.2.4.1 Stanoveni koncentrace polymyxinu B

Koncentrace polymyxinu B byla stanovena pomoci LC/MS/MS. Byl pouzit HPLC
systétm Dionex ultimate 3000 sestdvajici z drzdku na mobilni fize s vakuovym
degasserem, binarni pumpou pro vysokotlaky gradient, autosamplerem a termostatem
kolon. Jako detektor byl pouzit hmotnostni spektrometr ABSciex 3200 QTRAP.
K separaci byla pouzita kolona Phenomenex Kinetex F5 core-shell s velikosti ¢éstic 2.6
pm, délkou 10 mm and vnitinim primérem 2.1 mm. Slozka A mobilni faze byla tvofena
55 mM trifluoroctovou kyselinou (TFA) s 25 mM NHj3. Slozka B mobilni faze byl
methanol cistoty HPLC/MS. Byl pouZzit linedrni gradient mobilni fdze a rychlost
pritoku mobilni faze byla 0,275 ml/min po celou dobu analyzy. Profil gradientu je
uveden v Tab. 1. Termostat kolon byl nastaven na 40°C. M¢feni bylo provedeno v
pozitivnim MRM mdédu. Napéti na ESI kapildie bylo nastaveno na 5500 V, teplota na
500°C, curtain gas na 35 PSI, Gas 1 a Gas 2 oba na 40 PSI, vstupni potencidl na 10 V a
potencial uniku z kolizni cely na 3 V. PouZzit¢ MRM prechody polymyxinu B jsou spolu
s optimalizovanymi hodnotami declusteracniho potencidlu a kolizni energie pro kazdou
z komponent popsany v tabulce 4. Pro vSechny pfechody byl pouzit dwell time 70 ms.
VSechny piechody byly stdle méfeny v pribéhu celé chromatografické analyzy, kterd
trvala 6,2 min. Bylo nastfikovdno 10 pm vzorku. Byly pouZity externi standardy
gentamycin sulfatu o koncentraci 0,5; 1, 2, 5 and 10 mg/l. Externi standardy polymixin
sulfatu mély koncentraci 5, 10, 20 a 50 mg/l. Pro kvantifikaci polymyxinu B byl
vzhledem k nejvySsi intenzité pouzit MRM prechod 602.7/101. Rozdily v kvantifikaci
za pouZziti ostatnich pifechodll by vSak byly téméf zanedbatelné. Na zdklade zjisténych

koncentraci bylo kalkulovano kumulativni mnozstvi uvolnéného Iéciva.

Tab. 4 MRM prechody, declusteracni potencidly a kolizni energie pouZité pro stanoveni

polymyxinu B.
Sloucenina lzomer Hmota Hmota DP CE
Prekurzoru Fragmentu

Polymixin B PB1 595.8 101 65 60
PB1 595.8 120 65 65
PB2 602.7 101 70 55
PB2 602.7 120 70 60
PB1 adukt 651.6 101 32 60
PB1 adukt 651.6 120 32 70
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7.2.4.2 Stanoveni koncentrace nisinu

Koncentrace nisinu byla stanovena BCA metodou chromogenni reakci
s bicinchoninovou kyselinou dle protokolu vyrobce (Pierce™ BCA Protein Assay Kit,
ThermoScientific, USA). Méfeni bylo provedeno v 96-jamkové mikrotitraéni desticc
v triplikdtu pro kazdy vzorek. V kazdé jamce bylo smiseno 25 pl STT s neznamym
obsahem nisinu s 200 pl roztoku WR (BCA A: BCA B 50:1). Po promiseni na orbitéaln{
ttepacce byla desticka inkubovana po dobu 30 minut pii teplot€¢ 37 °C. Nasledn¢ byla
meéfena absorbance pii 562 nm. Mnozstvi nisinu bylo zjiSténo pfepoctem pies rovnici
linedrni regrese kalibraéni kiivky (y = 0.0009x, R?> = 0.992) uvedené na obrizku 57.
Nésledné bylo vypocteno kumulativni mnoZstvi nisinu volnéného do STT v daném

case.
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Obr. 57 Kalibracni kiivka pro stanoveni koncentrace nisinu metodou BCA.

7.2.5 Hodnoceni antibakterialni aéinnosti

Antibakteridlni dcinnost nanovldken simobilizovanym 1éCivem byla hodnocena
diskovou difuzni metodou. Jako modelovd gramnegativni bakterie byla pouZita
Escherichia coli (CCM 7929, Ceskd sbirka mikroorganismti). Jako modelova
grampozitivni bakterie byl pouZit Staphylococcus gallinarum (CCM 3572, Ceska sbirka
mikroorganicmil). Bakteridlni suspenze byla 20 — 24 hodin po oZiveni v bujonu TSB
(trypton séjovy bujén, Thermo Scientific) nafedéna na koncentraci 10* bakterii na ml.
1 ml této suspenze byl rovnomérné inokulovdn na vrstvu univerzdlniho agaru TSA
(trypton sdjovy agar, Thermo Scientific) na petriho misce. Po vstfebani piebytecné
tekutiny byly na agar aplikovdny vzorky nanovldken (kruhova vyse¢, d = 10 mm).

