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Abstrakt 

Disertační práce je věnována vývoji a testování materiálu pro enzymatický debridement. 

Konkrétně se jedná o optimalizaci postupu imobilizace proteolytických enzymů na křemičitá 

nanovlákna. Tímto způsobem upravená nanovlákna mají sloužit k bezbolestnému odstranění 

nekrotické tkáně díky proteolytické aktivitě enzymů, která katalyzuje odštěpení nekrózy od 

zdravé spodiny rány.  

Hlavním úkolem je na základě rozsáhlé rešerše, dostupných technik a analyzačních přístrojů 

vytvořit vhodný postup kovalentní imobilizace enzymů na nanovlákna a vybrat nejlepší 

proteolytický enzym. Zvolený postup byl vždy porovnáván s již známým, ale pro medicínu 

nevyhovujícím postupem, který využívá (3-Aminopropyl)triethoxysilan a glutaraldehyd. 

Z hlediska techniky imobilizace byl nejpodrobněji testován postup s využitím  

(3-Aminopropyl)triethoxysilanu, sukcinanhydridu a následně esteru vytvořeného  

z N-hydroxysukcinimidu a 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimidu. Protože výsledky 

testů cytotoxicity prováděných na myších 3T3 fibroblastech nebyly v případě výše uvedeného 

postupu uspokojivé, byl vyvinut ještě další postup imobilizace, ve kterém byl  

1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid nahrazen N,N′-Disuccinimidyl karbonátem. 

V druhé části výzkumu jsem imobilizovala na nanovlákna postupně 7 proteolytických enzymů. 

Jejich proteolytická aktivita byla měřena pomocí spektrofotometrických metod a byla testována 

za různých podmínek – změny hodnoty pH, teploty, vlivu teploty na stabilitu enzymů apod. 

Jako nejvhodnější enzym byl označen trypsin z hovězího pankreatu, výborných výsledků bylo 

dosaženo také s proteázou z Aspergillus oryzae. 

Účinnost vytvořených nanovláken s imobilizovaným enzymem byla ověřena pomocí in vitro 

testů na prasečí kůži. Úspěšná imobilizace byla potvrzena v rámci testů stability vzorků – při 

dodržení navrhovaných podmínek skladování, trypsin i po 180 dnech vykazoval více jak 90% 

proteolytickou aktivitu. 

 

Klíčová slova 

Debridement; Imobilizace enzymů; Proteolytický enzym; Křemičitá nanovlákna; Odstranění 

nekrózy 

 



 

Acstract 

The dissertation is devoted to the development and testing of the material for an enzymatic 

debridement. Specifically, it is about optimizing the process of proteolytic enzymes 

immobilization onto silica nanofibers. The nanofibers treated in this way are intended  

to painlessly removal of the necrotic tissue due to the proteolytic activity of the enzymes, which 

catalyze the cleavage of necrosis from the healthy base of the wound. 

The main aim is to optimaze a suitable procedure for the covalent immobilization of enzymes 

onto nanofibers and to choose the best proteolytic enzyme on the basis of an extensive testing, 

available techniques and analysis devices. The chosen procedure was always compared with 

the already known but unsuitable procedure for medicine, which uses (3-Aminopropyl) 

triethoxysilane and glutaraldehyde. In terms of the immobilization proces, the procedure using 

(3-Aminopropyl) triethoxysilane, succinic anhydride and subsequently an ester formed from  

N-hydroxysuccinimide and 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide was tested  

in the most detail. Because the results of the cytotoxicity assays performed on mouse 3T3 

fibroblasts were not satisfactory, another immobilization procedure was developed in which  

1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide was replaced by N,N'-Disuccinimidyl 

carbonate. 

In the second part of the research, I immobilized 7 proteolytic enzymes onto nanofibers surface. 

By spectrophotometric methods was measured their proteolytic activity and was tested it under 

various conditions - changes of pH value and temperature, the effect of temperature on the 

enzymes stability, etc. Trypsin from bovine pancreas was identified as the most suitable 

enzyme, excellent results were also obtained with the protease from Aspergillus oryzae.  

The efficacy of the created nanofibers with immobilized enzyme was verified by in vitro tests 

on pig skin. Successful immobilization process was confirmed in sample stability tests - under 

the proposed storage conditions, trypsin showed more than 90% proteolytic activity even after 

180 days from immobilization. 

Keywords 
Debridement; Immobilization of enzymes; Proteolytic enzyme; Silica nanofibers, Removing  

of necrosis 
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Seznam zkratek 

AFM   Mikroskop atomárních sil 

APTES (3-Aminopropyl)triethoxysilan 

ATB  Antibiotika  

BR  Bromelain ze stonku ananasu 

CMC  N-Cyclohexyl-N′-(2-morpholinoethyl)karbodiimid 

DCC  N,N'-Dicyklohexylkarbodiimid 

DMEM  Dulbekovo modifikované Eaglovo médium 

DSC  N,N′-Disuccinimidyl karbonát 

DTT   Dithiotreitol 

E.C.   Escherichia coli 

EDC  1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid 

EDTA   Kyselina ethylendiamintetraoctová 

EtOH  Ethanol 

EWMA Evropská asociace pro management ran 

FBS   Fetální bovinní sérum 

FTIS  Fluorescein-isothiokyanát 

GLU  Glutaraldehyd 

GLYMO   (3-Glycidyloxypropyl)trimethoxysilan 

IPA  Izopropylalkohol 

MES pufr  Pufr kyseliny 2-(N-morfolino)-ethansulfonové 

MTT  (3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid) 

NHS  N-hydroxysukcinimid 

PBS   fosfátový pufr  

PR  Proteáza z Aspergillus oryzae 

S.A.   Staphylococcus aureus 

SEM   Skenovací elektronový mikroskop 

SU  Sukcinanhydrid, anhydrid kyseliny jantarové  

Sulfo-NHS N-hydroxysulfosuccinimid 

TR  Trypsin z hovězího pankreatu  

WST   ve vodě rozpustná tetrazoliová sůl 

XTT  (2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfofenyl)-2H-tetrazolium-5-karboxanilid) 
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1 Úvod  

Ačkoliv se v moderní medicíně dnes a denně objevují nové metody pro zkvalitnění života lidí 

po celém světě, zatím nebyl zcela optimalizován účinný a bezbolestný postup odstranění 

nekrotické tkáně. Přitom odstranění nekrotické tkáně objevující se u vyšších stupňů popálenin 

kůže, diabetických vředů nebo dekubitů (proleženin), je stěžejním krokem v první fázi léčby. 

Zahájit léčbu rány odstraněním nekrózy je nutné nejen proto, že tato tkáň nemá šanci  

na zhojení, ale především velmi zvyšuje riziko vzniku infekce.  

Odborně se tento proces nazývá debridement a je možno ho provést několika způsoby. Existuje 

debridement enzymatický, autolytický, chemický či biologický. Každý má však nějaké 

nevýhody, a tak se, bohužel, i v moderní medicíně stále nejvíce využívá debridement 

chirurgický, který spočívá ve vyškrabování nekrotické tkáně pomocí chirurgických nástrojů.  

O bolestivosti této metody přitom není pochyb. Další nevýhodou spojenou s touto metodou je 

poškození i okolní zdravé tkáně. Pokud vezmeme ještě v úvahu, že popáleninami jsou velmi 

často postiženy děti v raném věku, jistě každý uzná, že je nejvyšší čas se věnovat vývoji 

metody, která by chirurgický debridement nahradila.  

Jednou z bezbolestných metod je enzymatický debridement využívající proteolytických 

enzymů, které katalyzují štěpení peptidových vazeb mezi nekrotickou a zdravou tkání. 

Důvodem, proč tento způsob odstranění nekrotické tkáně již nenahradil chirurgickou metodu, 

je vysoká nestabilita enzymů a jejich pH a teplotní závislost. Enzymy jsou obecně velmi složité 

bílkovinové makromolekuly, které jsou aktivní jen za přesně daných podmínek. Jejich aktivitu 

a stabilitu výrazně zvyšuje navázání (imobilizace) na vhodný materiál. V této disertační práci 

byla jako podpůrný materiál pro imobilizaci enzymů použita křemičitá nanovlákna, která  

se vyznačují velmi reaktivním povrchem a strukturou podobající se mezibuněčné matrix, čehož 

je možné využívat zejména ve fázi nově se tvořící tkáně. Na základě dřívějšího testování bylo 

také ověřeno, že křemičitá nanovlákna jsou biokompatibilní a biodegradabilní. Vlákna by  

se tedy měla postupně rozložit na složky pro tělo bezpečné. Protože se ovšem jedná o inovativní 

odvětví moderní medicíny, je nezbytné vytvořené vzorky podrobit velkému množství testů, 

provést rozsáhlou rešerši dané problematiky a zkoumat vliv mnoha faktorů ovlivňujících 

chování enzymů. 
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Cílem disertační práce je vyvinout metodu imobilizace proteolytických enzymů na křemičitá 

nanovlákna. V současné době se nejčastěji enzymy imobilizují pomocí glutaraldehydových 

můstků (tedy glutaraldehydu), který je pro využití, zejména ve zdravotnictví, nevhodný. Proto 

je nutné zaměřit se na nalezení vhodného a ekonomicky výhodného mechanismu imobilizace 

enzymů. Celý proces vývoje je zaměřen na co nejefektivnější postup výroby materiálů, který 

by se aplikoval na poraněnou pokožku.  

Práce se zabývá všemi postupnými kroky po elektrostatickém zvláknění křemičitých 

nanovkáken. Konkrétně tedy vlivem teploty stabilizace nanovláken na vlastnosti nanovláken, 

několika způsoby modifikace a funkcionalizace povrchu nanovláken a imobilizací vybraných 

proteolytických enzymů. Protože je aktivita enzymů velmi závislá na hodnotě pH, teplotě  

a přítomnosti některých inhibitorů, vyrobená nanovlákna jsou testována za různých podmínek. 

Dále se práce zaměřuje na testování cytotoxicity, antibakteriálních vlastností, in vitro testování 

proteolytické aktivity enzymů na prasečí kůži a věnuje se také způsobu skladování materiálu 

pro co nejdelší zachování stability enzymů i samotného nanovlákenného materiálu.  
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2 Teoretická část 

Zatím ani v moderní medicíně nebyl objeven způsob, jakým by bylo možné bezbolestně  

a efektivně odstranit nekrotickou tkáň, objevující se u těžkých popálenin, chronických ran, 

těžce se hojících ran, diabetických vředů, gangrén nebo dekubitů (proleženin) a rozhodně  

je to jedno z odvětví medicíny, kterému se velké množství výzkumných pracovníků  

a farmaceutických společností věnuje. Každá rána je jiná, proces hojení rány má několik fází  

a závisí na mnoha dalších faktorech – věk, přidružená onemocnění, stav imunitního systému, 

pohyblivost pacienta, zda je rána suchá, nebo mokvající, kvalitě života a v neposlední řadě také 

na dostupnosti zdravotní péče, guidelines v dané zemi, kvalitě léčebných produktů  

a schopnostech ošetřujících lékařů (Strohal et al. 2013). Všichni odborníci se ale shodují  

na nezbytném první kroku – odstranění devitalizované části tkáně, která má porušené krevní 

zásobení, nemá šanci na zhojení, prodlužuje dobu hojení, a zejména zvyšuje riziko vzniku 

infekce. 

Na fakt, jak je to složitý proces, poukazuje i Evropská asociace pro management ran (EWMA), 

která vydala v roce 2013 ucelený přehled o klasifikaci ran, možnostech odstranění odumřelé 

tkáně a zahrnula do této publikace i ekonomické aspekty (Strohal et al. 2013). Úspěšný vývoj 

materiálů pro odstranění nekrózy z ran bylo tedy nezbytné zahájit rozsáhlou rešerší aktuálních 

možností této problematiky, připomenout si základní fakta o kůži zdravé i poraněné, pochopit 

složitost procesu katalýzy, která probíhá právě za přítomnosti proteolytických enzymů  

a propojit tato fakta v praktické části. 

 

2.1 Léčba ran kůže 

Pro pochopení problematiky složitého systému léčby ran kůže je důležité nejprve nastínit 

několik základních dogmat o kůži samotné, vzniku nekrotické tkáně, fázích hojení  

a podmínkách, které hojení ran výrazně ovlivňují. 

2.1.1 Vlastnosti a složení zdravé kůže 

Kůže je největším orgánem těla a tvoří zevní povrch organismu. Vytváří tedy bariéru organismu 

vůči okolí a chrání ho před vnějšími chemickými, fyzikálními a mikrobiologickými vlivy.  

Zdravá kůže má díky ovlivňování činnosti potních žláz a změn průtoku krve ve svém krevním 
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řečišti zároveň funkci termoregulační. Sama o sobě je špatný vodič tepla. Dále hraje velmi 

důležitou roli v procesu látkové výměny organismu, protože se podílí na procesu dýchání  

i exkrece látek z organizmu. Nemalou roli má také při zajištění správné funkce imunitního 

systému a za určitých podmínek dochází v kůži i k tvorbě vitamínu D.  

Plocha kůže dospělého člověka dosahuje 1,6 až 1,8 m2, tloušťka kůže se liší v jednotlivých 

oblastech těla a pohybuje se v rozmezí 0,5 až 4 mm. Hmotnost samotné kůže je okolo  

3 kilogramů. Kůže má takovou stavbu, aby byla schopna se přizpůsobit pohybům  

a tvarovým změnám těla. Skládá se ze tří hlavních částí – epidermis (pokožka), dermis (škára) 

a hypodermis (podkožní vazivo neboli subcutaneous). Vrstva nejblíže k povrchu těla  

– epidermis – je složena z keratinocytů, melanocytů, Langerhansových a Merkelových buněk, 

podle oblastí obsahuje také chlupy, nehty a potní žlázy. Jedná se o vrstevnatý dlaždicový epitel, 

který v povrchových vrstvách rohovatí. Buňky epidermis se tvoří v bazální vrstvě, což je jediná 

vrstva vyšších buněk směrem k dermis. Pouze v této vrstvě dochází k mitóze kožních buněk, 

poté se buňky směrem k povrchu oplošťují, ztrácí jádro, postupně odumírají a rohovatí. 

Průměrná doba mezi vznikem keratinocytu mitózou v bazální rovině a odloučením na povrchu 

kůže je 1 měsíc (Čihák et al. 2001).  

Z hlediska složení kůže je zde hojně zastoupena vláknitá bílkovina keratin jako specifický 

produkt keratinocytů, přičemž mezibuněčný prostor je tvořen zejména proteoglykany. 

Propustnost kůže pro molekuly se liší v jednotlivých vrstvách a závisí i na okolních 

podmínkách. V normálním stavu je pouze bazální část epidermis propustná i pro velké 

makromolekuly, proti tomu vrchní rohová část již tvoří bariéru pro fyzikální a chemické 

škodliviny, ve větší míře i proti kyselinám a v menší proti louhům.  Díky vysokému obsahu 

bílkovinných složek v rohovité části epidermis je ale povrch kůže hygroskopický – při delším 

působení vody kůže bobtná a velmi se snižuje nepropustnost kůže pro větší molekuly. Obecně 

platí, že i za normálních podmínek vždy dochází k určitému průchodu jakékoliv látky s malou 

molekulou kůží. Více prochází látky rozpustné v tucích, než ve vodě (Čihák et al. 2001).    

Prostřední vrstva se nazývá škára a je tvořena fibroelastickým kolagenním vazivem. Její 

povrchová část je tvořena, kromě sítí kolagenních a elastických vláken, také sítí kapilární, 

nervovou a vazivovými buňkami. V hlubší vrstvě jsou nejvíce zastoupeny snopce kolagenních 

fibril, které zajišťují kůži její tažnost. V menší míře jsou zde zastoupena elastická vlákna  

a hladká svalovina (Čihák et al. 2001). 
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Třetí částí, která spojuje kůži s povrchovou fascií, nebo s periostem, je podkožní vazivo tvořené 

hustšími vazivovými pruhy. Protože se tyto pruhy v některých místech upevňují na fascii  

a periost, není v těchto místech kůže pohyblivá a není možné, aby se zde vytvořil tukový 

polštář. Tato místa jsou velmi náchylná na vznik proleženin u osob dlouhodobě imobilních.  

Ze všech výše zmíněných důvodů vyplývá, že ztráta kůže, rozsáhlé poranění, nebo ztráta její 

funkčnosti je život ohrožujícím stavem (Čihák et al. 2001).    

2.1.2 Rány obsahující nekrotickou tkáň 

Nekrotická tkáň nevzniká pouze u vyšších stupňů popálenin, ale i u chronických ran, 

diabetických vředů, dekubitů, gangrén, ran napadených infekcí a dalších těžce se hojících ran. 

Může se jednat o ránu suchou (například adherovaná nekrotická tkáň u vyšších stupňů 

popálenin), o ránu suchou s fibrinovým okrajem, který zabraňuje hojení, nebo o ránu 

infikovanou bakteriemi tvořícími biofilm atd. Na ráně odlišujeme spodinu rány, její okraje  

a okolí rány. Celá nekrotická tkáň nemá nikdy šanci na zhojení a musí být vždy odstraněna 

(Guo a DiPietro 2010). Nekróza je signalizována nevratnými změnami v jádru buňky, dochází  

ke karyolýze (rozpad chromatinu kvůli enzymatické degradaci endonukleáz), pyknóze 

(zahuštění chromatinu v buněčném jádru) a následné karyorhýze (rozdělení buněčného jádra 

spojené s uvolněním chromatinu do cytoplasmy). V cytoplazmě dochází ke kondenzaci  

a intenzivní eosinofilii, ztrátě struktury a fragmentaci. Ať už byl mechanismus buněčné smrti 

jakýkoli (ischemie, teplota, toxiny, mechanické trauma, nebo apoptóza), ve chvíli, kdy  

je nekróza na tkáni již viditelná alespoň základními zobrazovacími metodami, předcházela jí 

smrt velkého počtu buněk (Majno a Joris 1995). 

2.1.3 Fáze rány a aspekty, které hojení ovlivňují  

Pro efektivní vývoj materiálů, které by měly odstranit nekrotickou tkáň, je velmi důležité 

stanovit, kdy je ten nejideálnější čas na jejich aplikaci. Část odborné literatury rozlišuje 3 fáze 

rány (Simon 2019) a další literatura 4 fáze rány (Guo a DiPietro 2010). Pokud jsou fáze 

rozděleny do tří procesů, první je většinou označována jako fáze čistící (exsudativní), nebo 

zánětlivá. Druhá fáze je označována jako granulační a třetí jako epitelizační. Pokud je proces 

hojení rozdělen na 4 části, jedná se většinou o fázi hemostatickou, dále zánětlivou, proliferační 

a remodelační (Thiruvoth et al. 2015).  Nutnost odstranění nekrózy přichází již ve fázi zánětlivé 

(tedy v první, popřípadě druhé fázi), protože nekróza je jak funkční, tak mechanickou 

překážkou pro uzavírání a postupné hojení rány. Z časového hlediska u většiny druhů poranění 
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kůže (termického, traumatického i chemického) dochází již během následujících 24 hodin 

k synchronizované vlně mitóz buněk bazální vrstvy epidermis. Kůže se snaží zvýšením 

proliferace znovuobnovit tkáň a nahradit defekt. Výsledkem je většinou vznik kožní šupiny  

na povrchu poranění. U rozsáhlejších ran se ale může 4. fáze objevit až po týdnech či měsících 

(Thiruvoth et al. 2015).  