Kazdy vzorek byl testovan triplikatu. Petriho misky byly inkubovany pii teploté 37 °C.
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Po 24 hodinédch bylo provedeno vyhodnoceni méfenim rozméru difuzni zény. Rozmér
difuzni zény byl méfen jako jeji primér bez odecteni rozméru vzorku. V piipadé, Ze byl
rust bakterii inhibovan pouze v pfimém kontaktu se vzorkem a v jeho okoli nebyla

formovéna difuzni zéna, byl rozmér difuzni z6ny hodnocen jako (d = 1 cm).

7.2.5.1 Hodnoceni antibakteridlni vi¢innosti v ¢ase

Hodnocena byla také antibakteridlni ucinnost nanovldken s imobilizovanym léc¢ivem
v ¢ase. Studie byla provedena stejnou metodou, ale po 24 hodindch inkubace byl
vzorek, po vyhodnoceni rozméru difuzni zdény, pienesen na novou agarovou
misku inokulovanou &erstvé piipravenou bakteridlni suspenzi o stejné koncentraci (10*
bakterii/ ml). Inkubace nasledné probihala dalSich 24 hodin pii stejnych podminkéach
(37 °C). Timto zptisobem byla hodnocena prodlouZend antibakteridlni i¢innost po dobu

az 72 hodin.

7.3 Vysledky a jejich diskuse

7.3.1 Vliv lé¢iva na morfologii nanovlaken

Imobilizace 1éCiva na povrch nanovldken nevedla k makroskopicky pozorovatelnym
zménam v jejich struktuie. Pouze v pfipadé silanizovanych nanovldken a nanovliken
s konjugovanou kyselinou hyaluronovou vedla vazba nisinu k jemné nazloutlému
zbarveni indikujici jeho pfitomnost ve vySSi koncentraci (viz obr. 58). Mikroskopickd
analyza potvrdila, Ze pfi imobilizaci polymyxinu nedochézi ani pii pouZziti 0.5% roztoku
k snizovéani porozity a 1é¢ivo obaluje jednotlivd nanovldkna (viz obr. 59 B). Naproti
tomu imobilizace nisinu vedla po vysuSeni i u niZs$i koncentrace (0.1 %) v roztoku
k tvorbé membrén a uzavirdni mezivlakennych pérti. Byla pozorovéna ztrata zhruba 20
% port u obou testovanych koncentraci (0.1 % a 0.5 %). Vzhledem k hydrofilni povaze

nisinu lze ale ptredpokléddat, Ze tato ztrdta porozity je pouze docasna.
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Polymyxin B

Nisin

Obr. 58 Vzhled kremicitych nanovldken po imobilizaci léciva 7 0.5% roztoku.
Srovndni (A) neupravenych nanovldken,(B) silanizovanych nanovldken a (C) nanovldken s
konjugovanou kuyselinou hyaluronovou.

Obr. 59 Vliv imobilizace léciva vcetné kapildrni frakce na morfologii a porozitu nanovldkenné
VIStvy.
Nanovldkna s konjugovanou kyselinou hyaluronovou a olymyxinem B imobilizovanym z (A)
0.1% nebo (B) 0.5% roztoku a s nisinem imobilizovanym z (C) 0.1% nebo (D) 0.5% roztoku.

7.3.2 Vysledky chemické analyzy

FTIR analyza nanovliken s imobilizovanym 1éCivem uspéSné prokdzala jejich
piitomnost na povrchu a zdroven vliv jak povrchové funkcnionalizace nanovlédken, tak i
koncentrace 1é¢iva v imobiliza¢nim roztoku. Srovndni spekter ziskanych u nanovldken
s konjugovanou HA a imobilizovanymi 1é¢ivy polymyxinem B a nisinem, jsou uvedena
na obriazku 60. Zmény spekter byly pozorovany na vInoétu ~3300 cm™, typickém pro

O-H a N-H (vodikové mustky) vibrace. Vzhledem k peptidické strukture obou léiv
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byly pozorovany vrcholy typické prdvé pro vibrace vazeb spojenych zejména
s peptidovou vazbou. Pro ty je typickd predeviim oblast na vinoétu 1700 — 1500 cm™.
Pozorovany byly zmény zejména u vrchold na vlnoétech 1650 cm™ a 1550 cm™. Ty
jsou oznacovany jako vibrace pasu amidu I a amidu II, které spojuji vibrace C=0 a N-
H. Kromé toho byl pozorovén ndriist absorbance v oblasti okolo 1455 cm™. Jedn4 se o
oblast asymetrickych (C=0) a symetrickych (C-O) vibracich spojovanych s
karboxylovymi skupinami. V této oblasti byly dobie patrné zmény u nanovldken
s nisinem imobilizovanym z obou testovanych koncentraci a polymyxinem B

imobilizovanym z roztoku o koncentraci 0.5 %.
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Obr. 60 FTIR spektra kiremicitych nanovldken s konjugovanou kyselinou hyaluronovou a
imobilizovany lécivy polymyxin B a nisin.
(A) Celé spektrum (4000 — 700 cm’) a detailni pohledy na vybrané oblasti na vinoctech (B)
1750 — 1400 cm™, (C) 3750 — 2700 cm™, (D) 1250 — 1100 cm™ (E) 1050 — 700 cm™ a (F) 1750
— 1400 cm’.

Po imobilizaci polymyxinu B z 0.1% roztoku nebyly v celé oblasti spektra 1700 — 1400
cm’! pozorovany Zadné vyznamné odchylky od spektra nosnych nanovldken. Ty byly
vyrazné aZz v tzv. oblasti ,otisku palce®, pod 1300 cm!. Ty souviseji predeviim se

skeletdrnimi vibracemi. Zde byly pozorovdny vyznamné zmény absorbance zejména u
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vrchold na vlnoétech 950 cm’!

a 800 cm™l. Ty jsou sice typické také pro kiemiditd
nanovldkna, jejich zménu lze ale v pfipad¢€ polymixinu B pfipsat vibracim C-H vazeb

souvisejicich postrannim alifatickym fetézcem mastné kyseliny.
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Obr. 61 Srovndni FTIR spekter silanizovanych a HA konjugovanych kiemicitych nanovidken
s imobilizovanym polymyxinem B.
(A) Celé spektrum (4000 — 700 cm™) a detailni pohledy na vybrané oblasti na vinoctech (B)
1750 — 1400 cm™, (C) 3750 — 2700 cm™ a (D) 1050 — 700 cm’.

FTIR analyza prokdzala také rozdil v mnoZstvi polymyxinu B védzaného na povrch
pouze silanizovanych nanovldken a nanovldken s konjugovanou kyselinou
hyaluronovou. Ten ukazuji spektra na obriazku 61. Jak je patrné, tak spektra
silanizovanych nanovldken po imobilizaci z 0.5% roztoku (Si-NH> Poly B 0.5%) a

nanovldken s kyselinou hyaluronovou a polymyxinem imobilizovanym z 0.1% (Si-HA
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Poly B 0.1%) se neliS§i vZadné ze sledovanych oblasti. Na zdkladé toho lze
pfedpokladat, Ze pifitomnost kyseliny hyaluronové na povrchu nanovldken vede
k vy$simu tcinku imobilizace a u téchto vldken je mozné dosdhnout s pouZzitim nizsi
koncentrace 1é¢iva v imobilizatnim roztoku stejného mnoZstvi jako v piipadé
imobilizace z roztoku o vySSi koncentraci u nanovldken pouze s hydrofilnim povrchem

ovSem bez negativniho naboje.

7.3.3 Kinetika uvolfiovani lé¢iva

Kinetika uvolilovani 1é¢iva byla hodnocena u vzorkd nanovldken obsahujicich 1é¢ivo
vazané adsorpci vcetné podilu vdzaného kapildrnimi silami. MnoZstvi uvolnéného
1éCiva bylo normalizovdno na hmotnost nanovldken. Jak je patrné z grafu na obrazku
62, povrchovd funkcionalizace siln¢ ovliviiovala nejen mnoZstvi nisinu uvolnéné
z nanovldken, ale také kinetiku jeho uvoliovani. Nejmen$i mnoZstvi bylo uvolnéno
z neupravenych nanovldken. Ta diky svému hydrofobnimu povrchu pravdépodobné
vazala 1éCivo pouze omezenymi kapilarnimi silami v nerovhomérnostech nanovlakenné
vrstvy. Zaroven doslo k uvolnéni nisinu po 30 minutich a po této dob¢ se koncentrace
nisinu v STT jiZ nezvySovala. U funkcionalizovanych nanovléken byla doba uvoliovani
nisinu prodlouZzena na 8 az 12 hodin. Nejvy$§i mnozstvi nisinu bylo uvolnéno
z nanovlaken s konjugovanou kyselinou hyaluronovou, u kterych bylo po 12 hodinach
uvolnéno 51 + 3.1 pug NIS na 1 mg nanovldken. V piipad¢ silanizovanych nanovldken
bylo po této dobé uvolnéno 34.1 + 6.6 ug NIS/ mg. U nanovldken s konjugovanou HA a
s nisinem imobilizovanym z 0.1% roztoku bylo po 12 hodinach 20.1 + 0.8 ug NIS/ mg,
tedy 39.4 % zmnoZstvi uvolnéného ze stejného typu nanovldken s léCivem
imobilizovanych roztokem pétkrat koncentrovanéjSim. Tyto vysledky naznaluji, Ze
konjugace kyseliny hyaluronové na povrch muze vyt vyhodna pro vazbu 1éCiv z nizko

koncentrovanych roztok.
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Obr. 62 Krivky kinetiky uvoliiovdni nisinu.
Vliv povrchové funkcionalizace nanovldken a koncentrace imobilizacniho roztoku. Imobilizace
u vSech vzorkii vé. kapildrné vdazaného léciva. STT pH 7.4. Normalizovdno na 1 mg nanovldken..