Faktorů, které ovlivní hojení ran je celá řada. Z těch lokálních je nutné zmínit v první řadě 

infekci a oxygenaci, protože kyslík je důležitý pro metabolismus buněk. Výraznou komplikací 

při hojení je přítomnost cizích těles v ráně, poranění cévního systému a rozmáčení okrajů rány 

(macerace). Poslední aspekt velmi ovlivňuje vhodný výběr krytí rány a jeho schopnost absorpce 

exsudátu. Podle potřeby může být aplikováno vlhké krytí, či kombinované (Guo a DiPietro 

2010). V tomto smyslu mají nanovlákna hned několik výhod, protože díky své vysoké porozitě 

se k ráně dostane kyslík, vlákna jsou neadherentní a exsudát tedy může vytékat z rány 

(Lovětinská-Šlamborová et al. 2014).  

Bohužel velkou roli v léčbě ran hrají i celkové faktory – věk, pohlaví, obezita, kouření, alkohol, 

strava, léky, stres, pohlavní hormony, chemoterapie a přidružená onemocnění (zejména 

ischemická choroba, diabetes mellitus, krevní poruchy, hypertenze, ateroskleróza, autoimunitní 

poruchy, žloutenka, uremie a mnoho dalších) (Guo a DiPietro 2010).  

 

2.2 Druhy debridementu 

Jako debridement je označováno vyčištění rány, součást toalety rány. Spočívá v celkovém 

odstranění adherované, nekrotické nebo kontaminované tkáně. Nejedná se tedy o klasické 

vyčištění rány od cizích těles, metabolických produktů, nebo o resekci funkční tkáně  

ani amputaci. EWMA definuje debridement jako proces odstranění nekrotické tkáně, escharu, 

devitalizované tkáně, infikované tkáně, hyperkeratózy, strupu, hnisu, hematomu, cizích těles, 

nečistot a kostních fragmentů za účelem podpory hojení rány (Strohal et al. 2013). Tento proces 

je důležitou součástí managementu rány, protože čisté lůžko rány je předpokladem  

pro optimální hojení. Debridement je nutné provést v první fázi hojení rány, protože delší 

přítomnost nekrotické tkáně vede k neustálé aktivitě zánětlivých cytokinů, fibronektinu  

a metaloproteóz. Odstraněním těchto složek dojde opět ke stimulaci syntézy DNA, produkci 

keratinocytů a ke snížení rizika vzniku infekce a tvorby biofilmu (Ramundo a Gray 2008). 
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Slovo debridement pochází z francouzštiny a poprvé ho použil Henri La Dran již v 17. století 

k označení incize, která měla podpořit odtok exsudátu z rány (O’Brien 2002). Výběr optimální 

techniky pro odstraňování nežádoucí tkáně je ovlivněn mnoha faktory včetně typu  

a objemu nekrotické tkáně, přítomnosti infekce, velikosti rány, bolesti spojené s touto 

technikou, přítomnosti komorbidních stavů včetně sepse, vaskularity rány a sousedních tkání, 

preferencí pacienta a finanční náročnosti jednotlivých metod.  Zejména v oblasti domácí péče 

a dlouhodobé péče je také ovlivněna dostupností jednotlivých technik a zkušenostmi 

ošetřujícího personálu (Ramundo a Gray 2008).  

Druhů debridementu existuje celá řada. Nejčastěji se rozdělují na aktivní a pasivní metody. 

Mezi aktivní metody patří debridement chirurgický, mechanický, hydrochirurgický  

a ultrazvukový, k pasivním metodám řadíme debridement chemický, autolytický, biologický, 

podtlakový a enzymatický (Obrázek 1).  Jednotlivé druhy debridementu se mezi sebou velmi 

často kombinují.  

 
Obrázek 1: Druhy debridementu. 

 

Chirurgický debridement 

Jedná se o nejrazantnější, nejrychlejší, ale též nejradikálnější formu debridementu. Provádí  

se pomocí skalpelu, nůžek, exkochleačních lžiček, pinzet apod. Je používán na rány, které musí 

být neodkladně vyčištěny, na infikované nekrotické rány, velmi rozsáhlé hluboké rány  

a na diabetické vředy s nekrózami. Chirurgický debridement může být proveden najednou,  
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až do krvácející tkáně, nebo může být nekrotická tkáň odebírána postupně. Často  

je chirurgický debridement kombinován s méně invazivními metodami, zejména 

s autolytickým debridementem (Brigido 2006). 

Mechanický debridement 

Mechanický debridement je jednou z nejdéle a nejčastěji používaných metod – zejména v USA 

(Rodeheaver 1999). Do této skupiny řadíme například metodu nazývanou wet-to-dry, kde  

je principem strhávání zaschlé gázy z povrchu rány, která s sebou odstraní také nekrotickou 

tkáň. Bolestivost této (jedné z nejstarších) metody je velmi výrazná. Dále sem řadíme použití 

vlhké gázy, která se ještě před vyschnutím opět nahradí novou vlhkou gázou. Samotné krytí 

gázou je často používaná srovnávací metoda pro nově vyvíjené druhy debridementu (Dryburgh 

et al. 2008). Patří sem také otírání rány navlhčenými monofilamentními vlákennými materiály, 

které se používají na již vysušené strupy. Strupy se tímto postupem rozmáčejí a vytírají z rány.  

Hydrochirurgický debridement 

Tento typ debridementu je jistě jedním z nejmodernějších. Je nejmladší součástí hydroterapie  

a využívá vodu proudící pod silným tlakem z trysky. Její proud s sebou strhává nekrotickou 

tkáň a buněčný detritus a vyplachuje exsudát z rány. Hydroterapie je vhodná na rány  

se zhmožděním měkkých tkání, rány s nekrotickým okolím a s nekrózou na spodině, na těžší 

popáleniny i ulcerace různé etiologie (Brown et al. 1978). 

Ultrazvukový debridement 

Ultrazvuk je v tomto odvětví využíván zejména díky své schopnosti koagulovat tkáň. Podle 

zvolené frekvence a intenzity může ultrazvuk interferovat s různými látkami a tkáněmi  

(od inertních proteinů až po celé buněčné orgány a může docházet jak k destrukci tkáně, tak 

k fyziologické modifikaci. Jeho vlivu je možné využít nejen při debridementu, ale zároveň při 

stimulaci tkáně v hojící fázi (Strohal et al. 2013; Szokoly a Aradi 2013).  

Chemický debridement 

 Další možností, jak odstranit nekrotickou tkáň, je aplikace chemických látek – chemický 

debridement. Jedná se konkrétně o látky: kyselinu salicylovou, kyselinu benzoovou, močovinu, 

nebo chlornany. Látky působí na nekrózu, ale bohužel působí také na okolí rány, které dráždí  

a poškozují. Chemický debridement se tedy používá pouze u případů infikovaných ran s malým 

rozsahem. U rozsáhlejších poranění je příliš vysoké riziko resorpce použitých chemikálií  

a toxické poškození organismu (Stryja 2006).  

http://www.lecbarany.cz/o-lecbe-ran/zpusoby-lecby/debridement/autolyticky-debridement
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Autolytický debridement 

Jedná se o postupné rozpouštění nekrotické tkáně pomocí tělu vlastních enzymů – tzv. 

metaloproteáz, které se v zánětlivé fázi hojení uvolňují ve spodině rány, a žírných buněk 

v optimálně vlhkém prostředí rány. Jejich činností dochází k rozpuštění nekrotické tkáně.  

Výhodou metody je využití tělu vlastních látek, nevýhodou je ovšem nejen časová náročnost, 

ale zejména nutnost vlhkého prostředí rány, které výrazně zvyšuje riziko vzniku infekce. Z toho 

důvodu není například u pacientů trpících diabetes mellitus tento způsob vůbec doporučován 

(Stryja 2006). Udržování neustále vlhkého prostředí v ráně je možné například pomocí 

hydrogelů, s obsahem vody 30 až 90 % vyrobených z karboxymethylcelulózy (Dissemond 

2006). Dále pomocí hydrokoloidního krytí, které je vytvořeno z karbomethylcelulózy, pektinu, 

nebo želatiny a po nasáknutí exsudátu se krytí mění v gel (Bouza et al. 2005). Na trhu  

se objevuje také vysokoabsorpční krytí nové generace s inteligentní technologií zajišťující 

neustálou vlhkost.  Nejčastěji je tvořeno z více funkčních polymerů a mělo by zajistit ideální 

fyziologické podmínky pro vlastní autolytický debridement (König et al. 2005). Existuje 

samozřejmě mnoho druhů moderních krytí ran, které podporují autolytický debridement  

a zároveň obsahují například částice stříbra a další antibakteriální složky (Caruso et al. 2006).   

Biologický debridement 

Nejčastěji využívaným příkladem biologického způsobu odstranění mrtvé tkáně  

je larvoterapie. Jak již vyplývá ze samotného názvu, využívány jsou larvy  ̶ konkrétně 

larvy Luciliasericata (bzučivky zelené). Sekreční šťávy bzučivek obsahují velké množství 

proteolytických enzymů, které selektivně rozrušují nekrotický materiál. Tímto materiálem  

se bzučivky následně živí. Zdravá tkáň, granulační tkáň i spodina rány však zůstávají 

nepoškozeny. Spodina rány je larvami dokonce stimulována, dochází k jejímu lepšímu 

prokrvení a stimulaci tvorby granulační tkáně, růstu fibroblastů a chondrocytů (Horobin et al. 

2005). Sekret, který larvy produkují, je alkalické povahy a obsahuje látky s baktericidními 

účinky. Ty jsou účinné i u kmenů, které jsou rezistentní vůči léčbě antibiotiky (např. u kmenu 

methicillin-resistant Staphylococcus aureus) (Sherman a Shimoda 2004). 

Protože aplikace larev do rány není dobře snášena často ani pacienty ani zdravotnickým 

personálem, nově se aplikují larvy v takzvaném bioobalu, který obsahuje živé sterilní larvy  

a pěnové kuličky v síťovém vaku. Okolí rány je ošetřeno zinkovou mastí, nebo hydrokoloidním 

krytím proto, aby nedocházelo k jeho podráždění (Evans 2002).  
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Podtlakový debridement 

Podtlak, nebo-li vakuovou terapii, řadíme mezi metody nepřímé.  Tato metoda kombinuje vlhké 

krytí rány a podtlak působící příznivě na spodinu rány. Rána je poté dobře prokrvena  

a je podpořena fáze granulace nové tkáně. Metoda spíše ale jen podporuje autolytický 

debridement a sama o sobě nepodporuje odstranění nekrotické tkáně (Hartmann 2016).  

Enzymatický debridement 

Další možností je enzymatický debridement. Již výše bylo zmíněno, že se pro tyto účely 

používají proteolytické enzymy z třídy hydroláz, které katalyzují štěpení peptidových vazeb 

(štěpení nekrotické tkáně od spodiny rány). Výhodou je pouze lokální působení enzymu, které 

nepoškozuje okolní zdravou tkáň. Metoda je mnohem rychlejší než autolytický debridement. 

Nevýhodou je finanční náročnost a zejména nestabilita enzymů. Aktivita enzymů je velmi 

závislá na okolních podmínkách, jako je hodnota pH, teplota, přítomnost antiseptik atd. Enzymy 

jsou většinou přidávány do mastí nebo gelů a měly by pracovat synergicky s endogenními 

enzymy pacienta. Enzymatický debridement se v této formě obvykle doporučuje použít na rány, 

které jsou klasifikovány jako stadium III nebo IV. Tyto typy ran zahrnují více vrstev tkáně, 

včetně všech vrstev kůže a podkožních tkání (Strohal et al. 2013). Protože je tato disertační 

práce zaměřena na vývoj materiálů využívajících právě tento druh debridementu, podrobněji  

se enzymům věnuje následující kapitola. Pro přehlednost jsou ještě jednou v Tabulce 1 uvedeny 

konkrétní typy jednotlivých druhů debridementu společně s jejich výhodami a nevýhodami.  
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Tabulka 1: Výhody a nevýhody konkrétních typů debridementu. 

 

 

Typ debridementu Výhody Nevýhody 
1 Chirurgický Účinný u tlustších vrstev 

nekrotické tkáně, rychlý (Al-
Arabi et al. 2007) 

Dochází k poranění krevního zásobení, 
nervové tkáně, spodiny rány atd.  
Velmi bolestivý (Cardinal et al. 2009) 

2 Mechanický   
2A Wet-to-dry Rychlý a účinný u 

infikovaných nekrotických 
ran 
(Eneroth a van Houtum 
2008) 

Vysoká bolestivost a poškození  
i zdravé tkáně (Eneroth a van Houtum 
2008) 

2B  Použití gázy Cenově dostupný 
(Ragnarson-Tennvall a 
Apelqvist 1997) 

Nutnost velmi často ránu převazovat 
(Ragnarson-Tennvall a Apelqvist 
1997) 

2C  Monofilamentní 
obvazy 

Rychlý a účinný (Bahr et al. 
2011) 

Vysoká bolestivost zejména  
u rozsáhlejších ran (Bahr et al. 2011) 

3  Hydrochirurgický Možnost použít proud vody 
obsahující antiseptické 
roztoky (Strohal et al. 2013) 

Bolestivý 
Riziko přenosu bakterií ve formě 
aerosolu na další části těla pacienta, 
nebo personálu 
Vyžaduje dobré znalosti a praxi 
ošetřujícího personálu (Daeschlein et 
al. 2010) 

4  Ultrazvukový Při aplikaci zároveň 
stimuluje pozitivně tkán a 
urychluje fázi hojení (Strohal 
et al. 2013) 

Hrozí fyziologické změny i na okolní 
zdravé tkáni (Strohal et al. 2013) 

5  Chemický Účinný (Hartmann 2016) U rozsáhlejších ran velmi toxický 
(Hartmann 2016) 

6  Autolytický   
6A Hydrogely Jsou průhledné a mohou mít 

chladící efekt – využívá se u 
popálenin (Dissemond 2006) 

Není možné použít u krvácejících ran  
Vysoké riziko vzniku anaerobní 
infekce (Gray et al. 2011) 

6B Vysokoabsorpční 
krytí 

Použitelné u ran s velkým 
množstvím exsudátu (Bowler 
et al. 1999) 

Velmi náchylné k infekci 
Pseudomonas aeruginosa 
Není možné použít v okolí očí a sliznic 
z důvodu nebezpečí adheze a vysušení 
(Strohal et al. 2013) 

7 Biologický Nepoškozuje zdravou tkáň 
Účinné u chronických ran 
(Pospíšilová 2009) 

Neestetické 
Finančně náročné 
Nemožné použít v okolí očí, 
v blízkosti gastrointestinálního a 
dýchacího systému atd. (Pospíšilová 
2009) 

8  Podtlakový Podtlak stimuluje 
angiogenezi, aktivitu 
makrofágů a leukocytů 
(Saxena et al. 2004) 

Není možné použít u infikovaných, 
nekrotických, krvácejících, nebo 
rozsáhlejších ran  
Málo účinný (Stannard et al. 2009) 

9  Enzymatický Bezbolestný 
Pouze lokální působení 

Velmi náročné zajistit dlouhodobou 
aktivitu enzymů 
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2.3 Enzymy využitelné k odstranění nekrotické tkáně 

Enzymy jsou globulární bílkovinové makromolekuly s katalytickými funkcemi, které urychlují 

chemické přeměny. Jsou velmi důležitými biokatalyzátory, které se podílí na řízení a koordinaci 

chemických reakcí v organismu a s ním spojených energetických změn. Předpokládaný počet 

enzymů i v těch nejjednodušších systémech je přes 3000 a řídí rychlosti prakticky všech reakcí, 

které v nich probíhají. Celkový počet enzymů se odhaduje z důvodu jejich druhové specifity  

na miliardy. Většinou katalytickou reakci vykonává složená bílkovina (60–70 %),  

kde nebílkovinná část se nazývá kofaktor. Katalýzu může ovšem provádět i jednoduchá 

bílkovina (Vodrážka 1992). 

Složením enzymů, jejich nejdůležitějším částem a funkcím bude věnována větší pozornost  

v dalších kapitolách. Pro správné pochopení a možnost vývoje nových metod imobilizace 

enzymů je také nesmírně důležité pochopit mechanismus jejich účinku, možnosti aktivace  

a inhibice enzymů, podmínky imobilizace a možné způsoby stabilizace enzymů.  

2.3.1 Základy enzymologie 

Hlavní funkcí enzymů je urychlení reakcí bez ovlivnění složení rovnovážné směsi, neboť 

zvyšují rychlost reakce oběma směry. Směr průběhu reakce není ovlivněn katalyzátorem, 

 ale je dán energetickými a koncentračními poměry v reagujících systémech. Důležitou funkcí 

enzymů je zajištění specifického průběhu reakcí bez vzniku vedlejších produktů a jejich přesné 

návaznosti a koordinace. S tím souvisí i nutnost pružné regulace aktivity enzymů podle 

měnících se potřeb organismů (Vodrážka 1992). 

Díky složitosti enzymů je velmi obtížné je chemicky vytvořit. Chemicky vytvořené enzymy 

jsou samozřejmě v dnešní době hojně využívané, přírodní enzymy jsou však mnohem 

dokonalejší. Např. rychlost reakce přírodních enzymů, je až o několik řádů vyšší než  

u umělých enzymů. Vodrážka v knize Biochemie (1992) uvádí, že jedna molekula přírodního 

enzymu je schopna za 1 sekundu přeměnit až 5 x 104 molekul substrátu. Nespornou výhodou 

je jednoduchá regulovatelnost jejich účinku, netoxičnost a práce za mírných podmínek (teplota 

20 až 40 °C, tlak 0,1 MPa a pH většinou kolem 7,0). Nevýhodou je jejich rychlá opotřebovanost 

a vysoká citlivost k řadě vlivů. Proto – a také podle potřeb regulace – jsou (stejně jako ostatní 

bílkoviny) stále odbourávány a znova syntetizovány. 
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Nejjednodušeji lze enzymy rozdělit podle místa působení na intracelulární a extracelulární. 

Většina enzymů je intracelulárních. Vznikají tedy v buňce, zde i zůstávají a vykonávají své 

specifické funkce. Proti tomu extracelulární enzymy jsou buňkou, kde vznikly, vyloučeny  

a uplatňují se v tkáňových kapalinách. U živočichů zejména v trávících šťávách, krvi nebo 

mozkomíšním moku. Velmi často také dochází k vytváření tzv. prekursorů aktivních enzymů. 

Buňky vytvoří pouze inaktivní formu, která je tkáňovými kapalinami transportována na místa 

účinku. Zde dochází k limitované proteolýze, jedná se tedy o odštěpení určité části inaktivní 

molekuly, která maskuje aktivní centrum. Někdy dochází i k přerušení jedné či více vazeb, 

přeorganizování prostorové struktury a k aktivaci centra.  Inaktivní prekursory se nazývají 

proenzymy nebo zymogeny. V této formě se většinou vytváří trávící proteázy či enzymy 

procesu srážení krve (Vodrážka 1992). 

2.3.2 Mechanismus účinku enzymů 

Samotná enzymová reakce probíhá vždy v aktivním místě enzymu. Jedná se o relativně malou 

oblast enzymu s přesně rozmístěnými určitými funkčními skupinami. Funkční skupiny jsou 

součástí postranních řetězců aminokyselinových zbytků, které bývají v polypeptidovém řetězci 

vestavěny na různých, někdy dosti vzdálených místech. Prostorová struktura enzymů je však 

taková, že ve většině případů dochází ke srolování dlouhých řetězců, čímž se dostávají 

postranní řetězce s funkčními skupinami do bezprostřední blízkosti. Na tvorbě a správné funkci 

aktivního centra se podílí velké množství skupin. Nejdůležitější je katalytické centrum, vazebné 

centrum a další skupiny, jejichž hlavním úkolem je vytvářet vhodné chemické prostředí 

v aktivním centru (Vodrážka 1992). 