V pfipadé uvolfiovani polymyxinu B byl studovdn nejen vliv povrchové upravy
nanovldken, ale také vliv pH prostiedi na kinetiku jeho uvoliovani. Jak je patrné z grafu
na obrazku 63, povrchovd funkcionalizace neméla vyznamny vliv na profil kiivky
uvoliiovéani, kdy k uvolnéni 1é¢iva doSlo pribéhu prvnich 30 az 60 minut. Siln¢ ale
ovlivitovala mnozstvi polymyxinu uvolnéné z nanovldken. NejmenSi mnozstvi (3.4 +
0.3 ug Poly B/ mg) bylo uvolnéno z nanovldken s konjugovanou HA a imobilizovanych
0.1% roztokem. Toto mnozZstvi bylo dokonce niz§i nezZ u neupravenych kiemicitych
nanovldken oSetfenych 0.5% roztokem polymyxinu (9.9 = 0.08 ug Poly B/ mg).
Zaroven mnoZstvi polymyxinu uvolnéné po jedné hodin€ z nanovlaken s konjugovanou
HA a oSetfenych 0.5% roztokem (19.3 £ 0.07 pug Poly B/ mg) bylo témé&f shodné
s mnozstvim antibiotika uvolnéného ze silanizovanych oSetienych stejnou koncentraci
imobilizacniho roztoku. Toto pozorovéani ddle osvétluje graf na obrazku 63 B, ktery
dokazuje, Ze mnoZstvi uvolnéného 1éCiva se vtomto piipad€¢ nerovnd mnoZstvi
vazanému a jeho uvolfovani z povrchu je ovliviiovdno pH prostfedi. Snizeni pH
simulované télni tekutiny vedlo k naruseni elektrostatickych interakci kyselinou
hyaluronovou a polymyxinem, coZ vedlo k uvolnéni vyssiho podilu 1é¢iva (25.2 + 0.95
ug Poly B/ mg) jiz po 30 minutich. Tyto interakce jsou stabilni predev§im v oblasti
fyziologického pH, kdy jsou ob¢é molekuly maximéln¢ (de)protonované. [317, 325] I pti
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pH 5.5 lze ptedpokladat alesponi ¢astecné zachovéni elektrostatickych interakci mezi

molekulami HA a polymyxinu.
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Obr. 63 Krivky kinetiky uvoliiovdni polymyxinu B.
(A) Vliv povrchové funkcionalizace nanovldken (B) pH STT. Imobilizace u vsech vzorkii vc.
kapildrné vdazaného léciva. Normalizovdno na 1 mg nanovldken..

Oproti tomu zména pH na 8.5 neméla na mnoZstvi uvolnéného 1é€iva v porovnéni
s hodnotami dosazenymi pii pH 7.4 mensi vliv a vedla k uvolnéni (21.7 + 2.6 ug Poly
B/ mg). V piipad¢ silanizovanych nanovldken vedlo pH 5.5 k vyrazné nizs$i dédvce
uvolnéného 1é¢iva po 30 minutach (13.8 + 4.3 ug Poly B/ mg). Tyto vysledky podporuji

pfedpoklad moZnosti fizeni uvoliiovani 1é¢iva pH okolniho prostredi.
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7.3.4 Antibakterialni uinnost imobilizovaného 1é¢iva

Antibakteridlni ucinnost nanovldken s imobilizovanym léCivem byla testovana difuzni
metodou z pevného disku. Vyhodnocovan byl rozmér difuzni zény dosazeny po 24
hodindch. Sledovéan byl vliv jak povrchové funkcionalizace, tak koncentrace léCiva
v imobilizaénim roztoku a zpasob vazby 1éCiva. VIiv koncentrace 1éCiva
v imobiliza¢nim roztoku je shrnut v kombinaci s povrchovou funkénosti nanovlaken na
obrazku 64. Je evidentni, Ze povrchova funkcionalizace md vyznamny vliv na mnoZzstvi
vazaného antibiotika u obou testovanych koncentraci. Na zdklad¢ vysledki lze
konstatovat, Ze funkcionalizace silanizaci 1 konjugaci HA vede ke zlepSeni sorp¢ni
kapacity nanovldken. Ta je spojena nejen s ndbojem povrchu, ale také se zvySenou
smacivosti, kterd umoznuje zvySenou vazbu adsorpci 1éCiva a zvySuje i podil 1éCiva
vazaného kapilarnimi silami. Antibakteridlni G¢innost podilu antibiotika vazaného na
povrch nanovldken pouze elektrostatickymi interakcemi (C), jejich kombinaci s volnou
adsorpci bez kapilarnich sil (B) a snimi (A) v zdvislosti na povrchové upravé
nanovldken je vyhodnocena na obrdzku 65. Jak je patrné, tak rozdéleni podilu téchto
vazeb a dosazeni inhibi¢ni koncentrace je zdavislé nejen na povrchové upravé

nanovldken, ale i na vlastnostech l1éCiva a jeho aktivité vii¢i dané bakterii.
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Obr. 64 Vliv povrchové funkcnosti a koncentraci imobilizacniho roztoku na antibakteridlni
ticinnost nanovldken.
Vazba vé. kapildrni frakce. Expozice 24 hodin. Testovdno na bakteriich E. coli a S. gallinarum.