Katalýza probíhající v organismu díky enzymům je mnohem účinnější. Rychlost enzymové 

reakce je asi 108 až 1014násobně vyšší než rychlost reakce nekatalyzované. Rychlost této reakce 

závisí na velkém množství faktorů, z nichž většina vychází z osobité struktury enzymů. Velmi 

důležitým faktorem je reakční specifita enzymů. Rozumíme tím specifitu k typu katalyzované 

reakce, díky které může dojít ke vzniku různých produktů z toho samého substrátu.  Některé 

enzymy katalyzují přeměnu jen jediného substrátu a mají tedy absolutní strukturní specifitu, 

jiné mohou katalyzovat určitou reakci u celé skupiny substrátů (skupinová specifita). Třetí 

skupinou jsou enzymy s relativní skupinovou specifitou, u kterých je obvyklé, že katalyzují 

přednostně reakci jedné skupiny substrátů, ale jsou schopny působit i na jiné skupiny substrátů. 

Působení druhotné se již ale projevuje ve znatelně menší míře (Vodrážka et al. 1991). 
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Mechanismus účinku enzymů probíhá v několika krocích. Nejprve musí dojít k tomu,  

že enzym rozpozná obecné strukturní rysy na substrátu. Tak, aby mohlo dojít ke spojení 

aktivního centra se substrátem a katalýze reakce, dochází většinou po rozpoznání také  

ke konformačním změnám. Někdy se jedná pouze o přeuspořádání postranních řetězců, jindy 

je možná velká reorganizace molekuly a odhalení původně nedostupných skupin.  

Po přeorganizování molekuly dochází k blízkému kontaktu aktivního místa se substrátem. Bylo 

zjištěno, že aktivní zachytávání substrátu z okolního roztoku vede k velmi nízkým hodnotám 

aktivační energie enzymových reakcí (jinak řečeno – účinnou katalýzu není možné pozorovat 

u molekul volně se pohybujících v roztoku, je velmi důležitý jejich vzájemný kontakt). 

Vzdálenost mezi interagujícími atomy substrátu a molekulami aktivních center  

se pohybuje pouze okolo 0,3 nm a vznikající vazby jsou většinou nekovalentní. Takto malá 

vzdálenost interagujících skupin je výhodná zejména proto, že se zde i ve vodném prostředí 

nedostanou molekuly vody a místo vzniku vazby má většinou jiné fyzikální podmínky než 

okolní vodné prostředí.  V aktivním centru dochází nejen k přiblížení atomů substrátu  

a skupin aktivního centra, dochází také ke zvýšení koncentrace substrátu. Při vzniku vazby 

aktivní místo–substrát dochází vždy také k optimálnímu nasměrování katalytických skupin tak, 

aby se překryly jejich orbitaly a reakce se usnadnila přímou interakcí obou skupin (Vodrážka 

et al. 1991).  

Jak již bylo zmíněno výše, i v případě enzymové katalýzy je nutné určité množství dodané 

energie. Velikost této energie je sice nižší než u reakcí probíhajících bez působení enzymů, 

nutná je však také. Zdrojem této aktivační energie pro aktivaci enzymových reakcí je energie, 

která se uvolní při vazbě substrátu na enzym.  

Pokud shrneme uvedené informace, potřebujeme enzymy přivést do přímého kontaktu 

s nekrotickou tkání a zajistit podmínky reakce takové, aby mohlo docházet ke konformačním 

změnám enzymu a k zpřístupnění aktivního centra. V makroměřítku nejsme schopni 

jednoduchými technikami tyto konformační změny nijak analyzovat, ale víme, že výše popsaný 

mechanismus účinku enzymů ovlivní právě hodnota pH, teplota a přítomnost určitých 

chemických sloučenin. V této kapitole byl také vysvětlen důvod, proč je smyslem disertační 

práce navázat enzymy na nanovlákna – ta totiž dokáží přesně kopírovat povrch rány, a tedy 

zajistit přímý kontakt enzymu s nekrózou. Pokud by byly použity například příliš nepoddajné 

obvazy, nezajistíme úplný kontakt s povrchem rány. V případě zamíchání enzymů do mastí sice 

zajistíme přímý kontakt s povrchem rány, ale zabraňujeme bohužel přístupu kyslíku k ráně  

a velmi snižujeme možnost konformačních změn uvnitř enzymů.  
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Mechanismus účinku je pro všechny druhy enzymů stejný, podle druhu katalyzované reakce  

se ale enzymy rozdělují do šesti hlavních tříd – oxidoreduktázy, transferázy, hydrolázy, lyázy, 

isomerázy a ligázy. Blíže se budu věnovat pouze jedné podskupině hydroláz, kterou jsou právě 

proteolytické enzymy.  

2.3.3 Proteolytické enzymy 

Proteolytické enzymy se pro svou hlavní funkci, štěpení peptidových vazeb, často nazývají 

peptidázy. Proteázy se dělí na exopeptidázy, štěpící z N-konce (aminopeptidázy) nebo  

C-konce peptidu (karboxypeptidázy), a na endopeptidázy, zaměřující se na vnitřní peptidové 

vazby polypeptidů. Podle katalytického mechanismu se proteolytické enzymy rozdělují  

do čtyř základních skupin. Serinové proteázy obsahují v aktivním centru serin, vyskytují  

se převážně extracelulárně a preferují slabě alkalické prostředí. K této skupině se přiřazují  

i proteázy s aktivním centrem tvořeným threoninem. Dále se jedná o cysteinové a aspartylové 

proteázy, obě tyto skupiny se zpravidla nachází v intracelulárním prostředí (aspartylové 

proteázy také v trávicím traktu) a vyžadují kyselé prostředí. Poslední – metaloproteázy  

– obsahují v aktivním centru kov, nejčastěji Zn2+, typicky se vyskytují v extracelulární matrix 

nebo na povrchu buněk a jsou aktivní v neutrálním prostředí (Bugg 2004). 

Inhibitory enzymů 

Stejně, jako jiné enzymy i enzymy proteolytické mají své inhibitory. Inhibitory skupinově 

nespecifické jsou schopny inhibovat členy všech 4 mechanistických tříd proteáz. 

Nejvýznamnějším příkladem pro člověka je alfa-2-makroglobulin. Daleko rozsáhlejší  

je kategorie skupinově specifických inhibitorů. Tyto inhibitory byly izolovány z různých tkání 

rozličných druhů a dále ze semen, vajec a tělních tekutin (Chandrasekaran 2015). Protože  

je také velká řada chemických sloučenin, které inhibují aktivitu proteáz, je nutné této 

skutečnosti věnovat pozornost při výběru chemikálií napomáhajících následné imobilizaci 

enzymů. Například kyselina ethylendiamintetraoctová je sice vhodná z hlediska své struktury 

k použití jako ligand mezi podpůrným materiálem a enzymem, bohužel ale výrazně inhibuje 

aktivitu proteolytických enzymů (Hermanson 2008). Je nutné také uvést, že některá antiseptika 

rovněž inhibují aktivitu enzymů, a tak je není možné současně použít.  

Nejen inhibitory ale ovlivňují aktivitu enzymů.  Další faktor je například hodnota pH, která  

se liší pro každý enzym. Příkladem enzymu, který je aktivní při velmi nízkém pH je pepsin, pro 

který je optimální pH = 2,0. Mnoho enzymů poté nejefektivněji pracuje při pH kolem  
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6–8 (např. papain, trypsin, chymotrypsin), ve velmi zásaditém prostředí je aktivní například 

enzymový preparát Esperasa, který pracuje při pH = 9–12, je také velmi tepelně stabilní, 

chemicky stabilní a hydrolyzuje velmi dobře bílkoviny. Vlastnosti, které byly popsány  

u Esperasy, jsou právě vyžadovány u všech enzymů, které se mají potencionálně využívat 

v průmyslu. Dalšími předpoklady vhodného enzymu je nenáročná aktivace (popř. převod  

ze zymogenu na aktivní enzym), vysoká efektivnost enzymové katalytické reakce a možnost 

jednoduché imobilizace enzymu na substrát (Vodrážka et al. 1991). 

Nejčastěji se proteolytické enzymy využívají při léčbě trávících a zažívacích problémů. Některé 

studie zjistily, že proteolytické enzymy by mohly být prospěšné také pro léčbu bolesti v krku, 

osteoartrózu a post-herpetickou neuralgii (Kleine et al. 1995; Singer a Oberleitner 1996). Další 

teorie, populární v některých kruzích alternativní medicíny, ukazuje, že proteolytické enzymy 

mohou pomoci při léčbě revmatoidní artritidy, roztroušené sklerózy a dalších autoimunitních 

onemocnění (Al-Khateeb a Nusair 2008). Výsledky v tomto odvětví jsou však většinou 

zastaralé, nebo byly testy prováděny v malém rozsahu. Majorita vědců se však shoduje,  

že proteolytické enzymy mají účinnost při snižování bolesti, při léčbě poranění, popálenin  

a při léčbě zažívacích problémů (Parlak et al. 2013).  

Enzymy, které jsou nejčastěji vybírány pro léčbu ran, jsou uvedeny v Tabulce 2. Jedná  

se o enzymy živočišné, rostlinné i bakteriální.  Velkou výhodou například papainu je,  

že rozpouští fibrinové části nekrotické tkáně v širokém rozmezí hodnot pH – od pH = 3,0  

až po pH = 12,0 (Falabella 2006). Protože ale papain potřebuje ke své aktivitě sulfhydrylové 

skupiny, které obsahuje například cystein, je často kombinován s ureou (močovinou).  

Ta zároveň denaturuje proteiny, což velmi napomáhá papainu ve štěpení nekrotické tkáně 

(Shapira et al. 1973). Je ale nutné podotknout, že papain není komerčně dostupný ve všech 

zemích.  

Z bakteriálních enzymů se velmi často využívá kolagenáza. Získává se z Clostridium 

histolyticum a využívá se proto, že je to jediný enzym, který je schopen štěpit trojšroubovici 

kolagenu, ale neštěpí keratin, fibrin, hemoglobin nebo tuk. Zdravá kůže je složena ze 70  

až 80 % z kolagenu a nekrotická tkáň je složena z kolagenu typu IV, glykoproteinů  

a proteoglykanů. Bakteriální kolagenáza tedy urychluje štěpení kolagenu na menší úseky  

a podporuje hojení rány také díky štěpení přírodního kolagenu spojujícího zdravou  

a poškozenou tkáň. Rozklad nekrotické tkáně je ale závislý nejen na aktivitě kolagenázy,  
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ale také na aktivitě makrofágů a dalších proteáz (Falabella 2006; Püllen et al. 2002; Ramundo 

a Gray 2009).  

Důležitým proteolytickým enzymem je také streptokináza, která štěpí fibrin mezi argininem  

a valinem a katalyzuje přeměnu plazminogenu na plazmin. Plazmin je proteolytický enzym, 

který následně rozpouští fibrinová vlákna (fibrinolýza) a celou řadu plazmatických proteinů  

na polypeptidy a aminokyseliny. Často se používá v kombinaci se streptodornázou, která 

rozpouští viskózní nukleoproteiny nekrotických buněk a hnisu, aniž by ovlivňovala zdravé 

buňky (Strohal et al. 2013). Díky štěpení fibrinu, ale není možné použít streptokinázu k léčbě 

akutních ran, protože by mohla výrazně zvýšit krvácivost v ráně. Streptodornáza zase může 

způsobit horečku, zimnici, nebo leukocytózu (zvýšený počet bílých krvinek v krvi) kvůli 

absorpci částí purinů a pyrimidinů. Streptokináza a streptodornáza se mohou také projevit jako 

antigen a způsobit aktivaci protilátek. Použití těchto enzymů často vedlo i k podráždění 

zdravého okolí rány, objevovalo se svědění a zarudnutí (Smith 2008), proto nebyla 

streptokináza a streptodornáza v praktické části vůbec použita.  

Tabulka 2: Druhy enzymů používaných v léčbě ran, přeloženo z (Dissemond 2006). 

Druh Enzym  Zdroj 
Živočišný Fibrinolyzin Bovinní (hovězí) plazma 

Deoxyribonukleáza Bovinní pankreas 
Multienzymový komplex korýšů Krunýřovka krillová 
Kolagenáza Krab kamčatský 
Kataláza Koňská játra 

Rostlinný Papain Papája obecná 
Bromelain Ananas 

Bakteriální Kolagenáza Clostridium histolyticum 
Streptokináza Streptococcus haemolyticus 
Streptodornáza Streptococcus haemolyticus 
Sutilain Bacil senný 

 

Výše uvedené enzymy jsou nejčastěji přidávány do mastí a hydrogelů, nebo podávány jako 

čistá enzymatická externa. Masti je většinou nutné aplikovat jednou až dvakrát denně a jsou 

kombinovány i s jinou metodou debridementu (nejčastěji chirurgickou). Produkty s enzymy 

dostupné na českém a světovém trhu jsou uvedeny v Tabulce 3.  
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Tabulka 3: Produkty pro enzymatický debridement dostupné na českém a světovém trhu. 

Název Enzym Prodává se 
v ČR 

Zdroj 

Revamil® 
hydrofilní gel 

med, který aktivuje pomocí peroxidu 
vodíku proteázy a obsahuje 
glukózaoxidázu bojující proti infekci 

ano (Wanszelbaum 
2016) 

 Iruxol Mono 
 

mast obsahující kolagenázu z 
Clostridium histolyticum a směs 
dalších proteáz 

ano (SÚKL 2019) 

NexoBrid čistý inertní gel obsahující bromelain ano (MediWound Ltd. 
2018) 

Pana-Veyxal® 
Salbe 

mast s kombinací chymotrypsinu, 
trypsinu, papainu a vitamínů A a E 

ano 
veterinární 

(Weiron 
Dynamics, s.r.o. 
2018a) 

SunLitan® PA Zink sprej s enzymy (trypsin, chymotrypsin, 
papain), vitamíny A a E, allantoinem a 
glycerinem 

ano 
veterinární 

(Weiron 
Dynamics, 
s.r.o. 2018b) 

Xenaderm 
Ointment 

mast obsahující trypsin a ricinový olej ne (Healthpoint, Ltd. 
2019) 

Collagenase 
SANTYL® 
Ointment 

mast obsahující kolagenázu z 
Clostridium histolyticum 

ne (Smith & 
Nephew, Inc. 
2008) 

Accuzyme® 
Papain-Urea 
Debriding 
Ointment 

hydrofilní mast obsahující papain a 
ureu 
 

ne (Wright a Shi 
2003) 

Varidase 
topical 

mast obsahující streptokinázu a 
streptodornázu 

ne (Rutter et al. 
2000) 

Fibrinolysin 
W/DNASE – 
topical oitment 

mast obsahující fibrinolyzin ne (DrugInfo 2007) 

 

Nejčastějšími produkty, které se na trhu objevují, jsou masti s kolagenázou a masti s papain 

-ureou. Gely ze streptokinázy a streptodornázy jsou poměrně drahé a byla prokázána i alergie 

na tyto enzymové gely (Strohal et al. 2013). U mastí se často doporučuje zvlhčování suchých 

spodin ran například pomocí fyziologického roztoku, u infikovaných ran se doporučuje 

kombinace s antibiotiky (ale např. u masti IRUXOL MONO není možné použít současně 

antibiotika tyrothricin, gramicidin a tetracykliny). U této masti není možné díky kolagenáze 

použít zároveň ani antiseptika, těžké kovy a mýdla.  Aplikace masti je doporučována dvakrát 

denně a převaz je nutný minimálně jedenkrát denně. Je nutné se vyvarovat aplikaci masti  

na okolní zdravou tkáň (SÚKL 2019). 
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Enzymy jsou do mastí často jen přimíchány, při použití hydrogelů se někdy jedná již  

o pevnější chemické vazby. Při použití mastí je důležité zdůraznit, že se jedná spíše  

o podpůrnou metodu, která je v naprosté většině případů kombinována ještě s mechanickým 

odstraněním nekrózy. Neřeší tedy zásadní problém tématu disertační práce.  

Pro pochopení možností navázání (imobilizace) enzymů na substrát – v našem případě 

křemičitá nanovlákna, jsou v následující kapitole uvedeny základní možnosti a způsoby 

imobilizace. V tuto chvíli bych ještě ráda – pro správnou orientaci v textu – upozornila na fakt 

převzatý z odborné literatury. Pojem substrát se používá nejen pro látku, ze které vznikají při 

katalyzované reakci enzymů produkty, ale také pro materiály, na které se enzymy pouze 

navazují (imobilizují) a nijak je neovlivňují.    

 

2.4 Imobilizace enzymů na substrát 

Imobilizace enzymu je velmi důležitým krokem při práci s enzymy. Vazba enzym a nosič 

zvyšuje nejen enzymovou stabilitu, ale umožňuje také opakované použití katalyzátoru  

a snadnější odstranění z reakční směsi. Způsobů imobilizace je velká řada, ne všechny jsou však 

efektivní a v některých případech dochází k imobilizaci enzymu na substrát pouze na velmi 

omezenou dobu (Talbert a Goddard 2012).  

2.4.1 Používané substráty pro imobilizaci enzymů 

Pro imobilizaci enzymů je možné použít jak substráty porézní, tak neporézní. Pro větší kapacitu 

vazby enzymu a vyšší ochranu vazby před prostředím, jsou ve většině případů lepší substráty 

porézní. U všech porézních materiálů však nelze jednoznačně zajistit kontrolovanou velikost  

a distribuci pórů, které by pomohly zoptimalizovat možnou kapacitu naimobilizovaného 

enzymu nebo průtokové vlastnosti systému enzym–substrát. Porézní a neporézní substráty  

je možno vyrábět z organických, anorganických i anorganicko–organických materiálů, 

z přírodních i umělých. Výhodou anorganických substrátů je vyšší stabilita jak fyzikální,  

tak chemická i mikrobiální. Výhodou přírodních materiálů je lepší biokompatibilita. Nejlepší 

materiály by tedy měly být přírodní anorganické, kterými je například bentonit, nebo oxid 

křemičitý. Imobilizace enzymů na oxid křemičitý, jak ve formě nanovláken, nanočástic i fólií 

ukazuje velmi dobré výsledky při vývoji substrátu pro imobilizace biomolekul (enzymů, 

antibiotik, růstových faktorů, proteinů a jiných). Nejčastěji používaným syntetickým 

anorganickým materiálem v této oblasti je sklo, používá se neporézní a kontrolovaně porézní. 
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Dalšími materiály jsou kovy a oxidy kovů s kontrolovanou velikostí pórů (Purkrtová 2012). 

Podobné problematice jako je řešena v této disertační práci – způsobům přípravy nosičů na bázi 

skla s imobilizovanými protilátkami se věnuje například český patent přihlášený již v roce 1986 

(Marek et al. 1989), opět je ale pro imobilizaci používán glutaraldehyd.    

Jako organické nosiče pro imobilizaci molekul se zdají nejlepší přírodní polymery, např. 

polysacharidy (celulóza, dextran, agar, agaróza, chitin, alginát) a proteiny (z nich nejčastěji 

kolagen, albumin). Ze syntetických organických materiálů jsou těmi nejpoužívanějšími 

polystyreny a polypropyleny, dále polyakryláty, polymetylakryláty a polyakrylamidy 

(Purkrtová 2012).  