Z dosazenych vysledki je patrné, Ze uZz hydrofilizace povrchu a pfitomnost
aminoskupin dosaZzena silanizaci vede ke zlepSeni ucinnosti vazby 1é¢iva na povrch
nanovldken. V piipad¢ polymyxinu B dochdzi i kformovani silnéjSich vazeb

s povrchem nanovldken, kdy i po odstranéni adsorbovaného I1éCiva intenzivnim

130



oplachem vykazovala nanovldkna inhibici ristu bakterii E. coli v pfimém kontaktu (pod
materidlem). V piipadé nisinu k t€émto interakcim nedochézelo, nebo jimi nebylo vazano
dostatecné mnoZzstvi 1éCiva schopné inhibovat rust bakterii S. gallinarum. V piipadé
nanovldken s konjugovanou kyselinou hyaluronovou jsou vzhledem k povrchovému

naboji nanovldken pfedpokladdny elektrostatické interakce s imobilizovanym léCivem.
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Obr. 65 Vliv mechanismu vazby léCiva na antibakteridlni ticinnost nanovldken.
Lécivo (A)adsorbované na povrch vé. kapildrni frakce, (B) adsorbované na povrch bez
kapildrni frakce a (C) lécivo vdzané na povrch elektrostatickymi interakcemi. Vazba léciva 7
0.1% imobilizacniho roztoku. Expozice 24 hodin. Testovdno na bakteriich E. coli a S.
gallinarum..

Jejich existence byla potvrzena jiZ rozdilnym profilem uvolnovani 1é¢iva v zavislosti na
pH prostfedi a potvrzuji ji také vysledky antibakteridlni ucinnosti (viz obr. 65).
dosazené u obou testovanych 1é¢iv. U obou 1éCiv byla dosaZena difuzni zony presahujici
plochu vzorku i po intenzivnim oplachu a odstranéni 1é¢iva vazaného prostou adsorpci.
V ptipad€ nisinu byl dokonce rozmér difuzni zény shodny s rozmérem dosaZenym u
adsorbovaného 1éciva. Fotografickd dokumentace dosaZenych vysledkl je uvedena na
obrazku 66. Tyto vysledky byly dosazeny u 1é¢iva imobilizovaného z 0.1% roztoku, coz

naznacuje zvysSenou vazbu i ze ziedénych roztoki.

Hodnocena byla také antibakteridlni ucinnost v Case, kdy byly vzorky opakované
vystavovany nové bakteridlni populaci. Dosazené vysledky jsou shrnuty v grafech na
obrazku 67. V ptipad¢ polymyxinu byl zaznamenan prodlouZeny antibakteridlni tc¢inek
po dobu 72 hodin silanizovanych nanovldken i nanovldken s konjugovanou kyselinou
hyaluronovou. Silanizovand nanovldkna byla po 72 hodindch schopna inhibovat
bakteridlni rast pouze v pifimém kontaktu — tj. pouze pod vzorkem (d = 1 cm). Naproti

tomu nanovldkna s konjugovanou HA vykazovala difuzni zénu o rozméru 1.3 cm.
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V ptipad¢ vazby nisinu byla nanovldkna s konjugovanou kyselinou hyaluronovou jedina
schopnd inhibovat bakteridlni rist i po 48 hodindch. Ac¢koli vysledky dosazené liberaci
v simulované télni tekutiné prokazaly uvolnéni 1éCiva v pribéhu prvni hodiny az
prvnich 12 hodin, difuze 1éCiva na agaru l€pe simuluje prostfedi infikované rany, kde

dochdzi k minimélnimu proudéni télnich tekutin a rana nekrvéci.
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Obr. 66 Antibakteridlni iicinnost nanovldken s imobilizovanym Polymyxinem B.
Rozmeér difuznich zon. Lécivo vdzané (A, B, C) adsorpci vé. kapildrnich frakce a vdzané (D, E,
F) elektrostatickymi interakcemi na (A, D) neupravend SiO;, (B, E) SiO:>-NHz a (C, F) SiO:-HA
nanovldkna. Testovdno na bakterii E. coli..
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Obr. 67 Vyvoj antibakteridlni aktivity nanovldken v ¢ase. Hodnoceno lécivo vdzané na povrch
bez kapildrni frakce. Imobilizace z 0.1% roztoku.
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7.3.5 Shrnuti vysledku

U funkcionalizovanych nanovldken byly prostudovany interakce se dvéma modelovymi
1éCivy. Sledovan byl vliv povrchové funkcionalizace nanovldken a podminek
imobilizace na mnozstvi navazaného léCiva a zplsob jeho vazby. Kinetika uvoliiovani
byla studovdna dvéma zpiisoby — liberaci do simulované télni tekutiny (STT) a
uvoliiovdnim 1é¢iva difuzi na agaru. Liberacni test potvrdil vliv pH média na jeho
uvoliiovani a tim pienesen¢ i existenci elektrostatickych interakci mezi zaporné
nabitymi molekulami kyseliny hyaluronové a kladn¢ nabitym léCivem, kdy tato vazba
zustavad pii fyziologickém pH (7.4) stabilni. Hodnoceni antibakteridlni wc¢innosti
prokdzalo jednak vysS$i antibakteridlni Gi¢innost u nanovldken s konjugovanou kyselinou
hyaluronovou ve srovndni s neupravenymi a silanizovanymi nanovldkny u obou 1éCiv.
Zaroven byl u obou modelovych 1€¢iv prokdzan prodlouzeny antibakteridlni ucinek
spojeny se zvySenou vazbou a stabilitou l1é¢iva na nanovldknech s konjugovanou HA.
Ta byla schopna uvolfovat aktivni polymyxin B po dobu 72 hodin a nisin po dobu 48
hodin.