2.4.2 Způsoby imobilizace na substrát 

Imobilizaci lze rozdělit na vratnou a nevratnou. Mezi vratné metody imobilizace řadíme 

fyzikální adsorpci, iontovou, afinitní a kovovou vazbu, a také vazbu pomocí disulfidických 

můstků (Obrázek 2). Principem prvních třech metod je vždy adsorpce enzymu na povrch 

substrátu díky nekovalentním vazbám. V prvním případě dochází k vazbě enzym–substrát díky 

vodíkovým můstkům; van der Waalsovým sílám nebo hydrofobní interakcí. Vratná  

je tato interakce proto, že lze rozdělit vazbu změnou podmínek (např. pH, iontová síla, teplota, 

polarita rozpouštědla). Řadíme sem i vazbu disulfidovým můstkem, která je sice kovalentní,  

ale může být rozdělena reakcí s vhodným činidlem (DTT či β-merkaptoethanol)  

za mírných podmínek. Podmínkou vzniku disulfidového můstku je obsah volné thiolové 

skupiny, která není nutná pro zachování struktury jak u enzymu, tak u nosiče (reaktivní disulfid 

či oxidy disulfidu – thiosulfinátové, thiosulfonátové skupiny). Reaktivitu thiolové skupiny  

je poté možno modelovat změnou pH (Purkrtová 2012). Nejvhodnější jsou samozřejmě pevné, 

dlouhotrvající (kovalentní) vazby, které není možné jednoduše přerušit vnějšími vlivy.  

Asi nejrozšířenější imobilizační technikou je vazba enzym–nosič pomocí kovalentní vazby. 

Velká rozšířenost této metody je umožněna širokou škálou reakcí závislých na funkční skupině 

přístupné pro danou matrici (nosič). Principem této metody je aktivace substrátu v důsledku 

modifikace její funkční skupiny, ta způsobí vznik aktivované skupiny přímo v řetězci 

polymeru. Aktivace většinou vede k vytvoření elektrofilní skupiny na polymeru, která následně 

reaguje se silným nukleofilem v imobilizovaném proteinu (Mateo et al. 2007). Pro následnou 

reakci aktivované skupiny matrice s enzymem se nejčastěji využívá těchto skupin v proteinech: 

lysin (ε-amino skupina); cystein (thiolová skupina); asparágová a glutamová kyselina 
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(karboxylová skupina) (Chen et al. 2013). Reaktivita skupiny v postranním řetězci proteinu  

je určena stavem protonizace (⇒ vliv pH) a sleduje následující zákonitost:  

 S-> SH > O-> NH2> COO-> OH > NH3  (Chen et al. 2013) 

Nevýhodou této metody je nutná aktivace nosiče, výhodou je pevnost vazby. Protože  

se u většiny metod již doporučuje spíše vlhké prostředí v ráně, hrozí také odtok aktivních látek 

(v našem případě enzymů). Při kovalentním navázání však tento problém odpadá ( Lovětinská-

Šlamborová et al. 2014). Speciálním druhem kovalentní vazby je tedy vazba disulfidickými 

můstky, která je vratná, ostatní kovalentní vazby jsou nevratné. Ve většině případů jsou 

nevratné také metody nazývané zachycení, enkapsulace a prokřížení (Obrázek 2). Příkladem 

kovalentní vazby často využívané pro imobilizaci enzymů je vazba pomocí glutaraldehydu  

a vazba epoxy skupinou (Purkrtová 2012).  

Vratné metody imobilizace  Nevratné metody imobilizace 

  
Obrázek 2: Vratné metody imobilizace enzymů na substrát - přeloženo z (Guisan 2006). 

 

2.4.3 Imobilizace pomocí glutaraldehydu 

Je to jedna z nejpoužívanějších metod. Je možné použít glutaraldehyd buď přímo pro aktivaci 

substrátu, nebo je často také využívána metoda, kdy dochází nejprve k aktivaci substrátu amino 

skupinami pomocí (3-Aminopropyl)triethoxysilanu, a poté k prokřížení enzymu  

a nosiče za pomoci glutaraldehydu (Obrázek 3). Principem je vznik Schiffovy báze, která 

vzniká po 0,5 až 2 hodinách u substrátů funkcionalizovaných aminovou skupinou  
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a glutaraldehydem v 1 až 5% vodném roztoku – často ve fosfátovém pufru s pH = 7,0 

(Swarnalatha et al. 2013; Zhang et al. 2013), popř. v citrátovo-fosfátovém pufru s pH = 6                                                                                                                                                                                                 

(Yewale et al. 2013). Přesný popis funkcionalizace pomocí glutaraldehydu přímo na 

křemičitých nanočásticích silanizovaných pomocí APTES je uveden v článku Dandavate a kol. 

(2009). Po této reakci je druhá volná aldehydová skupina glutaraldehydu k dispozici pro stejnou 

reakci s NH2 skupinou enzymu. Zbývající volné aldehydové skupiny se inaktivují glycinem 

nebo ethanolaminem. Někdy se provádí redukce Schiffových bází ještě borohydridem, přičemž 

vzniklá vazba je stabilnější. Imobilizace pomocí glutaraldehydu je sice účinná a efektivní, 

nevýhodou je však samotný glutaraldehyd, který není biokompatibilní (Chen et al. 2013). Pro 

buňky  je toxický (Beauchamp et al. 1992)  a využívá se spíše jako dezinfekce.  

 

  
Obrázek 3:  Dva způsoby využití glutaraldehydu pro imobilizaci enzymů – přeloženo z  

(Guisan 2006). 

Dokladem tohoto tvrzení je i studie Bayata a kol. (2019) věnující se vývoji chitosanových 

nanovláken s bromelainem, který byl již rozpuštěn v roztoku pro elektrostatické zvlákňování,  

a byl tedy ve 2% nebo 4% koncentraci součástí přímo vytvořených nanovláken.  V případě, kdy 

byla pro zvýšení stabilizace těchto vláken použita metoda prokřížení (blíže o metodě je uvedeno 

níže v této kapitole) pomocí glutaraldehydu, byl materiál pro lidské kožní fibroblasty 

cytotoxický (konkrétně při použití 4% roztoku bromelainu). Přitom jinak byla samotná 

chitosanová nanovlákna, chitosanová nanovlákna s 2 % i 4 % bromelianu a samotný bromelain 

pro uvedený druh buněčné linie netoxické. Z těchto důvodů nebyl glutaraldehyd k imobilizaci 

vybrán. Vzhledem tomu, že je to ale nejčastěji používaná metoda pro imobilizaci enzymů 
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v jiných odvětvích než medicínských, byla tato metoda použita jako srovnávací a hlavním 

úkolem disertační práce bylo nahradit právě tento ligand.  

Dalším příkladem nevratné metody imobilizace je tedy zachycení enzymu (entrapment). Jedná 

se o přichycení enzymu do polymerní struktury, která dovolí substrátu a produktům volně 

procházet, ale enzym zůstane zachycen. Způsoby zachycení mohou být pomocí gelu, polymeru, 

vlákna a mikro-enkapsulace (Kim et al. 2006). Nevýhodu tato metoda skýtá  

v omezení přenosu hmoty skrze membránu nebo gely. Nejznámější technikou využívající 

zachycení enzymu je imobilizace v sol-gelu. Enzym je zachycen do matrice SiO2 a nosič vzniká 

kyselou či bazickou hydrolýzou tetraalkoxysilanů (např.: [Si(OR)4], [RSi(OCH3)3], nebo 

[Si(OCH3)4]).  

Nevratnou imobilizaci zajišťuje i takzvaná enkapsulace. Nejčastěji se k imobilizaci enkapsulací 

využívá monovrstva či dvojvrstva fosfolipidů. Velkou výhodou tohoto postupu  

je možnost směřování komplexu enzym–substrát, proto se využívá u cílené dopravy léčiv. 

Metoda se také používá u špatně rozpustných látek. Poslední ze zmiňovaných metod  

je prokřížení (jinak také nazýváno cross-link). Pro tuto techniku je sice nezbytné použití 

bifunkčního činidla (nejčastěji glutaraldehydu), na druhou stranu je to jedna z mála metod, díky 

kterým je možná imobilizace i multimerních  enzymů (Chen et al. 2013). V Tabulce 4 jsou 

porovnány faktory ovlivňující výběr způsobu imobilizace u 4 nejčastěji používaných metod 

imobilizace – adsorpce, kovalentní vazby, zachycení a enkapsulace. Pro imobilizaci enzymů 

v této práci byla vybrána kovalentní vazba enzymu na nanovlákna, protože se jedná  

o vazbu silnou, která nezabraňuje difúzi. Současně se vznikem kovalentní vazby dochází díky 

velmi reaktivními povrchu nanovláken zároveň k adsorpci na jejich povrch. Tento fakt  

je samozřejmě pozitivní, protože dochází k vyšší úspěšnosti imobilizace enzymů. 

Tabulka 4: Porovnání metod imobilizace enzymů (Purkrtová 2012). 
 Adsorpce Kovalentní vazba Zachycení  Enkapsulace 
Příprava jednoduchá složitá složitá jednoduchá 
Náklady nízké vysoké střední vysoké 
Vazebná síla  liší se silná slabá silná 
Uvolnění enzymu ano ne ano ne 
Uplatnitelnost široká selektivní široká velmi široká 
Vliv matrice  ano ano ano ano 
Zábrany pro difúzi ne ne ano ano 
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2.5 Využití nanovláken jako substrátu pro imobilizaci enzymů 

Nanovlákna jsou vlákna s průměrem od 1 do 999 nm, přičemž jejich délka výrazně převyšuje 

průměr. Díky velmi malému průměru získávají nanovlákna odlišné vlastnosti než vlákna 

s průměrem v mikrometrech, nebo milimetrech. Čím menší je průměr, tím větší je zakřivení 

povrchu. Díky této skutečnosti je povrch nanovláken velice reaktivní a jejich měrný povrch 

velmi vysoký – jedná se o jednotky až desítky m2/g. Pro využití nanovláken při léčbě ran  

je také důležité, že nanovlákna mají stejné mechanické vlastnosti jako vlákna s větším 

průměrem, jsou tvarovatelná a mohou se přizpůsobit reliéfu rány (Slamborova et al. 2014).   

Byl prokázán také účinek nanovláken na nově se tvořící tkáň při léčbě ran. Protože jsou 

nanovlákna svou strukturou velmi podobná mezibuněčné hmotě, pozitivně ovlivňují 

uspořádání, tvar a funkci buněk v první fázi tvorby nové kůže (Chandrasekaran et al. 2011). 

Nanovlákna je možno vytvořit několika způsoby od vymývání částic, separace fází, metodou 

3D tiskáren, odstředivým zvlákňováním a elektrospinningem (elektrostatickým zvlákňováním), 

tedy zvlákňováním při účinku elektrického pole (Tamayol et al. 2013). Právě poslední ze 

jmenovaných metod je asi tou nejznámější a nejčastěji používanou.  

Pokud se zaměříme na využití elektrostaticky zvlákněných nanovláken k imobilizaci enzymů, 

Srbová a kolektiv (2016) ve své práci porovnávali stabilitu proteolytického enzymu trypsinu 

navázaného na  chitosanová nanovlákna buď kovalentní vazbou, nebo adsorpcí. Výsledkem 

práce je opětovně fakt, že stabilita trypsinu se pomocí kovalentního navázání oproti 

naadsorbování na nanovlákna několikanásobně zvýšila. Je to ovšem jen jedna z velmi mála 

prací, která se touto problematickou zabývá, navíc vlastnosti chitosanových vláken se velmi 

často mění při každém zvlákňování. Nanovlákna vyrobená touto metodou mají průměr vláken 

většinou od 10 do 100 nanometrů, vykazují se velmi vysokou porozitou s propojenými póry, 

čímž se reálně přibližují struktuře mezibuněčné hmoty (Ingavle a Leach 2014). Porozita 

zároveň zajišťuje další důležitou vlastnost nanovláken – bezproblémový přístup kyslíku  

do rány a odtok exsudátu z rány, aniž by póry prošly bakterie, které jsou již větších rozměrů 

(Najafabadi et al. 2014). 

2.5.1 Výroba křemičitých nanovláken 

Při přípravě nanovláken pomocí elektrostatického zvlákňování dochází k tvorbě nanovláken 

z polymerního roztoku nebo taveniny v elektrostatickém poli. Za rozšíření této metody  

se velmi zasloužila také Technická univerzita v Liberci společně s firmou Elmarco skrze 
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světový patent na výrobu nanovláken v průmyslovém měřítku (A method of nanofibres 

production from a polymer solution using electrostatic spinning and a device for carrying out 

the method – WO2005024101A1) (Jirsak et al. 2005). 

Blíže popíši pouze princip elektrostatického zvlákňování z polymerního roztoku, protože tento 

způsob byl použit pro výrobu křemičitých vláken využívaných v předkládané práci. Při 

elektrostatickém zvlákňování dochází společně se zvyšováním intenzity elektrického pole 

ke vzniku Taylorových kuželů na povrchu polymerního roztoku.  Při převážení repulsivních 

elektrostatických sil nad povrchovým napětím roztoku dochází k vylétnutí řetězce polymerního 

roztoku z anody ke katodě se současným velmi rychlým odpařováním rozpouštědla. Výsledkem 

jsou vytvořená nanovlákna sbíraná na kolektor. Výslednou morfologii vytvořených nanovláken 

ovlivňuje velikost zvoleného napětí (čím vyšší napětí, tím lepší homogenita a uniformita 

vláken) a vzdálenost mezi anodou a katodou. 

Křemičitá nanovlákna byla vyrobena elektrostatickým zvlákňováním z prekurzoru 

tetraethoxysilanu, který se postupným zráním mění ze solu na gel (SLAMBOROVA et al. 

2014). Aby bylo možné vytvořit roztok pro zvlákňování nanovláken metodou sol-gel, kde  

se bude roztok postupně měnit ze solu na gel pomocí kyselé katalýzy, je nutné udržet molární 

poměr vody a tetraethoxysilanu v rozmezí 1,6 až 3 (k = [H20] / [tetraethoxysilan] = 1,6–3)  

a molární poměr kyseliny a tetraethoxysilanu v rozmezí 0,001 až 1 (m = [kyselina]  

/ [tetraalkoxysilan] = 0,001–1). Pro výrobu vhodného roztoku pro zvlákňování je nutné v dalším 

kroku oddestilovat rozpouštědlo v takovém množství, aby výsledná koncentrace SiO2 byla 

v solu 28 až 44 hmotnostních procent.  

K výrobě nanovláken pro jedno zvlákňování bylo tedy vždy použito 300 ml tetraethoxysilanu 

a 330 ml isopropylalkoholu. Po 15 minutách bylo k těmto chemikáliím přidáno dalších 200 ml 

isopropylalkoholu, 8 ml 2M kyseliny chlorovodíkové a 60 ml destilované vody. Směs byla 

kontinuálně míchána s frekvencí asi 200 otáček za minutu po dobu 50 minut. Poté byl počet 

otáček zvýšen na 300 za minutu a vystaven teplotě 200 °C po dobu 2 hodin v olejové lázni. 

V posledním kroku bylo oddestilováno asi 400 ml isopropylalkoholu. Vzniklý sol byl 

uchováván v polyethylentereftalátové lahvi a následně elektrostaticky zvlákněn.  

K elektrostatickému zvlákňování dochází vždy jen za určité viskozity. Protože sol se postupně 

mění na gel a neustále zvyšuje svou viskozitu, musí být tato fyzikální veličina vždy pečlivě 

kontrolována. Optimální viskozita pro elektrostatické zvlákňování solu vyrobeného výše 
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uvedeným způsobem je v rozmezí mezi 55–70 dPas. Sol byl vždy zvlákněn z volné hladiny  

na bezjehlovém přístroji NanospiderTM od firmy Elmarco za přesně kontrolovaných podmínek 

(vzdálenost elektrod: 140 mm, rychlost posuvu podkladu na kolektoru: 0,2 mm/s, elektrické 

napětí: 57 kV, vlhkost vzduchu: 33 % a laboratorní teplota: 23 °C).  

2.5.2 Stabilizace nanovláken pomocí teploty  

Vlákna je nutné po zvlákňování tepelně stabilizovat. Teplota stabilizace poté ovlivňuje zejména 

počet aktivních SI-OH skupin pro následnou vazbu s aminoalkoxysilany a rychlost rozpuštění 

vyrobených nanovláken s tím, že platí, čím vyšší teplota, tím pomalejší rozpouštění.  Vlivu 

teploty stabilizace na těchto vláknech se již věnovala předchozí práce (Studničková et al. 2007), 

ve které byl zkoumán vliv teploty stabilizace vláken na jejich vlastnosti. Použita byla 

termogravimetrická analýza a infračervená spektroskopie. Vlákna byla vždy teplotně 

stabilizována do 800 °C, testovány byly 4 rychlosti zahřívání od 1 °C za minutu až po 10 °C  

za minutu. Testováním bylo zjištěno následující – při teplotě 100 °C se uvolňuje pouze 

fyzikálně vázaná voda, k další změně dochází okolo teploty 350 °C, při které dochází 

k uvolnění vody vázané v Si-OH skupinách a k uvolnění všech ostatních organických 

sloučenin. Po vystavení vláken teplotě 550 °C po dobu 2 hodin se již nevyskytuje ve vláknech 

nic jiného než amorfní oxid křemičitý.  K přeměně na křemenné sklo dochází kolem teploty 

850 °C (Studničková et al. 2007).      

Na základě těchto a dalších výsledků testů paní docentky Ireny Lovětinské-Šlamborové a pana 

docenta Petra Exnara byly stanoveny 3 různé teploty stabilizace, u kterých byl dále zkoumán 

vliv teploty na vlastnosti nanovláken. Jednalo se o teploty 180 °C, 260 °C a 550 °C. Tyto teploty 

odpovídají optimálním rychlostem rozpouštění křemičitých nanovláken v tělních tekutinách 

podle požadovaného účelu. Čím je vyšší teplota, tím je pomalejší rozpouštění (Paprčková 

2017).  

Teoretická část byla věnována vysvětlení, proč je nutné v prvním fázi hojení ran kůže odstranit 

nekrotickou tkáň a proč tento úkon není jednoduchý. Enzymatický debridement není určitě 

jediný použitelný způsob, je zde ale velká možnost pro vývoj metody bezbolestného odstranění 

nekrózy s využitím všech výhod nanovláken.  
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3 PRAKTICKÁ ČÁST 
 

Praktická část disertační práce se věnuje optimalizaci imobilizačního procesu proteolytických 

enzymů na křemičitá nanovlákna takovým způsobem, aby si enzymy zachovaly co nejdéle svou 

aktivitu a mohly být tímto způsobem použity při odstranění nekrotické tkáně povrchových ran. 

Postup výroby nanovláken nebyl v této disertační práci řešen, ani nijak upravován, práce je 

zaměřena zejména na kovalentní navázání proteolytických enzymů pomocí zdravotně 

nezávadných ligandů a výběr co nejvhodnějšího proteolytického enzymu. Testováno bylo tedy 

několik druhů ligandů, vliv teploty a hodnoty pH na proteolytickou aktivitu enzymů, byly 

provedeny opakované testy cytotoxicity, testy stability, antibakteriální testy, testy na modelu 

popálené prasečí kůži a další. 

 

3.1 Křemičitá nanovlákna a vliv teploty stabilizace na jejich vlastnosti 

Pro výrobu vzorků napomáhajících bezbolestnému odstranění nekrotické tkáně byla  

na základě dřívějších výsledků týmu paní docentky Ireny Lovětinské-Šlamborové vybrána 

křemičitá nanovlákna. Popis jejich výroby je uveden v patentu Nanofiber structure with 

immobilized organic agens and the method of its preparation – WO 2014026656 A1 

(Slamborova et al. 2014), zkráceně také v kapitole 2.5.1.  

Hodnota teploty pro stabilizaci zvlákněných nanovláken byla v prvních letech práce na mé 

disertaci ovlivněna kvalifikačními pracemi studentky Markéty Paprčkové. Ta se věnovala  

ve své bakalářské a následně diplomové práci vlivu teploty stabilizace křemičitých nanovláken 

na jejich rozpouštění ve vodném prostředí (Paprčková 2014) a poté ve vybraných tělních 

tekutinách (Paprčková 2017).  Nejdůležitějším výsledkem bakalářské práce studentky 

Paprčkové pro mou vlastní disertační práci bylo zjištění, že nanovlákna stabilizovaná  

při teplotě menší než 400 °C lze považovat za zdravotně nezávadná (v případě rozpouštění  

ve fyziologickém roztoku), vlákna tepelně zpracovaná při 500 °C již dosahují hraničních hodnot 

a vlákna stabilizovaná na vyšší teplotu než 500 °C již nesplňují kritéria pro bezpečné 

rozpouštění.  

V rámci diplomové práce studentky Markéty Paprčkové byl zkoumán vliv teploty stabilizace 

na rozpouštění nanovláken v tělních tekutinách. V práci je uvedeno, že rozpouštění většiny 

nanomateriálů probíhá podle kinetiky prvního řádu. Díky tomu je možné odhadnout poločas 
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rozpouštění nanovláken jako míru jejich biodurability (schopnosti odolávat chemickým  

a fyziologickým změnám). Vystavit nanovlákna působení simulovaných tělních tekutin  

a měřit poločas rozpouštění je jedna z mála možností, jak odhadnout interakci daného materiálu 

s biologickým prostředím (Maxim et al. 2006). Studentka Paprčková porovnávala své výsledky 

se závěry testování provedené firmou Johns Manville Corporation, která realizovala  testy 

rozpustnosti několika typů vláken a uvedla, že vlákna mající poločas rozpouštění nižší než 40 

dní, lze považovat za zdravotně nezávadná (Hesterberg a Hart 1999). Pro aplikace nanovláken 

s imobilizovanými enzymy na odstranění nekrotické tkáně objevující se u kožních ran byly 

nejdůležitější výsledky rozpustnosti křemičitých nanovláken v simulovaném potu. Byly 

testovány 2 druhy simulovaného potu (s hodnotou pH= 4,5 a pH = 5,4). V případě tepelné 

stabilizace při 180 °C byla podmínka zdravotní nezávadnosti splněna v obou simulovaných 

potech, opačně při tepelné stabilizaci při teplotě 550 °C nebyla tato podmínka zdravotní 

nezávadnosti splněna ani v jednom ze simulovaných potů.  Ze všech testů i na jiných 

simulovaných tekutinách vyplynulo, že čím je vyšší hodnota pH, vyšší obsah organických látek 

a vyšší iontová síla, tím je rychlost rozpouštění vyšší. 

Již v kapitole 2.5.2 a v citovaných kvalifikačních pracích bylo uvedeno, proč pro tepelnou 

stabilizaci křemičitých nanovláken byly vybrány tyto hodnoty – 180, 260 a 550 °C. Stabilizace 

probíhala vždy 2 hodiny. V první části předkládané disertace byla tedy používána křemičitá 

nanovlákna stabilizována na tyto teploty a byl zkoumán jejich vliv na strukturu nanovláken, 

proteolytickou aktivitu enzymů a cytotoxicitu.  

3.1.1  Vizualizace nanovláken  

Skenovací elektronová mikroskopie (SEM) 

Křemičitá nanovlákna vyrobená výše popsaným způsobem byla vždy vizualizována pomocí 

SEM. Použit byl mikroskop Carl Zeiss ULTRA Plus a vlákna byla vždy pozlacena pro odvedení 

náboje. Byl použit režim sekundárních elektronů SE1. Měření průměrů nanovláken bylo 

provedeno pomocí obrazů SEM v programu SW NIS-Elements AR a statisticky zpracováváno 

prostřednictvím programu QCExpert (TriloByte Statistical Software, Pardubice, Česká 

republika). Plošná hmotnost byla vypočítána z 9 sérií zvlákňování, vždy byly měřeny 3 vzorky 

z každého zvlákňování a hodnota se pohybovala v rozmezí 25–55 g/m2.  

Průměr nanovláken byl měřen opakovaně na náhodně vybraných vláknech a pohyboval  

se v intervalu 80–650 nm. Na Obrázku 4 je znázorněn histogram průměru nanovláken, 
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vypočítán ze 150 měření průměru vláken na 3 náhodných SEM snímcích křemičitých 

nanovláken tepelně stabilizovaných, při teplotě 260 °C. SEM snímky křemičitých nanovláken 

s teplotou stabilizace 180 °C (180S), 260 °C (260S) a 550 °C (550S) bez enzymu jsou 

znázorněny na Obrázku 5.  

 
Obrázek 4: Histogram průměru křemičitých nanovláken stabilizovaných při teplotě 260 °C (počet měření 

= 150, náhodně měřeno na 3 SEM snímcích). 
 

 
Obrázek 5: SEM snímky nanovláken s odlišnou teplotou stabilizace (180 °C = 180S, 260 °C = 260S a 550 

C° = 550S). Zvětšení 50 000x. 

 

Pořízeny byly také SEM snímky standardních křemičitých nanovláken a nanovláken 

s imobilizovanými enzymy. Jednalo se buď o metodu úpravy B-DSC (více o metodě v kap. 

3.2.4) s imobilizovaným trypsinem z hovězího pankreatu EC 3.4.21.4 (Obrázek 6 B), nebo  

o metodu úpravy A-EDC (více o metodě v kap. 3.2.3.) s imobilizovaným trypsinem (Obrázek 

6 D a 6 F). Snímky byly pořízeny s různým zvětšením. Na snímcích s imobilizovanými enzymy  

(B, D a F) jsou jasně viditelné „kuličky“ na povrchu nanovláken. Povrch nanovláken není 

hladký jako v případě standardů. Všechna vlákna byla tepelně stabilizována na teplotu 180 ℃. 
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Obrázek 6: SEM snímky standardních nanovláken bez enzymu (A, C a E) a s imobilizovanými enzymy: 
metoda úpravy B-DSC s trypsinem (B), metoda úpravy A-EDC s trypsinem (D a F). Zvětšení: 50 000 x  

(A, B), 25 000 x (C, D), 10 000 x (E, F). 
 

Mikroskopie atomárních sil (AFM) 

K vizualizaci povrchu nanovláken byl použit také mikroskop atomárních sil NanoWizardIII. 

Pomocí AFM byla vizualizována křemičitá nanovlákna s imobilizovaným modelovým 

enzymem – esterázou z prasečích jater (EC 3.1.1.1). Křemičitá nanovlákna byla stabilizována 

při teplotě 180 °C, povrch nanovláken byl následně upraven pomocí (3-Aminopropyl)- 
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triethoxysilanu (APTES) a glutaraldehydu – více o metodě v článku: (Danilova et al. 2014).  

Vzorek byl připraven za použití speciální reverzibilní pásky, skenovací plocha byla 2,3 x 2,3 

µm a byl použit bezkontaktní mód. Vzorky byly zobrazeny v módu “errortrace”, 

“heightmeasuredtrace 3D” a “phasetrace”. Data byla zpracována v programu JPK 

DataProcessing a byla měřena velikost vázaného enzymu esterázy a vzdálenost mezi dvěma 

sousedními molekulami esterázy.  

Obrázek 7 jasně potvrzuje, že velikost imobilizovaného enzymu je asi 10 nm. Velikost 

imobilizovaného enzymu samozřejmě vždy závisí na shluku molekul esterázy a pohybuje  

se od 10 nm do 40 nm. Porovnání všech zobrazovacích módů je na Obrázku 8. Z Obrázku 9  

je patrné, že vzdálenost mezi dvěma sousedními molekulami vázané esterázy je asi 280–290 

nm. Snímání vzorků pomocí AFM nebylo poté již dále používáno a k zobrazení povrchu byla 

používána metoda SEM. 

 

 

 

 

 

Obrázek 7: Profil osy a naměřené hodnoty velikosti molekuly esterázy z AFM snímku v módu 
"heightmeasured 3D". Skenovaná plocha: 1,5 x 1,5 µm. 
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Mód Čistá křemičitá nanovlákna  Křemičitá nanovlákna s 
imobilizovanou esterázou 

Errortrace 

  
Heightmeasured 

3D 

 
 

Phasetrace 

  

Obrázek 8: AFM snímky čistých křemičitých nanovláken (a, c, e) a nanovláken s imobilizovanou 
esterázou (b, d, f), kde jsou jasně patrné malé kuličky esterázy na povrchu vláken. Skenovaná plocha  

je vždy 2,3 x 2,3 µm. 
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Obrázek 9: Profil osy a naměřené hodnoty vzdálenosti mezi dvěma molekulami esterázy z AFM snímku  
v módu "heightmeasured 3D". Skenovaná plocha byla 1,5 x 1,5 um. 

3.1.2 Charakterizace vlivu teploty stabilizace  

Bylo provedeno také měření průměru nanovláken stabilizovaných na teplotu 180, 260 a 550 °C 

bez enzymu (standardu nanovláken) a s imobilizovaným enzymem (jednalo se o enzym 

bromelain ze stonku ananasu (EC 3.4.22.32), imobilizace byla provedena pomocí metody  

A-EDC, více o této metodě je uvedeno v kapitole 3.2.3). Základní charakteristiky jsou uvedeny 

v Tabulce 5. Zdá se, že se zvyšováním teploty stabilizace se zvyšuje průměr vláken, kvůli velké 

směrodatné odchylce nelze ale toto tvrzení brát jako statisticky významné. Dále měření 

průměru potvrdilo jeden fakt viditelný na Obrázku 7 v kap. 3.1.1 – průměr nanovláken 

s imobilizavanými enzymy je větší než u standardu nanovláken bez enzymu. 

Tabulka 5: Základní charakteristiky křemičitých nanovláken s odlišnou teplotou stabilizace. 
Teplota 
stabilizace 

Enzym Označení  Průměr 
vláken 

Směrodatná 
odchylka 

Minimální 
průměr 

Maximální 
průměr 

180 °C 
--- 180S 160,92 nm 93,08 nm 95,68 nm 528,57 nm 
Bromelain 180B 165,9 nm 63,02 nm 70,43 nm  447,5 nm  

260 °C 
--- 260S 171,39 nm 87,98 nm 45,76 nm 538,07 nm  
Bromelain 260B 231,18 nm 88,9 nm 90,98 nm 448,29 nm  

550 °C 
--- 550S 213,25 nm 82,98 nm 95,25 nm 438,45 nm  
Bromelain 550B 241,19 nm 125,98 nm 92,97 nm 595,02 nm  
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Na Obrázku 10 jsou uvedeny výsledky testu proteolytické aktivity imobilizovaného enzymu 

PR (proteáza z Aspergillus oryzae, EC 232-642-4) v závislosti na teplotě stabilizace 

křemičitých nanovláken. Enzym byl imobilizován podle postupu uvedeném v kapitole 3.2.3, 

proteolytická aktivita byla měřena pomocí Lowryho metody uvedené v kap. 3.4. Pomocí 

analýzy rozptylu (ANOVA) bylo zjištěno, že se proteolytická aktivita imobilizovaného enzymu 

liší na hladině významnosti 5 % v závislosti na teplotě stabilizace nanovláken. Pomocí 

dvouvýběrového t-testu bylo ověřeno, že nejnižší proteolytická aktivita imobilizovaného 

enzymu byla na vláknech s teplotou stabilizace 550 °C, vyšší aktivita enzymu byla v případě 

použití nanovláken stabilizovaných při 180 a 260 °C. Přitom rozdíl aktivity na těchto vláknech 

nebyl statisticky významný na hladině 5 %.    

 
Obrázek 10: Proteolytická aktivita enzymu PR (proteáza z Aspergillus oryzae) při teplotě 37 °C a hodnotě 
pH = 7 v závislosti na teplotě stabilizace křemičitých nanovláken. Hodnoty byly průměrovány ze 4 vzorků. 

 

Proveden byl také kolorimetrický test měřící metabolickou aktivitu buněk (test MTT, viz. kap. 

3.6.1) v kontaktu s nanovlákny stabilizovanými na 3 uvedené teploty. Byly použity buňky  

3T3-SA myší fibroblasty. Viabilita byla měřena 1., 4. a 7. den po nasazení buněk  

na nanovlákna. Složení média bylo následující: Dulbekovo modifikované Eaglovo médium 

s vysokým obsahem glukózy (DMEM High Glucose) a 10 % fetálního bovinního séra (FBS), 

1 % antibiotik (ATB) a 1 % L-glutaminu. Výsledek testu velmi ovlivnil způsob sterilizace 

vzorků. Po imobilizaci enzymu byly vzorky sterilizovány pomocí studeného ethylenoxidu  

a poté odvětrávány 14 dní. V porovnání výsledků MTT testu prováděných stejnou laboratoří 

(laboratoř KNT, TUL) na shodných křemičitých nanovláknech za použití identické metody  
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i buněk, byla viabilita výrazně nižší v případě použití ethylenoxidu pro sterilizaci oproti 

sterilizaci v autoklávu. Na základě těchto výsledků, byla metoda sterilizace pomocí 

ethylenoxidu označena za nevhodnou (viz. kap. 3.5.2). Z grafu na Obrázku 11 je nicméně 

znatelné, že metabolická aktivita buněk se snižovala se zvyšující se teplotou stabilizace.  

Na základě těchto a výše uvedených výsledků, byla jako nejvýhodnější teplota stabilizace 

nanovláken zvolena hodnota 180 °C.  

Pokud byla dále v disertační práci použita teplota 260 nebo 550 ℃, bylo to z důvodu,  

že testy byly prováděny ještě před vyhodnocením vlivu teploty stabilizace, nebo byly 

prováděny souběžně s těmito testy.  

 
Obrázek 11: Graf závislosti viability myších 3T3 fibroblastů na teplotě stabilizace křemičitých 

nanovláken. Měřeno 1., 4. a 7. den od nasazení buněk na nanovlákna. Sterilizace pomocí ethylenoxidu, test 
kontaktem. 

 

3.2 Úprava povrchu nanovláken 

Pokud není pro zamýšlenou aplikaci vhodné využít pouze fyzikální adsorpci biomolekul  

na povrch nanovláken, ale je vhodné využít kovalentní vazby, nebo disulfidických můstků  

– což je i náš případ – je nutné většinou povrch nanovláken aktivovat (upravit tak, aby bylo 

možné na povrch navázat biomolekuly). Modifikovat povrch nanovláken lze pomocí plazmy, 

mokrou chemickou metodou (wet chemical treatment), povrchovou polymerizací (surface graft 

polymerization), nebo ko-elektrospinning povrchu vláken pomocí povrchově aktivních látek. 

Pomocí působení plazmy je možné upravit chemické složení povrchu nanovláken napomáhající 

buď ke zvýšení biokompatibility, nebo možnosti kovalentního navázání biomolekul. Typické 
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je plazmování pomocí kyslíku, amoniaku, nebo vzduchu, které vede ke vzniku povrchových 

karboxylových, nebo amino skupin. Plazmování pomocí argonu se často využívá ke zvýšení 

adheze buněk na povrch. Principem mokré chemické metody je částečná povrchová hydrolýza, 

která má za následek buď změnu smáčivosti povrchu, nebo vznik nových funkčních skupin. 

Pro úpravu nanovlákenných materiálů je využívána častěji než plazmování, protože plazmové 

ošetření nemůže účinně modifikovat silnější vrstvy nanovláken uvnitř vrstvy (Yoo et al. 2009). 

Před samotným začátkem úpravy povrchu nanovláken je nutné si uvědomit, jak enzymy reagují 

a tedy jaké funkční skupiny je výhodné na povrch nanovláken navázat. Enzymy jsou složeny 

z proteinů, ty jsou složeny z aminokyselin spojených peptidovou vazbou. Nejvýznamnější 

aminokyseliny pro účely modifikace a konjugace jsou ty, které obsahují ionizovatelné postranní 

řetězce: kyselinu asparagovou, kyselinu glutamovou, lysin, arginin, cystein, histidin a tyrosin. 

Postranní řetězce těchto aminokyselin mohou být silným nukleofilem, který se zapojí  

do adičních reakcí. Například lysin, arginin a histidin mají postranní řetězce obsahující 

ionizovatelný amin, který spolu s N-terminálním α-aminem přispívá k celkovému kladnému 

náboji proteinu. Protože se enzymy často vyskytují v prostředí s nižší hodnotou pH, než jsou 

hodnoty ionizačních bodů uvedených aminů (pKa primárních α-aminů v aminokyselinách  

je 7,6 až 8,0, aminů v postranním řetězci lysinu 9,3 až 9,5, v argininu okolo 12,0 a v histidinu  

6,7-7,1), jsou tyto aminy protonovány a mají kladný náboj (Hermanson 2008). 

Postranní řetězce obsahující amin v lysinu, argininu a histidinu jsou navíc na povrchu proteinů 

a mohou být snadno derivatizovány. Nejdůležitějšími reakcemi, které se mohou vyskytnout  

u těchto zbytků, jsou alkylace a acylace. Pokud tedy chceme kovalentně navázat enzymy  

na nanovlákna, musíme vybírat takové sloučeniny, které budou reagovat s těmito 

aminoskupinami. Například bromelain reaguje pomocí aminoskupin na aminokyselinách lysin, 

tyrosin, arginin a fenylalanin, trypsin pomocí aminoskupin na argininu a lysinu atd. 

(Hermanson 2008). 

Úprava povrchu křemičitých nanovláken tedy spočívá v propojení SI-OH skupiny na povrchu 

nanovláken a aminoskupin na povrchu enzymu. Velmi často se v prvním kroku využívá procesu 

silanizace a následné jednostupňové, nebo dvoustupňové funkcionalizace. Za určitých 

reakčních podmínek je ale možné silanizaci vynechat a využít pouze jednostupňové 

funkcionalizace. O všech těchto možnostech pojednávají následující kapitoly.   
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3.2.1 Silanizace povrchu nanovláken 

Díky výrobě nanovláken z tetraethoxysilanu obsahuje povrch nanovláken SI-OH skupiny, které 

se využívají k zavedení vhodných reaktivních skupin pro následnou kovalentní vazbu 

s enzymy. Nejčastěji se k úpravě povrchu křemičitých nanovláken využívá procesu silanizace 

– reakce hydroxylových skupin na povrchu křemičitých nanovláken s alkoxysilany. 

Nejznámější alkoxysilan pro tyto účely je (3-Aminopropyl)triethoxysilan (APTES). Dále  

je ale možné použít také (3-Mercaptopropyl)trimethoxysilan, nebo (3-Glycidyloxypropyl)-

trimethoxysilan (GLYMO) a další (Hermanson 2008), Obrázek 12. 

 
Obrázek 12: Princip silanizace povrchu křemičitých nanovláken pomocí trimethoxysilanu. 

V této disertační práci byly použity dva alkoxysilany: (3-Aminopropyl)triethoxysilan  

a (3-Glycidyloxypropyl)trimethoxysilan. Pokud je využit APTES, tak ten reaguje 

s volnými hydroxylovými skupinami oxidovaného povrchu křemičitých nanovláken  

za uvolnění ethanolu a v druhém kroku dochází ke kondenzaci a horizontální polymeraci. 