Zavér

Kontaminované a chronické rany piestavuji Castou zdravotni komplikaci spojenou
s fadou chronickych onemocnéni, jako je napiiklad diabetes mellitus, a jejich netispésna
1écba miize vést az k amputaci koncetiny. Vzhledem ke zvySujici se incidenci diabetu
v populaci a nepftiznivé predikci dalSiho vyvoje je v soucasnosti kladem duraz na
hledani novych moznosti terapie chronickych a kontaminovanych ran. Nanovldkna
predstavuji zajimavy nanomateridl s fadou unikatnich vlastnosti vyhodnych pro jejich
vyuziti jako kryt ran. Vyznamnd je zejména jejich struktura poskytujici vysoky
specificky povrch dostupny pro vazbu biologicky aktivnich latek a ddle vysoka porozita
pfi malém rozméru pért. Ta umoZznuje vyuziti nanovldken jako bariéry chrénici
prostiedi rany pied vnéjSimi vlivy, kterd soucasn¢ umoziiuje vymeénu plynli mezi ranou
a vn&jSim prostiedim. Materidlové sloZeni nanovldken potom ovliviuje jejich
biodegradabilitu a bioaktivitu. Kiemicitd nanovldkna pfedstavuji v tomto sméru
biokompatibilni a biodegradabilni materidl vyznacujici se unikdtnim zplsobem
degradace, ktery nevede k uzavirdni mezivldkennych pora botndnim a umoziluje
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zachovani vysoké porozity i v pribéhu degradace. Nevyhoda kiemicitych nanovldken
spo€iva v jejich hydrofobnim charakteru limitujicim moznosti jejich vyuZiti pro vazbu a

uvoliiovani hydrofilnich 1éciv.

Z tohoto diivodu byla cilem této prace optimalizace piipravy kiemicitych nanovldken a
jejich povrchova modifikace kyselinou hyaluronovou za ticelem zlepSeni vazby zejména

hydrofilnich kationnich 1éciv.

V prvni casti této prace byl popsan vliv viskozity kiemicitého solu pfipraveného
metodou sol-gel a procesnich parametri elektrostatického zvldknovani na morfologii
pfipravovanych nanovldken. Zjisténé souvislosti vedly ke stanoveni optimdlni viskozity
solu (< 50 mPa.ss) a procesnich parametri umoZziujicich piipravu homogenni
nanovldkenné vrstvy se stfedni hodnotou priméru nanovlidken < 250 nm a vysokym
specifickym povrchem dostupnym pro dalsi modifikace. Studovan byl také vliv teplotni
stabilizace na chemické slozeni povrchu a biokompatibilitu nanovldken. Byl popsan vliv
podminek teplotni stabilizace na mnoZzstvi silanolovych skupin dostupnych na povrchu.
Jejich pfitomnost je nezbytnd pro dalSi funkcionalizace, ovSem zaroven vede ke
snizovani biokompatibility. Na zdkladé¢ dosaZenych vysledkii byla jako optimalni

potvrzena tepelnd tprava pii 180 °C po dobu 2 hodin.

Pro zajiSténi konjugace kyseliny hyaluronové na povrch nanovldken byla kifemicita
nanovldkna nejprve povrchové funkcionalizovdna roubovanim aminoskupin s pouZzitim
silanizace. Jeji prib¢h byl studovén z hlediska vlivu koncentrace silaniza¢niho Cinidla
(APTES) a doby silanizace na vytéznost reakce. Jako optimdlni byla identifikovdna
uprava povrchu 3% roztokem APTES po dobu 2 hodin. Soucasné byl odhalen vliv doby
a podminek skladovani kfemicitych nanovldken na ucinnost nasledné silanizace. Bylo
prokdzano, ze po uplynuti tfi tydnd, béhem kterych dochazi k postupné rehydroxylaci
povrchu nanovldken, tc¢innost silanizace povrchu nanovlaken opét klesd. Tento jev je
zpusoben fyzikalni sorpci vody ze vzdus$né vlhkosti a je nutné mu ptizptsobit podminky
skladovani nanovldken nebo jejich upravu pred silanizaci. U nésledné konjugace
kyseliny hyaluronové prostiednictvim karbodiimodové chemie (EDC/NHS) byl
studovan a potvrzen vliv pH, sloZeni a koncentrace pufru, doby reakce a sloZeni reak¢ni
smési na mnoZzstvi kyseliny hyaluronové vdzané na povrch nanovléken. Jejich vhodnou
kombinaci bylo dosazeno vazby 25.3 ug HA na 1 mg kiemicitych nanovlaken. U téchto

nanovldken byl nasledné¢ potvrzen pozitivni vliv konjugované kyseliny hyaluronové na
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biokompatibilitu nanovldken vic¢i koZnim fibroblastim 3T3-A31. Zairoven byla
potvrzena biodegradabilita modifikovanych nanovldken. Ta byla v priibéhu prvnich 72
hodin zpomalena v porovnani s neupravenymi kiemicitymi nanovldkny. Rychld
degradace povrchu je vyhodna zejména vzhledem k nizkému riziku nezadouci adheze
nanovldken ke spodiné rdny, zaroven zpomaleni degradace kiemicitych nanovldken
muZe mit pozitivni vliv na biokompatibilitu systému diky niZSimu mnoZstvi uvolnéného
kiemiku. Jednd se sice o biogenni prvek, ovSem jeho vysoké koncentrace mohou mit

cytotoxicky efekt [273].