Molekula APTES tvoří siloxan se sousedním povrchově vázaným APTES. Reaktivní skupinou 

pro navázání biomolekul, nebo pro další reakce je aminoskupina. V případě silanizace povrchu 

křemičitých nanovláken s (3-Glycidyloxypropyl)trimethoxysilanem je výslednou reaktivní 

skupinou epoxy skupina, která podle hodnoty pH může reagovat zejména s thiolovou, 

aminovou nebo hydroxylovou skupinou biomolekuly. I při použití (3-Glycidyloxypropyl)- 

trimethoxysilanu dochází k tvorbě siloxanu (vazbě SI-O-SI) mezi sousedními molekulami 

GLYMO.  

(3-Glycidyloxypropyl)trimethoxysilanu  

Podle (Petkova et al. 2012) byl testován postup silanizace křemičitých nanovláken pomocí   

(3-Glycidyloxypropyl)trimethoxysilanu. Nejprve byly testovány dvě koncentrace GLYMO 

rozpuštěné v absolutním toluenu. Práce probíhala v dusíkové atmosféře po dobu jedné hodiny 
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(koncentrace buď 4%, nebo 10% GLYMO v toluenu na 50 mg nanovláken). Dále byla vlákna 

vysušena v sušárně na 40 °C. Protože bylo pouhým okem vidět změnu struktury nanovláken, 

byl toluen zaměněn za 1,4-dioxan, nebo absolutní ethanol. I v těchto případech ale došlo 

k naprosté změně struktury vláken – k porušení vláken, polámání a vzniku „shluků a bublin“ 

(Obrázek 13). Makroskopicky se zdála nanovlákna podobná spíše folii než nanovláknům. Proto 

byl ke kroku silanizace zvolen pouze APTES, který již byl k tomuto kroku a na těchto 

nanovláknech využíván paní docentkou Irenou Lovětinskou-Šlamborovou  k silanizaci před 

kovalentním navázáním antibiotika tetracyklin (Lovětinská-Šlamborová et al. 2014). 

 
Obrázek 13: SEM snímek nanovláken po silanizaci 4% GLYMO v 1,4-dioxanu. Zvětšení 10 000 x.  

 

(3-Aminopropyl)triethoxysilan  

Dále byl tedy pro krok silanizace využívám pouze APTES a byly realizovány testy týkající  

se koncentrace APTES a načasování silanizace povrchu křemičitých nanovláken. Množství 

reaktivních aminoskupin (NH2) navázaných díky silanizace pomocí APTES na povrch 

křemičitých nanovláken bylo kvantifikováno pomocí činidla fluorescein-isothiokyanát (FITC). 

Jeho množství, které se naváže pouze na aktivní aminoskupiny z APTES je možné 

kvantifikovat spektrofotometricky při vlnové délce 490 nm. Díky kalibrační křivce a podle 

Lambert-Beerova zákona je možné z míry absorbance záření vzorku vypočítat množství 

aminoskupin, které jsou na křemičitých vláknech reaktivní a je možné je využít v následujícím 

kroku funkcionalizace. 

Z Tabulky 6 vyplývá, že nejvyšší množství reaktivních aminoskupin při nejmenší koncentraci 

a nejkratší době silanizace je v případě reakce 2% APTES po dobu 2 hodin. Uvedené výsledky 
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je možné porovnat s výsledky z prvkové elementární analýzy, kde se stanovil obsah dusíku  

ve vzorku silanizovaných nanovláken pomocí 2% APTES (71±8 µmol APTES  

na 1 g nanovláken) a s teoretickým výpočtem maximálního pokrytí povrchu nanovláken  

pro křemičitá vlákna s měrných povrchem 10 m2/g (41 µmol APTES na 1 g nanovláken). 

Z výsledků tedy vyplývá, že APTES není na povrchu křemičitých nanovláken pouze v jedné 

vrstvě (protože množství APTES z elementární analýzy je vyšší než výpočet, kolik se vejde 

APTES v jedné vrstvě na povrch nanovláken). Zároveň je v Tabulce 6 dokázáno, že ne všechny 

aminoskupiny APTES jsou aktivní pro další reakce. Je to dané zejména tím,  

že APTES není v monovrstvě a díky stericitě nejsou dostupné všechny aminoskupiny APTES 

pro další reakce.  

Tabulka 6: Množství reaktivních aminoskupin v závislosti na koncentraci  
(3-Aminopropyl)triethoxysilanu a době silanizace. 

 

Na základě informací z článku (Vashist et al. 2014), ve kterém se uvádí, že oplachování  

po silanizaci buď v toluenu, ethanolu, nebo ve vodě odstraňuje slabě vázané silanové molekuly 

a hydrolyzuje zbytky alkoholových vazeb, byla vždy vlákna po silanizaci  

2 x opláchnuta v ethanolu. Na základě stejné studie, byla vlákna vždy po silanizaci a oplachu 

vystavena v sušárně teplotě 110 °C po dobu 30 min. Při této teplotě dochází k přeměně 

amonných iontů na reaktivní neutrální aminy a vzniká tedy více siloxanových vazeb. Pokud  

by ovšem teplota překročila hodnotu 150 °C, docházelo by k disociaci aminových skupin, což 

není žádoucí (Vashist et al. 2014).  Ve stejné studii je také uvedeno, že nejvyšší hustoty APTES 

na povrchu křemičitých materiálů se docílí při koncentraci 2% APTES a při teplotě reakce  

70 °C. K silanizaci pomocí APTES by mělo docházet alespoň v částečně vodném prostředí, 

protože ethoxyskupiny nejsou dostatečně reaktivní, aby reagovaly s OH skupinami na povrchu 

křemičitých nanovláken bez předchozí hydrolýzy. Proto se většinou   APTES rozpouští v 95% 

izopropylalkoholu, nebo ethanolu (Vashist et al. 2014). Všechna tato doporučení byla 

vyzkoušena a přejata do procesu výroby vzorků.  

Koncentrace 
APTES 

Množství reaktivních aminoskupin v µmol na 1 g nanovláken 

Doba reakce 
5 minut 30 minut 1 hodina 2 hodiny 4 hodiny 

0,5 %. 7,1±2,2 6,3±3,3 8,3±5,5 6,7±4,1 9,9±3,9 
1 % 7,6±5,0 6,2±8,7 17,6±3,3 19,2±1,9 18,9±5,2 
2 % 15,8±4,7 14,8±4,7 22,8±2,0 27,7±3,4 26,9±3,9 
5 % 19,3±6,2 17,8±5,1 28±2,2 25,9±4,2 21,7±9,3 
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Pomocí metody využívající FTIC byl také testován způsob uchovávání vzorků po delší dobu. 

Křemičitá nanovlákna teplotně stabilizovaná na 260 °C byla silanizována ihned  

po zvlákňování, dále až 1 měsíc po zvlákňování a 2 měsíce po zvlákňování. Teplotní stabilizace 

následovala vždy neprodleně po zvlákňování. Z Tabulky 7 je výsledek tohoto testu jasný – čím 

déle po zvlákňování k silanizaci dochází, tím méně je na povrchu aktivních aminoskupin. Tato 

nevýhoda je přímým důsledkem jedné z hlavních výhod nanovláken – velmi reaktivního 

povrchu. Protože všechny naadsorbované molekuly by se ale měly při teplotě 150 °C resorbovat 

z povrchu nanovláken, bylo vyhřátí nanovláken na 150 °C po dobu dvou hodin zařazeno těsně 

před silanizaci.    

 

 Tabulka 7: Množství reaktivních aminoskupin v závislosti na prodlení mezi zvlákňováním nanovláken  
a procesem silanizace. 

 

 

 

 

 

Na základě rešerše a výše uvedených výsledků byl tedy stanoven postup silanizace následovně: 

teplotně stabilizovaná křemičitá nanovlákna byla vždy uchovávána v silném alobalu  

a uzavíratelném sáčku ve tmě v laboratorních podmínkách. Před silanizací byla nanovlákna 

vystavena teplotě 150 °C na 2 hodiny, následovala okamžitě silanizace pomocí 2% APTES 

v 95% izopropylalkoholu (doba reakce 2 hod., teplota 70 °C). Poté následoval 2x oplach 

v ethanolu a vysušení vláken na 110 °C po dobu 30 min. Ihned po silanizaci následovala 

funkcionalizace povrchu nanovláken. Protože po silanizaci nanovláken pomocí APTES jsou  

na povrchu reaktivní aminoskupiny a reaktivní skupinou v enzymech pro kovalentní vazbu  

je také ve většině případů aminoskupina, je nutné v dalším kroku propojit tyto dvě 

aminoskupiny. Často se k tomu používají například bifunkční činidla. O bifunkčních činidlech 

a dalších reagenciích, které nám umožní kovalentní vazbu mezi aminoskupinou APTES  

a proteolytickým enzymem pojednává následující kapitola a reakce je obecně nazývána jako 

funkcionalizace.   

3.2.2 Funkcionalizace povrchu silanizovaných křemičitých nanovláken 

Nejvíce času bylo věnováno kroku funkcionalizace nanovláken pomocí různých sloučenin  

a činidel. Často se používají halogenidy, bifunkční činidla, nebo sulfony. Jejich reaktivní 

Koncentrace 
APTES 

Množství reaktivních aminoskupin v µmol na 1 g nanovláken  

Silanizace ihned 
po zvlákňování  

Silanizace 1 měsíc 
po zvlákňování 

Silanizace 2 měsíce 
po zvlákňování 

2 % 27,7±2,0 13,9±6,3 9,9±4,4 
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skupiny poté již reagují přímo s biomolekulami. V literatuře je popsáno opravdu nepřeberné 

množství možných postupů, většina sloučenin, nebo jejich rozpouštědel, ale mohou být  

pro organismus toxická. K funkcionalizaci je možné využít homobifunkční (se stejnými 

reaktivními skupinami na koncích), nebo heterobifunkční činidla (kde je každá reaktivní 

skupina na konci jiná).  

NHS estery 

Snad nejčastějším reagentem jsou NHS estery. Jedná se o ester N-hydroxysukcinimidu, který 

je vytvořen reakcí karboxylátu s N-hydroxysukcinimidem za přítomnosti karbodiimidu.  

 Pro vytvoření stabilního esteru je důležité, aby byl karbodiimid rozpustný ve vodě. Příkladem 

těchto karbodiimidů je N,N'-Dicyclohexylkarbodiimid (DCC), 1-Ethyl-3-(3-

dimethylaminopropyl)karbodiimid (EDC), nebo N-Cyclohexyl-N′-(2-morpholinoethyl)-

karbodiimid (CMC).  

V dalším kroku NHS estery reagují s primárními a sekundárními aminy na N-terminálních 

koncích enzymů a postranních řetězcích lysinu za vzniku stabilní amidové a imidové vazby. 

Jako meziprodukt vzniká O-acylisomočovina (popřípadě jiné močoviny, záleží na použitém 

karbodiimidu). Místo NHS je také možné využít pro tyto reakce N-hydroxysulfosuccinimid 

(sulfo-NHS). Na Obrázku 14 je schéma celého procesu – vzniku aktivního meziproduktu  

O-acylisomočoviny, dále vzniku aktivního sulfo-NHS esteru a konečného vzniku pevné 

amidové vazby s aminoskupinou a vedlejšího produktu: sulfo-NHS. Vznik NHS i sulfo-NHS 

esterů je ovlivněn procesem hydrolýzy. Vliv na rychlost hydrolýzy NHS esterů má i hodnota 

pH reakce (uváděná hodnota rozpadu NHS esteru při teplotě 0 °C a pH = 7,0 je 4 až 5 hodin 

(Lomant a Fairbanks 1976), naproti tomu při teplotě 4 °C a pH = 8,6 pouze 10 minut 

(Cuatrecasas a Parikh 1972). Pro maximální výtěžek reakce mezi aminoskupinou enzymů  

a NHS esterem, a zároveň minimalizaci vlivu hydrolýzy se tedy doporučuje poměr NHS esteru 

a enzymu 10:1, tvorba NHS esteru v organickém rozpouštědle a následná reakce s enzymy  

ve vodném prostředí (Hermanson 2008). Z výše popsaných karbodiimidů se nejčastěji používá 

EDC, protože jako meziprodukt vzniká ve vodě rozpustná o-acylisomočovina, která se díky 

této vlastnosti jednoduše odstraní ze směsi. Naproti tomu při použití DCC vzniká 

dicyklohexylmočovina, kterou je nutné odfiltrovat. DCC je navíc potenciálním alergenem.  
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Obrázek 14: Schéma vzniku amidové vazby mezi karboxylovou skupinou a aminoskupinou pomocí  

sulfo-NHS esteru s využitím 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimidu (EDC)  
a  N-hydroxysulfosuccinimidu (Sulfo-NHS) a vznikem meziproduktů: O-acylisomočoviny (o-Acylisourea) 

a Sulfo-NHS (Hermanson 2008). 
 

Anhydridy 

V našem případě je nutné před použitím těchto karbodiimidů vytvořit na povrchu křemičitých 

nanovláken karboxylové skupiny. Ke karboxylaci silanizovaných křemičitých nanovláken  

je možné využít například anhydridy: anhydrid kyseliny jantarové (sukcinanhydrid, SU), 

anhydrid kyseliny glutarové, anhydrid kyseliny maleinové, anhydrid kyseliny itakonové, 

anhydis kyseliny pyromelitové a anhydrid kyseliny mellitové (Fischer a Peißker 1998; 

Mozhaev et al. 1988; Schmidt et al. 2003). Anhydridy jsou tvořeny dehydratací dvou 

karboxylových kyselin, jsou velmi reaktivní vůči nukleofilním sloučeninám a jsou schopny 

acylovat (nahrazovat reaktivní vodíkové atomy acylovou RCO– skupinou) řadu funkčních 

skupin proteinů a makromolekul (Hermanson 2008).  

Při reakci anhydridu dikarboxylových kyselin s nukleofilem se otevře kruhová struktura 

anhydridu, čímž vznikne acylovaný produkt s karboxylátovou skupinou. Tímto způsobem  

je možné převést původní aminoskupinu z APTES na povrch s reaktivní karboxylovou 

skupinou. Tuto karboxylovou skupinu je možné využít při další funkcionalizaci například 

pomocí EDC, nebo mohou tyto karboxylové skupiny reagovat rovnou s proteiny, ze kterých se 

skládají enzymy. Zmíněné karboxylové skupiny mohou reagovat s lysinovými postranními 

řetězci, thiolovými skupinami cysteinu, fenolátovými ionty tyrosinových zbytků  

a imidazolylovanými kruhy histidinů. Nicméně acylace cysteinových, tyrosinových  

a histidinových postranních řetězců tvoří nestabilní komplexy, které jsou snadno reverzibilní. 
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Pokud ale dojde k acylaci aminoskupiny proteinů, je tato vazba stabilní (Fraenkel-Conrat 

1957).  

Karbonáty 

Další možností funkcionalizace je reakce aminoskupin enzymů s uhličitany (karbonáty). 

Nejčastěji používanou bifunkční karbonátovou sloučeninou je N,N′-Disuccinimidyl karbonát 

(DSC, disukcinimidylkarbonát), který se v podstatě skládá z karbonylové skupiny obsahující 

dva NHS estery. Uhličitany velmi dobře reagují s aminoskupinami enzymů za vzniku stabilní 

karbamátové vazby. V našem případě DSC může reagovat buď s hydroxylovou skupinou přímo 

na povrchu křemičitých nanovláken, nebo mohou být na povrch zavedeny karboxylové skupiny 

pomocí silanizace a následné karboxylace. Kvůli hydrolýze je opět nezbytné,  

a by první část reakce probíhala v bezvodném prostředí a dále ve vodném prostředí. Tímto 

postupem vzniká velmi stabilní vazba (Hermanson 2008) (Obrázek 15). V rámci disertační 

práce jsem testovala obě možnosti – jak navázání DSC přímo na hydroxylové skupiny 

křemičitých nanovláken, tak na karboxylové skupiny po silanizaci pomocí APTES  

a karboxylaci pomocí SU.  

 
Obrázek 15: Schéma funkcionalizace hydroxylových skupin pomocí disukcinimidylkarbonátu 

(Disuccinimidylcarbonate) za vzniku NHS- karbonátu v nevodném prostředí a následné navázání 
aminoskupin ve vodném prostředí (Hermanson 2008) 

 

Kyselina glutarová 

Existují také studie, které doporučují zaměnit glutaraldehyd za kyselinu glutarovou (Mitra  

et al. 2014), protože u té je prokázáno, že se vyskytuje fyziologicky nejen v rostlinách  

a tkáních zvířat, ale také v krvi lidí, nebo moči a není toxická (Horn et al. 1957). Jedinou 
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nevýhodou této kyseliny je, že nikdy nevznikají kovalentní vazby, jako tomu je v případě 

zesítění pomocí glutaraldehydu. Místo kovalentní vazby sice vznikají pouze vazby iontové  

a vodíkové, ale protože byla po rozsáhlém testování kyselina glutarová označena za vhodnou 

biokompatibilní náhradu glutaradehydu (Mitra et al. 2014), byla v disertační práci zařazena  

do testování.  

Divinylsulfon 

Další možnost je využití sulfonů, kde se nejvíce využívá divinylsulfon. Toto bifunkční činidlo 

se využívá zejména díky jeho vysoké stabilitě ve vodě a stabilní vazbě s proteiny. Na rozdíl  

od výše zmíněných metod reaguje lépe s cysteinovými SH skupinami než s aminoskupinami. 

S aminoskupinami lysinu reaguje také, ale vazby nejsou tak stálé a vznikají pouze v alkalickém 

prostředí. Pro navázání divinylsulfonu na křemičitá nanovlákna je možné využít OH skupin, 

nebo je nutné modifikovat tyto skupiny a přivést na povrch reaktivní NH skupiny (Zucca  

a Sanjust 2014). Na základě několika studií o toxicitě divinylsulfonu, které upozorňují až na 6x 

vyšší toxicitu tohoto bifunkčního činidla v porovnání s jinými (West et al. 2011), popřípadě 

poukazují na velmi nízkou hladinu divinylsulfonu, aplikovaného na kůži králíků (0,022 mg/kg), 

která způsobila smrt 50 % testovaných králíků (Smyth et al. 1962), nebyl tento reagent  

do testování v disertaci vůbec přijat.  

 

Benzochinon 

Z podobného důvodu nebyl použit ani benzochinon, který sice může reagovat již s OH 

skupinami na povrchu nanovláken, nebo s aminoskupinami po silanizaci povrchu a z druhé 

strany s NH2 a SH skupinami enzymů (Zucca a Sanjust 2014), ale pro využití v medicíně  

je příliš neurotoxický (Chambers a Rowan 1982).  

 

Epichlorhydrin  

Výše zmíněné platí také pro epichlorhydrin. Pro imobilizaci enzymů je možné ho použít, 

substrát musí obsahovat buď OH, nebo NH2 skupiny, na které se epichlorhydrin naváže,  

a poté reaguje s aminoskupinami enzymů, dá se ale využít v jiném odvětví než je medicína  

– opět je velmi toxický pro organismus, zejména velmi karcinogenní (EPA 1985).  

V Tabulce 8 jsou uvedeny reagencie, kterými je možné nahradit glutaraldehyd. U některých 

chemikálií bylo testováno více koncentrací, různé doby reakce a více rozpouštědel. V tabulce 

je také uvedeno, zda byla tato chemikálie testována a jaký byl výsledek.  Používán byl  
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2% APTES rozředěný v 95% IPA. Ke karboxylaci byl používán anhydrid kyseliny jantarové 

(SU) rozpuštěný v 99,9% ethanolu.  

Tabulka 8: Reagencie, kterými je možné nahradit glutaraldehyd při imobilizaci enzymů i s informacemi, 
zda byl tento postup testován. Použito: (3-aminopropyl)triethoxysilan (APTES), anhydrid kys. jantarové 

(SU), N,N'-Dicyklohexylkarbodiimid (DCC), N-hydroxysukcinimid (NHS),  
1-Etyl-3-(3-dimetylaminopropyl)karbodiimid (EDC), N-Cyklohexyl-N′-(2-morpholinoethyl)karbodiimid 

(CMC), N,N′-Disuccinimidyl karbonát (DSC) 
Silanizace                         Funkcionalizace                  Druh testu 
                   Karboxylace                         Testováno                                         Výsledek 
APTES Anhydrid DCC /NHS NE - Doporučuje se 

nahrazovat pomocí 
EDC, protože vzniká ve 
vodě nerozpustná 
dicyklohexylmočoviny 
(Hermanson 2008) 

APTES SU EDC /NHS ANO Test proteol. 
aktivity, testy 
cytotoxicity.  

Obrázek 34, 39, 40, 42, 
43 

APTES Anhydrid CMC /NHS NE - - 
APTES SU DSC ANO Test proteol. 

aktivity, testy 
cytotoxicity 

Obrázek 35, 43, 44 

- - DSC ANO Testy cytotoxicity  Obrázek 39, 40 
APTES SU EDC NE  Výhodnější je požít 

s NHS anebo sulfo-
NHS protože se tím 
zvýší rozpustnost esteru 
i stabilita meziproduktu, 
který reaguje s aminy 
enzymů (Hermanson 
2008) 

APTES  Kyselina 
glutarová 

ANO Testy stability  Tabulka 13 

  Divinylsulfon NE   
  Benzochinon NE   
  Epichlorhydrin NE   

 
Nejvíce byl testován postup s použitím APTES k silanizaci povrchu, kde následoval proces 

dvoustupňové funkcionalizace pomocí SU jako anhydridu ke karboxylaci povrchu a NHS 

esteru vytvořeného z NHS a EDC. Pro lepší orientaci jsem tento postup označila jako postup 

A-EDC a je rozepsán v následující kapitole.  



54 
 

3.2.3 Metoda úpravy nanovláken A-EDC 

Na základě velmi rozsáhlé rešerše, výše uvedeným důvodům a výsledkům, byl optimalizován 

následující postup úpravy nanovláken. Tento způsob úpravy nanovláken byl podroben 

nejrozsáhlejšímu testování. Protože se při této metodě používá 1-Ethyl-3-(3-

dimethylaminopropyl)karbodiimid, tedy EDC, byla tato metoda označena jako metoda  

A-EDC.  

Křemičitá nanovlákna byla hned po elektrostatickém zvlákňování tepelně stabilizována na 

požadovanou teplotu (později již vždy na 180 ℃), byla skladována v suchu, temnu, v obalu 

z hliníkové fólie. Těsně před použitím byla nanovlákna vyhřáta na 150 ℃ po dobu  

2 hodin. Poté byla nanovlákna ponořena do 2% roztoku APTES v 95% roztoku IPA. Reakce 

probíhala při teplotě 70 ℃ a po reakci byla nanovlákna dvakrát promyta v EtOH. Následně byla 

nanovlákna opět vložena do sušárny, kde byla postupně pomalu zvyšována teplota  

až na 110 ℃ na dobu 0,5 hodiny. Dalším krokem byla karboxylace pomocí sukcinanhydridu.  

2% SU byl rozpuštěn v EtOH a nanovlákna byla ponořena do tohoto roztoku o laboratorní 

teplotě na 2 hodiny. Poté byla nanovlákna opět promyta pomocí absolutního EtOH. Následně 

byl využit N-hydroxysukcinimidovým ester vytvořený z EDC a NHS. EDC bylo rozpuštěno 

v 0,05 M MES pufru s pH = 6,0 a vedle bylo NHS rozpuštěno také ve stejném MES pufru. Oba 

roztoky byly smíchány tak, aby konečná koncentrace roztoku byla 2% EDC i 2% NHS. Reakce 

nanovláken v tomto roztoku probíhala po dobu 15 min při pokojové teplotě. Nanovlákna byla 

dále promyta třikrát v MES pufru. Nyní již bylo možné rozpustit požadovaný enzym v 0,1 M 

fosfátovém pufru s pH = 7,2 v konečné koncentraci 2 % enzymu. Reakce s enzymy probíhala 

po dobu 2 hodin při teplotě 37 ℃. Poté následoval opět oplach pomocí fosfátového pufru. 

Nanovlákna s imobilizovanými enzymy byla poté vysušena při teplotě 34 ℃ a dále používána 

k testování. Schéma je naznačeno na Obrázku 16.  
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Obrázek 16: Schéma postupu imobilizace enzymu na křemičitá nanovlákna pomocí modifikace povrchu 
(3-Aminopropyl)triethoxysilanem a následné funkcionalizace sukcinanhydridem  

a N-hydroxysukcinimidovým (Danilova a Lovětinská-Šlamborová 2016). 
  

Pomocí tohoto procesu funkcionalizace byla optimalizována metoda měření proteolytické 

aktivity enzymů a byly takto provedeny základní testy pH závislosti a teplotní závislosti 

enzymů. Až v rámci testů cytotoxicity bylo zjištěno, že tento postup funkcionalizace vykazuje 

poměrně vysokou cytotoxicitu (kap. 4.2. Obrázek 42 a 43) a začala být testována metoda 

s využitím disukcinimidylkarbonátu. 

3.2.4 Metoda úpravy nanovláken B-DSC 

Další metoda, která byla optimalizována a široce testována, je označena jako metoda B-DSC  

a využívá se při ní disukcinimidylkarbonát. Křemičitá nanovlákna, která byla ihned  

po elektrostatickém zvlákňování tepelně stabilizována na požadovanou teplotu (později  

již vždy na 180 ℃), byla skladována v suchu, temnu, v obalu z hliníkové fólie. Těsně před 

použití byla nanovlákna vyhřáta na 150 ℃ po dobu 2 hodin. Poté byla nanovlákna ponořena  

do 2% roztoku APTES v 95% roztoku IPA. Reakce probíhala při teplotě 70 ℃ a po reakci byla 

nanovlákna dvakrát promyta v EtOH. Následně byla nanovlákna opět vložena  

do sušárny, kde byla postupně pomalu zvyšována teplota až na 110 ℃ na dobu 0,5 hodiny. 

Dalším krokem byla karboxylace pomocí sukcinanhydridu. 2% SU byl rozpuštěn v EtOH  

a nanovlákna byla ponořena do tohoto roztoku při laboratorní teplotě na 2 hodiny. Poté byla 
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nanovlákna opět promyta pomocí absolutního EtOH. Následně byl připraven 2% roztok 

disukcinimidylkarbonátu v EtOH a nanovlákna byla ponořena na 1 hodinu při pokojové teplotě. 

Promytí probíhalo opět několikrát v EtOH. Nyní již bylo možné rozpustit požadovaný enzym 

v 0,1 M fosfátovém pufru s pH = 7,2 v konečné koncentraci 2 % enzymu. Reakce s enzymy 

probíhala po dobu 2 hodin při teplotě 37 ℃. Poté následoval opět oplach pomocí fosfátového 

pufru. Nanovlákna s imobilizovanými enzymy byla poté vysušena při teplotě 34 ℃ a dále 

používána k testování. Schéma je naznačeno na Obrázku 17.  

 
Obrázek 17: Schéma postupu imobilizace enzymu na křemičitá nanovlákna pomocí modifikace povrchu 

(3-Aminopropyl)triethoxysilanem a následné funkcionalizace sukcinanhydridem a disuccinimidyl 
karbonátem. 

3.2.5 Metoda úpravy nanovláken C-GLU 

Tato metoda byla optimalizována na základě rešerše uvedené v kapitole 2.4.3 a byla používána 

pouze jako srovnávací.  Křemičitá nanovlákna, která byla hned po elektrostatickém zvlákňování 

tepelně stabilizována na požadovanou teplotu (později již vždy na 180 ℃), byla skladována 

v suchu, temnu, v obalu z hliníkové fólie. Těsně před použití byla nanovlákna vyhřáta  

na 150 ℃ po dobu 2 hodin. Poté byla nanovlákna ponořena do 2% roztoku APTES v 95% 

roztoku IPA. Reakce probíhala při teplotě 70 ℃ a po reakci byla nanovlákna dvakrát promyta 

v EtOH. Následně byla nanovlákna opět vložena do sušárny, kde byla postupně pomalu 

zvyšována teplota až na 110 ℃ na dobu 0,5 hodiny. Dále byl glutaraldehyd rozředěn v 0,1M 

fosfátovém pufru s hodnotou pH = 7,2 na konečnou koncentraci 2 %. Nanovlákna byla 

ponořena v roztoku po dobu 2 hodin při pokojové teplotě a následně byla dvakrát promyta  
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ve stejném pufru. Nyní již bylo možné rozpustit požadovaný enzym v 0,1 M fosfátovém pufru 

s pH = 7,2 v konečné koncentraci 2 % enzymu. Reakce s enzymy probíhala po dobu 2 hodin 

při teplotě 37 ℃. Poté následoval opět oplach pomocí fosfátového pufru. Nanovlákna 

s imobilizovanými enzymy byla poté vysušena při teplotě 34 ℃ a dále používána k testování. 

Schéma je naznačeno na Obrázku 18.  

 
Obrázek 18: Schéma postupu imobilizace enzymu na křemičitá nanovlákna pomocí modifikace povrchu 

APTES a následné funkcionalizace glutaraldehydem. 
 

 

3.3 Imobilizace proteolytických enzymů 

Imobilizováno bylo postupně 7 druhů enzymů, byly vybrány enzymy rostlinné, živočišné  

i bakteriální. Protože má každý enzym ve své velmi složité struktuře pouze jedno aktivní místo, 

kde může docházet ke katalýze reakcí, závisí na mnoha podmínkách, zda bude enzym opravdu 

aktivní a bude danou reakci katalyzovat.  Důležitým parametrem u enzymů je tedy jejich pH  

a teplotní optimum. Údaje o teplotním i pH optimu se v literatuře velmi často liší. Důvodem 

jsou různé metody měření aktivity (různé substráty, odlišné jednotky, ve kterých  

se aktivita měří), dále přítomnost inhibitorů, zda jsou enzymy volné, nebo imobilizované atd. 

Seznam enzymů i se základními charakteristikami enzymů jsou uvedeny v Tabulce 9. Nejprve 

bylo vybráno 7 enzymů, byly provedeny základní testy aktivity enzymů při standardních 

podmínkách (teplota 37 °C, pH = 7, Obrázek 20), v dalším testování bylo následně pracováno 

již s menším počtem enzymů, byly ale provedeny rozsáhlejší testy závislosti proteolytické 



58 
 

aktivity enzymů na hodnotě pH, na teplotě, na podmínkách uskladnění, způsobu imobilizace  

a podobně. Základním krokem bylo optimalizovat metodu pro stanovení proteolytické aktivity 

enzymů.  

Tabulka 9: Charakteristika imobilizovaných enzymů, H = izolováno z hub, B = bakteriální,  
R = rostlinný, Ž = živočišný, SER = serinová proteáza, MET = metaloproteáza, CYS = cysteinová 

proteáza. 

 

 

3.4 Testování proteolytické aktivity enzymů 

Existuje mnoho metod, jak je možné zjistit kvalitativně, nebo kvantitativně enzymatickou 

aktivitu, popř. přítomnost proteinu – pomocí elektroforézy s využití western blotu, pomocí 

metody Bradfordové (Bradford 1976), použitím cirkulárního dichroismu, diferenční skenovací 

kalorimetrie, elektronové spinové rezonance nebo snímáním mikrobalance křemenného 

krystalu. Velmi často se zejména užívají různé druhy spektroskopie – energiově disperzní 

spektroskopie, fluorescenční spektroskopie, infračervená spektroskopie s využitím Fourierovy 

transformace a různé druhy absorpční a emisní spektroskopie (Petkova  et al. 2012). Vzhledem 

k dostupnosti metody a přístrojovému vybavení v laboratořích jsem se nejvíce věnovala 

analýze aktivity enzymů pomocí absorpční spektroskopie.  

Díky tomu, že enzymy jsou katalyzátory mnoha reakcí (např. hydrolytických reakcí),  

je možné analyzovat produkty, které za přítomnosti daného enzymu vzniknou. Pokud  

Označení Název Izolován z Druh pH 
optimum  

Teplotní 
optimum 

Zdroj 

PR1 Proteáza typ 
XXIV 

Bacillus 
licheniformis 

B SER 6,5–8,5 65–70 °C (Rawlings a Salvesen 
2013) 

PR2 Proteáza typ 
XXIII 

Aspergillus 
oryzae 

B SER 4,5–5,5 55–60 °C (de Castro a Sato 
2014) 

KO Kolagenáza Clostridium 
histolyticum 

B MET 6,3–8,8 50 °C (Chang et al. 1991), 
(Allen Foegeding a 
Larick 1986) 

BR Bromelain stonek 
ananasu 

R CYS 6,5–7,5 55 °C (Silveira et al. 2009) 

TR1 Trypsin typ I hovězí 
pankreas 

Ž SER 7–9 40 °C (Sipos a Merkel 
1970) 

TR2 Trypsin typ V-S prasečí 
pankreas 

Ž SER 7–9 40–45 °C (Buck et al. 1962) 

CH Chymotrypsin 
typ II 

hovězí 
pankreas 

Ž SER 7–9 40 °C (Walsh 2002) 
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je možné vzniklý produkt stanovit pomocí změny absorbance elektromagnetického záření, jinak 

řečeno, vzniklý produkt absorbuje záření o určité vlnové délce, a přitom původní sloučeniny 

(chemikálie) vstupující do reakce záření o této vlnové délce neabsorbují, jedná  

se o metody spektrofotometrické. Substrát, se kterým přichází enzym do reakce, se v tomto 

případě nazývá chromogenní. Nejčastěji se používá takových látek, u kterých je možné 

pozorovat změnu absorbance ve viditelné, nebo ultrafialové oblasti.  

Každá z těchto dvou částí elektromagnetického spektra má své výhody i nevýhody. Nespornou 

výhodou u elektromagnetického záření ve viditelné oblasti je jistě viditelná změna barvy 

roztoku pouhým okem. Výhodou měření v UV oblasti je vyšší míra absorbance záření většiny 

látek, než je míra absorbance ve viditelné oblasti. Míra absorbance záření v UV oblasti je tedy 

u většiny látek vyšší, proto stačí i malá enzymatická aktivita, která vytvoří velmi malé množství 

produktu absorbujícího v UV oblasti, a již je tato hodnota detekovatelná. Naopak s tím ale také 

souvisí nevýhoda měření v UV oblasti, v této oblasti totiž absorbuje záření i mnoho látek 

obsažených v pufrech a hlavně samotné aminokyseliny, ze kterých jsou enzymy složeny. Např. 

tyrosin, tryptofan, cystein nebo DNA absorbují záření mezi 260 a 280 nm (Beaven et al. 1950). 

Tato vlastnost vnáší do spektrofotometrických měření velké nepřesnosti. Pokud jsou k měření 

absorbance určitých vlnových délek použity UV–VIS spektrofotometry s jamkovými 

destičkami, tak destičky, které je možné použít k měření v UV oblasti (např. 96-jamkové 

destičky z cyklického olefinového kopolymeru, COC destičky od firmy Greiner  

Bio-OneGmbH), jsou výrazně finančně náročnější než destičky pro měření ve viditelné oblasti 

spektra. Tento postup byl tedy optimalizován, vyzkoušen, ale dále nepoužíván. 

Jako substrát je možné využít látky přírodní, nebo syntetické. Z těch přírodních se často využívá 

kasein, hemoglobin a želatina, poté existuje nepřeberné množství substrátů syntetických  

(N-Benzoyl-L-tyrosine ethyl ester pro stanovení aktivity chymotrypsinu, N-benzoyl-L-Arg 

ethyl ester pro stanovení aktivity bromelainu, nebo Z-Gly-Pro-Leu-Gly-Pro jako substrát pro 

kolagenázy atd.)‚ které jsou ovšem často vytvořeny pro jeden enzym, nebo skupinu enzymů  

a jejich cena je mnohem vyšší než cena přírodních substrátů.  V metodách popsaných níže byl 

využíván jako substrát kasein. Pro optimalizaci metod byla používána nanovlákna 

s imobilizovanými enzymy pomocí metody A-EDC.  

Ze spektrofotometrických metod, u kterých je vytvořený produkt možné detekovat  

ve viditelné oblasti elektromagnetického spektra, byly optimalizovány dvě – metoda s využití 

Folin-Ciocalteauova činidla a Lowryho metoda (Lowry et al. 1951). Pokud je proteolytický 



60 
 

enzym aktivní, katalyzuje hydrolýzu (přesněji proteolýzu) kaseinu a uvolňuje se L-tyrosin, 

který absorbuje elektromagnetické záření v okolí vlnové délky 275 nm. Z výše uvedených 

důvodů se ale často nechává vzniklý L-tyrosin reagovat s barvivem, které absorbuje záření  

ve viditelné oblasti a je tak možné z míry absorbance opět určit množství enzymu.  

 

Metoda s využití Folin-Ciocalteauova činidla 

Vhodným barvivem je pro tyto účely například Folin-Ciocalteauovo činidlo obsahující kyseliny 

fosfomolybdenové a fosfowolframové, které se redukují tyrosinovými zbytky proteinů a barví 

se modře. Tato činidlo dobře absorbuje záření s vlnovou délkou 750 nm. Záření s vlnovou 

délkou 750 nm až 760 nm je absorpčním maximem tohoto barviva, často  je ovšem uváděno, 

že se absorbance Folin-Ciocalteauova činidla odečítá při vlnové délce 660 nm. Vytvořením 

mnoha kalibračních křivek bylo dokázáno, že je to způsobeno tím, že závislost  

Folin-Ciocalteauova činidla na absorbanci je při vlnové délce 660 nm mírně lineárnější než  

při 750 nm. Protože ovšem množství enzymu navázaného na nanovláknech je velmi malé, byla 

pro testování vybrána vlnová délka 750 nm, kde je znatelná absorbance Folin-Ciocalteauova 

činidla i při velmi malé koncentraci aktivního enzymu ve vzorku (Obrázek 19). Po přesně dané 

době je nutné proteolytickou reakci (odštěpování aminokyselin z kaseinu) zastavit. Způsobů 

zastavení reakce je více, jedná se o látky, které denaturují enzym (silné kyseliny, alkálie nebo 

detergenty), dále je možné použít teplo, nebo nevratné inhibitory, jako jsou ionty těžkých kovů. 

V některých případech může být enzym zastaven přidáním komplexotvorného činidla, jako je 

kyselina ethylendiamintetraoctová, která odstraňuje kovové ionty nezbytné pro aktivitu 

enzymů, dokonce i chlazení na ledu může být dostačující (Scopes 2002). Aktivitu enzymů by 

nebylo nutné zastavovat v případě, že chceme sledovat vznik produktu po nějakou dobu. Tento 

postup by byl výhodný, ale je možný pouze u volných enzymů a ne v případě imobilizovaných 

enzymů.  
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Obrázek 19: Kalibrační křivka závislosti absorbance roztoku při 660 a 750 nm na množství L-tyrosinu, 
podle které se přepočítává množství L-tyrosinu vytvořeného při proteolytické reakci imobilizovaných 

enzymů. 
 