Posledni ¢ast disertacni prace se vénovala ovéfeni interakci mezi funkcionalizovanymi
nanovldkny a zvolenymi modelovymi 1éCivy polymyxin B a nisin. Jednd se o hydrofilni
antibakteridlné uc¢inné latky nesouci na svém povrchu pfi fyziologickych podminkach
pozitivni ndboj. Byla prokdzana zvySend vazba obou 1éCiv na povrch nanovldken
s konjugovanou kyselinou hyaluronovou v porovnani s neupravenymi a silanizovanymi
nanovldkny. Zaroven byla potvrzena pH senzitivita systému. Vazba obou 1éCiv na
povrch nanovldken s konjugovanou kyselinou hyaluronovou vedla k dosazeni
prodlouZené antibakteridlni aktivity nanovldken. V pifipadé¢ polymyxinu B az na 72

hodin.

Konjugace kyseliny hyaluronové na povrch nanovlaken tedy vedla k tvorbé materidlu se
zlepSenou biokompatibilitou a povrchem umozZiujicim zvySenou vazbu a prodlouZeny
ucinek 1éciva. Byl prokdzan potencidl téchto nanovldken pro aplikace v hojeni ran a

dopravé¢ predevsim kationnich 1éCiv.

Reseni této prace piineslo kromé& uvedenych vysledki také celou fadu otdzek, jejichZ
zodpovézeni bude nutné pro dal$i vyuZivini kfemicitych nanovldken v medicinskych
aplikacich 1 hlub$i pochopeni jejich vlastnosti. Pfedev§im se jednd o zmény
povrchovych vlastnosti nanovldken v Case. Ty ovliviiuji nejen udcinnost silanizace
povrchu, ale je nutné ovéfit také vliv dlouhodobého skladovani na biokompatibilitu a
biodegradabilitu kifemicitych nanovldken. Hlubsi studium interakci kiemicitych
nanovldken s biologickymi systémy — zejména vliv jejich degradacnich produktl je
vyznamné pro dal$i aplikace nanovldken. Ackoli je vSeobecné znam zpiisob degradace
kifemicitych nanomateridli prostiednictvim uvoliiovani kyseliny orthokiemicCité, testy

biodegradace a biokompatibility povrchové funkcionalizovanych nanovldken otevieli
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otdzku jeji optimdlni koncentrace. Ta se mize pro kazdy bunécny typ liSit. Zaroven
povrchové eroze nanovldken v prub¢hu degradace miiZze vést k uvolilovani nanocdstic.
Z tohoto divodu by bylo vhodné hloubé&ji prostudovat vliv davky na buiiky relevantni
pro jednotlivé faze hojeni ran — tedy nejen fibroblasty, ale také keratinocyty, buiky
cévniho epitelu a buniky imunitniho systému. Timto zpiisobem by byl osvétlen vliv
kfemicitych nanovldken na re-epitelizaci, angiogenezi a imunitni odpovéd’ organismu.
Vysledky by mohly pomoci stanovit optimdlni podminky aplikace kfemicitych
nanovldken pro stimulaci jednotlivych procest spojenych s hojenim ran v zavislosti na
jejich fazi.

Soucasn¢ vede potvrzeni rychlé biodegradability obalu zkonjugované kyseliny
hyaluronové k otdzce, jak degradace nanovldken ovliviluje molekulovou hmotnost
kyseliny hyaluronové uvolfiované zjejtho povrchu a jak tyto zmény ovlivni
jeji bioaktivitu pfi delsi expozici. Vzhledem k souvislosti mezi molekulovou hmotnosti
HA a jejimi biologickymi efekty, se dal§i studie budou zabyvat vlivem doby a
podminek degradace na molekulovou hmotnost kyseliny hyaluronové a efektem téchto

degradac¢nich produkti na kozni buniky.

Dalsi otdzka, kterou bude v budoucnu nutné zodpovédét, se tyka robustnosti systému
z hlediska interakci sléCivy. V budoucnu bude nutné hlubsi studium interakci
provedené na SirSi skuping 1é¢iv s odliSnou strukturou a vlastnostmi. Vzhledem k dobré
ucinnosti vazby u 0.1% imobiliza¢nich roztokii by bylo vhodné ovéfit také ucinnost
vazby u roztokil s niZs$i koncentraci a dale Gcinnost vazby u rastovych faktord, jejichz

lokalni aplikace by méla pozitivni t¢inek na hojeni ran.
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Obr. 1 Morfologie nanovldken pripravenych na zarizeni Nanospider NS IW500U
vybaveném drdtovou elektrodou. Sledovdn vliv viskozity solu na morfologii nanovldken.
Nanovldkna byla pripravena ze solit o viskozité 46.9 mPa.s (A, F), 57.2 mPa.s (B, G), 75.1
mPa.s (C, H), 88.1 mPa.s (D, 1) a 112 mPa.s (E, J). Procesni parametry byly nastaveny na 160
mm a 60 kV pro sadu 1 (A, B, C, D, E) a 175 mm a 70 kV pro sadu 2 (F, G, H, I, J). Zvétseni

25.000x.
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SEM MAG: 15.0 Kx_ Date(midly): 0510621 TUL Nanocenter CXI SEM MAG: 15.0 kx _ Date(midly): 0512221 TUL Nanocenter CXI SEM MAG: 15.0 kx_ Date(midly): 05/12:21 TUL Nanocenter CXI

SEM HV: 300KV VEGA3 TESCAN SEMHV: 300KV | WD:9.03mm VEGAS TESCAN) SEM HV: 0.0KV. VEGA3 TESCAN
View fleld: 12.7 pm - View field: 127 pm Det: SE 2pm View field: 127 pm
SEM MAG: 15.0 kx_ Date(midly): 05/12:21 TUL Nanocenter CXI SEM MAG: 15.0 kx _ Date(midly): 0512221 TUL Nanocenter CXI SEM MAG: 15.0 kx _ Date(midy): 0512221 TUL Nanocenter CXI

SEMHV: 00KV | WD:924mm SEMHV: 300KV | WD:922mm SEMHV: 00KV | WD:923mm
View fleld: 129 pm Dot: SE View field: 127 pm Det: SE o View fleld: 127 pm
SEM MAG: 14.9 kx_ Date(midly): 05/12:21 o v SEM MAG: 150 kx _ Date(midly): 051221 anocenter SEM MAG: 15.0 kx _ Date(midly): 05/12:21

Obr. 2 Morfologie nanovldken pripravenych na zarizeni Nanospider NS IW500U vybaveném
drdtovou elektrodou.

Sledovdn vliv procesnich parametrii pri zachovdni konstantni viskozity (57.2 mPa.s). Vzddlenost
mezi elektrodami byla ménéna mezi 150 mm (A, B, C), 160 mm (D, E, F) a 170 mm (G, H, I).
Pro pripravu jednotlivych vzorkii bylo napeti méneno mezi 50 kV (A, D, G), 60 kV (B, E, H) a

70 kV (C, F, I). Zvétseni 15.000x
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SEMHV: 200KV | WD:914mm
View field: 38.2 ym Dot: SE 10 pm
SEM MAG: 5.00 kx _ Date{midy): 052021

WD: 9.16 mm
Det: SE 2pm

SEMHV: 00KV | WD:894mm
View fled: 127 pm. Det: SE 2pm
SEM MAG: 15.0 kx _ Date{midy): 0512621

SEMHV: 00KV | WD:9.16mm
View fied: 127 ym Det: SE 2pm
SEM MAG: 15.0 kx _ Date{mialy): 0512621

VEGA3 TESCAN

TUL Nanocenter CXI

VEGA3 TESCAN

TUL Nanocenter CXI

SEMHV:200kV | WD:9.14mm VEGA3 TESCAN|
View field: 127 pm Det: SE 2

SEM MAG: 15.0 kx _ Date(midly): 052021 TUL Nanocenter CXI

SEMHV: 200KV | WD:9.00mm VEGA3 TESCAN|
View field: 127 pm Det: SE 2pm

SEM MAG: 15.0 kx _ Date{midly): 0572021 TUL Nanocenter CXI

SEMMV: 300KV |
View field: 127 pm
SEM MAG: 15.0 kx _ Date(midy): 0572621

SEMHV: 300KV | WD:9.04mm
View field: 127 pm Det: SE 2um
SEM MAG: 15.0 kx _ Date(midly): 052621

SEMHV:200kV | WD:9.14mm
View feld: 7.65 ym Dot: SE 2pm
SEM MAG: 25.0 kx_ Date(midly): 052021

SEMHV: 200KV | WD:922mm
View fleld: 12.7 pm Dot: SE 2pm
SEM MAG: 15.0 kx _ Date(midy): 0572021

SEMMV: 300KV | WD:9.07 mm
View fleld: 12.7 pm Dot: SE 2pm
SEM MAG: 15.0 kx_ Date(midly): 052621

SEMHV:300KV | WD:918mm
View feld: 12.7 ym Dot: SE 2pm
SEM MAG: 15.0 kx_ Date(midly): 052621

Obr. 3 Vliv tepelné tipravy na morfologii nanovldken.

Nanovldkna bez tepelné vipravy (A, B, C) a tepelné stabilizovand po dobu 2 hodin pii teplotdch
150 °C (D), 180 °C (E), 200 °C (F), 250 °C (G), 300 °C (H), 350 °C (I), 450 °C (J), 550 °C (K)
a 750 °C (L). Zvetseni 15.000x, prip. 5.000x (A) a 25.000x (C).

VEGAS TESCAN

“TUL Nanocenter CXI

VEGAS TESCAN

“TUL Nanocenter CXI
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