Optimalizovaná metoda byla stanovena následujícím způsobem. K rozpuštěnému kaseinu, 

který se nechal vytemperovat na zvolenou teplotu (37 °C), bylo přidáno známé množství 

nanovláken s imobilizovaným enzymem. Proteolytické štěpení probíhalo přesně 20 min, poté 

byla reakce zastavena kyselinou trichloroctovou. Srážecí reakce probíhala po dobu 30 min. Poté 

byl vzorek přefiltrován přes polyethersulfonový filtr s póry o velikosti 0,45 µm a byl  

k němu přidán optimalizovaný poměr uhličitanu sodného a Folin-Ciocalteauova činidla. Měření 

absorbance probíhalo na přístroji Synergy HT od firmy Biotech, hodnota absorbance byla 

odečítána při vlnové délce 750 nm. Jako blank byl nakonec zvolen stejný poměr uhličitanu 

sodného a Folin-Ciocalteauova činidla, který byl přidáván do testovaného vzorku, protože toto 

činidlo je žluté až žlutozelené a mírně tedy absorbuje ve zvolené oblasti elektromagnetického 

spektra. Testovány byly i jiné druhy filtrů, např. nylonové a polystyrénové, ale ukázalo se,  

že tyto materiály vnáší chybu do měření. Výše popsaná metoda byla používána asi 2 roky, byl 

testován poměr uhličitanu sodného a Folin-Ciocalteauova činidla, bylo vyzkoušeno mnoho 

enzymů, ale výsledky občas nebyly reprodukovatelné, proto byla hledána metoda, která  

by přinášela spolehlivější výsledky.  

Lowryho metoda  

Nakonec byla zvolena Lowryho metoda. Jedná se o vylepšení výše popsané metody. Po reakci 

enzymu se substrátem se ještě před přidáním Folin-Ciocalteauova činidla přidává biuretové 

činidlo, které zajistí chelataci měďnatého iontu imidovými strukturami polypeptidového 
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řetězce, v dalším kroku se již přidává opět Folin-Ciocalteauovo činidlo (Lowry et al. 1951). 

Tento postup se osvědčil a byl poté používán vždy k měření aktivity proteolytických enzymů, 

výsledky získané předchozí metodou byly zopakovány.  

Často používanou metodu Bradfordové s využitím barviva Coomassie Blue G250  

se nepodařilo optimalizovat. Metoda na imobilizovaných vláknech nebyla reprodukovatelná, 

často docházelo k odlišným výsledkům při opakování testů se stejnými podmínkami, proto 

nebyla metoda používána.  

3.4.1 Jednotky proteolytické aktivity  

K vyjádření výsledku měření se používá několik jednotek. Nejčastěji se používá k vyjádření 

výsledku jednotka enzymové aktivity (Unit), která je rovna množství enzymu potřebného  

k vytvoření produktu z 1 µmol substrátu za minutu. Dále se někdy uvádí výsledky v mg/ml,  

v mol/l nebo v procentech relativní aktivity. Pro účely porovnávání proteolytické aktivity 

imobilizovaných enzymů na nanovlákna byla aktivita vždy vztažena na mg nanovláken.  Tento 

způsob byl přejat z literatury, která se zabývá danou tématikou (Srbová et al. 2016). Výsledek 

je vždy uveden v jednotkách Units na mg nanovláken, přičemž 1 Unit je definována jako 

množství enzymu katalyzujícího produkci 1 µmolu L-tyrosinu za minutu.  

Výsledný vzorec pro výpočet aktivity enzymů byl tedy následující (Rovnice 1), kde ntyr  

je množství L-tyrosinu v mikromolech odštěpeného z kaseinu za dobu reakce, Vr je celkový 

objem chemikálií vstupujících do reakce v mililitrech, Mvl je hmotnost nanovláken vstupujících 

do reakce v miligramech, Tr je čas reakce v minutách a Vcol je objem chemikálií vstupujících 

do kolorimetrické reakce před měřením absorbance L-tyrosinu pomocí spektrofotometru 

v mililitrech.  

𝑈𝑈𝑈𝑈𝑈𝑈𝑈𝑈𝑈𝑈
𝑚𝑚𝑚𝑚 𝑣𝑣𝑣𝑣á𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘

=  𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛[µ𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚]∗𝑉𝑉𝑉𝑉[𝑚𝑚𝑚𝑚]
𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀[𝑚𝑚𝑚𝑚]∗𝑇𝑇𝑇𝑇[𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚]∗𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉[𝑚𝑚𝑚𝑚] 

  Rovnice 1  (Srbová et al. 2016) 

Výše popsanou metodou byly tedy provedeny základní testy měření proteolytické aktivity 

imobilizovaných enzymů funkcionalizovaných na křemičitá nanovlákna pomocí Metody  

A-EDC. Pro rozpuštění enzymů při jejich imobilizaci byl používán fosfátový pufr  ̶  nejčastěji 

se používá 50 mM fosfátový pufr s pH = 7,2 (Hermanson 2008). Jako základní podmínky jsou 

obecně přijaty hodnota pH = 7 a teplota 37 °C (Obrázek 20). Podrobnější informace  

o uvedených enzymech byly uvedeny v Tabulce 9. Úspěšně bylo tedy imobilizováno  
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7 modelových proteolytických enzymů. Další testy pokračovaly pouze se 4 enzymy: byla 

vyřazena proteáza s nižší aktivitou (tedy PR1), trypsin s nižší aktivitou (tedy TR2)  

a kolagenáza (KO). Proteáza a trypsin byly vyřazeny z důvodu nižší aktivity u stejného druhu 

enzymu a kolagenáza byla bohužel vyřazena proto, že jsme v laboratoři neměli dostatečné 

množství tohoto enzymu k provedení všech uvedených testů v této disertační práci. Protože 

chemikálie a spotřební materiál potřebný v této práci je velice finančně náročný, nebylo možné 

zakoupit novou kolagenázu v prvních 4 letech výzkumu.  

 
Obrázek 20: Proteolytická aktivita 7 různých imobilizovaných enzymů na křemičitá nanovlákna: proteáza 
z Bacillus licheniformis (PR1), proteáza z Aspergillus oryzae (PR2), kolagenáza z Clostridium histolyticum 

(KO), bromelain ze stonku ananasu (BR), trypsin z hovězího pankreatu (TR1), trypsin z prasečího 
pankreatu (TR2) a chymotrypsin z hovězího pankreatu (CH).  

 

3.4.2 Testování proteolytické aktivity enzymů v závislosti na hodnotě pH 

Testy byly nejprve prováděny s více druhy proteolytických enzymů. K podrobnějšímu 

testování byly vybrány 4 druhy proteolytických enzymů. Byly vybrány enzymy, které mají pH 

optimum podobné hodnotě pH, která se objevuje u nekrotické tkáně. Hodnota pH zdravé 

pokožky se pohybuje v rozmezí 4,8 až 6, nejčastěji se uvádí hodnota 5,5. Výhodou mírně 

acidického prostředí je zejména vyšší schopnost bakteriální bariéry, protože většina 

patogenních a saprofytických bakterií přežívá v rozmezí hodnot pH 7,2 až 7,6 (Osti 2008).  

Ve chvíli, kdy dojde k popálení kůže, zvyšuje se hodnota pH na neutrální až mírně alkalickou. 

U prvních a druhých stupňů popálenin dojde k zpětné epitelizaci v průběhu 14 dnů, zatímco  

u hlubokých druhých a třetích stupňů popálenin dochází k zpětné epitelizaci během 30 dnů  
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a zároveň vzniku hypertrofických jizev a keloidů. Jak je vidět z grafů na Obrázku 21 převzatých 

ze studie Enzo Osti (2008), hodnota pH se časem mění a těsně po popálení (měřeno 30 min  

po popálení) byla u prvního pacienta 8,5 a u druhého 8, poté se do 4. dne zvyšovala  

až k hodnotám výrazně alkalickým, následně začala klesat. Na fyziologickou hodnotu (pH 

pokožky = 5,5) se úroveň pH vrátila po 18 dnech u obou pacientů. Hodnota pH v ráně velmi 

závisí také na způsobu léčby pacienta s hlubokou popáleninou. Ve výše uvedené studii byly 

popáleniny vždy nejprve 15 minut chlazeny fyziologickým roztokem o teplotě 23 °C, poté byl 

proveden chirurgický debridement okrajů popáleniny a následně byl aplikován polopropustný 

hydrogel. Po několika dnech byl první pacient léčen pomocí obvazu Hyalomatrix (syntetická 

kyselina hyaluronová), u druhý pacient pomocí přípravku Dermasilk (čisté hedvábí obsahující 

70–78 % fibroinu a sericinu).   

 
Obrázek 21: Změna hodnoty pH v popálenině den po dni u dvou pacientů – první pacient byl léčen 

pomocí obvazu Hyalomatrix a druhý pomocí přípravku Dermasilk (Osti 2008). 
 

Pro naše účely je nejdůležitější, aby imobilizované enzymy na křemičitých nanovláknech byly 

aktivní zejména v první fázi hojení rány, tedy ve chvíli, kdy má dojít k odstranění nekrotické 

tkáně. Z grafů na Obrázku 21 je možné odečíst, že hodnota pH ihned po popálení je v ráně 8,0 

popř. 8,5, další studie uvádí, že pH v popálenině se pohybuje v první fázi spíše v neutrálním pH 

(Smith & Nephew, Inc. 2002). Z toho důvodu byly vybrány zástupci enzymů, u kterých  

se uvádí, že jejich pH optimum je v okolí 7,0. Protože se velmi liší informace o optimálním pH 

jednotlivých enzymů, bylo provedeno i rozsáhlé měření proteolytické aktivity závislé  

na hodnotě pH.  

Pro prvotním testování závislosti pH byly zvoleny 4 hodnoty: pH = 5 dále 7,8 a 9.  

Na nanovlákna o dané hmotnosti byly uvedenou metodou imobilizovány enzymy. Tyto vzorky 
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byly ponořeny vždy přesně na 1 hodinu do uvedeného pufru, poté vytaženy  

a proteolytická aktivita byla ihned měřena pomocí Lowryho metody uvedené v kap. 3.4. Byly 

použity tyto pufry: 0,1 M acetátový pufr s pH = 5,0 dále 0,1 M fosfátový pufr (pH = 7,0 a pH 

= 8,0) a 0,1 M Tris-HCl pufr s pH = 9,0. Tyto pufry byly vybírány tak, aby jejich složení 

neovlivňovalo aktivitu enzymů. Například pufr Tris-EDTA nemohl být použit, protože EDTA 

inhibuje aktivitu velké řady proteolytických enzymů. Výsledky testu proteolytické aktivity 

imobilizovaných enzymů pomocí metody A-EDC v závislosti na hodnotě pH, jsou uvedeny 

v grafu na Obrázku 22. Test byl proveden 2x vždy po 4 vzorcích od každého enzymu  

a hodnoty pH. Průměrováno bylo tedy vždy 8 hodnot. Pro svou nízkou aktivitu při všech 

testovaných hodnotách pH byl dále z výzkumu vyřazen chymotrypsin z hovězího pankreatu EC 

3.4.21.1 (CH). Více výsledků z testování proteolytické aktivity v závislosti na teplotě a hodnotě 

pH je uvedeno v kapitole 4.1, protože výsledky byly hodnoceny pomocí komplexní statistiky.   

 
Obrázek 22: Graf závislosti proteolytické aktivity enzymů na hodnotě pH. Enzymy: proteáza z Aspergillus 

oryzae (PR), bromelain ze stonku ananasu (BR), trypsin z hovězího pankreatu (TR) a chymotrypsin 
z hovězího pankreatu (CH). 

 

3.4.3 Testování proteolytické aktivity v závislosti na teplotě 

Proteolytická aktivita imobilizovaných enzymů byla testována také v závislosti na teplotě. Byly 

vybrány 4 teploty: 4, 23, 37 a 45 °C, které korespondují s podobně zaměřenými výzkumy. 

Teplota 4 °C byla vybrána, jako teplota skladování vzorků v lednici. Teplota 23 °C byla vybrána 

jako přirozená teplota v laboratoři, teplota 37 °C jako teplota těla a teplota 45 °C jako optimální 

teplota pro enzymy, při které ještě nedochází k denaturaci proteinů. Při měření proteolytické 
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aktivity v závislosti na teplotě byl substrát kasein vždy vytemperován na danou teplotu (4, 23, 

37, nebo 45 °C), poté bylo přidáno zvážené množství nanovláken s imobilizovaným enzymem  

a proteolytické štěpení probíhalo přesně 20 min opět za dané teploty. Reakce byla zastavena 

kyselinou trichloroctovou působící 30 min. Poté byly vzorky přefiltrovány přes 

polyethersulfonový filtr a dále byla všechna činidla (Lowryho a Folin-Ciocalteauovo)  

již s pokojovou teplotou, protože již byla proteolytická reakce zastavena.  Po testování byly 

jako teplotně nezávislé enzymy označeny bromelain a chymotrypsin a jako teplotně závislé 

trypsin a proteáza (viz. výsledky na Obrázku 38 v kapitole 4.1.3).   

 

3.5 Sterilizace vyrobených vzorků 

Před samotnými testy cytotoxicity bylo nutné vyřešit problém, jak sterilizovat křemičitá 

nanovlákna s imobilizovanými enzymy. Nejčastější metody sterilizace biodegradabilních 

vzorků jsou uvedeny na konci kap. 3.5.5 v Tabulce 11. Mnoho z těchto metod ovšem nemohlo 

být použito. Například sterilizace vysokou teplotou nemohla být použita kvůli imobilizovaným 

enzymům, protože díky své proteinové povaze ztrácí enzymy aktivitu již při 55-60 °C, kdy 

dochází k dentauraci proteinů a ke konformačním změnám. Další dlouho zvažovanou možností 

byla sterilizace pomocí gama záření. Nejčastěji se pro sterilizaci vzorků využívá záření  

s absorbovanou dávkou 10 až 30 kGy/h (Dai et al. 2016). Podle (Plikk et al. 2006; Yunoki et 

al. 2006; Cottam et al. 2009) není gama záření ale vhodné na tento druh vzorků, protože  

po tomto procesu dochází ke změně chemických vlastností sterilizovaných vzorků, ke snížení 

mechanické odolnosti v tahu a molekulové hmotnosti a ke zvýšení rychlosti degradace 

materiálů.  

3.5.1 Sterilizace UV zářením  

Další možností, která se ke sterilizaci běžně používá (a nebylo možné ji využít) je ozáření 

vzorků pomocí UV-C, které rozkládá nebo narušuje organické složky a zejména bílkoviny,  

ze kterých jsou enzymy tvořeny. Nevhodnost použití UV-C záření pro sterilizaci dokazuje  

i studie na podobných materiálech, jako jsou předkládány v této disertační práci. Po sterilizaci 

UV-C  chitosanových nanovláken s imobilizovanou colagenázou z Clostridium histolyticum  

(γ = 253,7 nm, vzdálenost 1 m, doba 30 min) se snížila katalytická aktivita enzymu o 13 % 

(Slováková et al. 2015). 
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Protože existuje studie (Gupta et al. 2013), která dokazuje sterilizační účinky i UV-A záření, 

byla vyzkoušena i tato metoda. UV-A záření se vyznačuje vlnovou délkou 315 až 400 nm. 

Podle výsledků Oshita a kolektivu (2007) nemělo žádný sterilizační efekt záření s vlnovou 

délkou 405 nm, ale záření s vlnovou délkou 365 a 385 již vykazovalo vysokou sterilizační 

aktivitu. Jako modelové vzorky pro zkoušky sterilizace pomocí UV-A záření byla použita 

křemičitá nanovlákna stabilizovaná na teplotu 260 °C / 2 hod., nebo 550 °C / 2 hod., silanizace 

byla provedena pomocí metody A-EDC a imobilizovány byly opět 3 enzymy zvlášť – proteáza 

z Aspergillus oryzae, bromelain ze stonku ananasu a trypsin z hovězího pankreatu. Popis vzorků 

je níže v Tabulce 10. Vzorky byly ozářeny pomocí UV-A záření o vlnové délce λ = 375 nm po 

dobu 90 min z jedné a 90 min z druhé strany vzorku. Následně byla testována antibakteriální 

aktivita metodami AATCC 147 a AATCC 100 podle normy ČSN EN ISO 20645.  

Při metodě AATCC 147 je 1 ml bakteriálního kmene Escherichia coli a Staphylococcus aureus 

(SA) o koncentraci 108 CFU/ml vyočkován jednotlivě na Petriho misku s Nutrient agarem  

č. 2., která obsahuje zkoumaný vzorek o rozměrech 1,8 x 1,8 cm. Kultivace trvá 24 hodin  

při 37 °C. Na Obrázku 23 jsou výsledky tohoto testu pro vzorek označený 260_N_B (Tabulka 

10) s použitím kmene Staphylococcus aureus. U tohoto vzorku nebyl objeven náznak halo zóny. 

 Na Obrázku 24 je výsledek stejného vzorku po testování pomocí metody AATCC 100, kde 

bylo aplikováno 100 µl bakteriálního inokula o koncentraci 105 CFU/ml na vzorek o velikosti 

1,8 x 1,8 cm. Vzorek byl umístěn do kontejnérku a kultivován 24 hod / 37 °C. Po 24 hodinách 

bylo přidáno 10 ml fyziologického roztoku, vzorek byl zvortexován – protřepán – a byl odebrán 

1 ml roztoku na Petriho misku s Nutrient agarem č. 2. Následovala kultivace 24 hod při 37 °C. 

Každý vzorek byl proveden v tripletu. Je vidět, že po ozáření pomocí UV-A (vzorek 4A) přežilo 

na vláknech jen nepatrné množství bakterií. Neupravený vzorek nanovláken s imobilizovaným 

bromelainem vykazoval výrazně nižší antibakteriální aktivitu.  

Tento fakt byl potrvzen u opakovaných antibakteriálních testů metodou AATCC100. Vždy byl 

ale výrazně vyšší efekt na antibakteriální aktivitu při ozáření UV-A záření pro kmen 

Staphylococcus aureus než pro Escherichia coli. Jedná se o porovnání nanovláken 

funcionalizovaných pomocí metody A-EDC s použitím proteázy z Aspergillus oryzae, kde 

průměr počtu kolonií z triplikátu byl 570 kolonií S.A. (Obrázek 25) a v případě stejného vzorku 

ozářeného UV-A byl průměrný počet kolonií 1 (Obrázek 26). 
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Obrázek 23: Výsledky testu AATCC 147, 
kde nebyl prokázán vznik halo zóny ani u 

vzorku sterilizovaného pomocí UV-A (4A) i 
nesterilizovaného (4B). 

Obrázek 24: Porovnání počtu kolonií 
Staphylococcus aureus mezi vzorky po 
ozáření UV-A (4A) a bez ozáření (4B), 

metoda testu AATCC 100. 
 

  

 

 

Obrázek 25: Výsledek testu AATCC100 pro nanovlákna s imobilizovaným enzymem bez ozáření 
UV-A. Průměrný počet kolonií S.A. byl 570. 

Obrázek 26: Výsledek testu AATCC100 pro nanovlákna s imobilizovaným enzymem po ozáření  
UV-A. Průměrný počet kolonií S.A. byl 1 kolonie. 
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Antibakteriální aktivita vzorků po ozáření se sice zvýšila, protože ale existuje jen velmi málo 

studií, které poukazují na dostatečnou sterilizaci UV-A zářením a muselo by být provedeno 

velmi mnoho testů pro dokázání tohoto tvrzení, bylo od této metody sterilizace upuštěno. Proto 

v této práci nejsou ani uvedeny všechny výsledky antibakteriálních testů. Naopak jako velmi 

překvapivý se ukázal ale vliv UV-A záření na proteolytickou aktivitu imobilizovaných enzymů. 

U všech 6 vzorků, které byly podrobeny antibakteriálním testům, byla změřena  

i proteolytická aktivita před ozářením a po ozáření UV-A. Aktivita byla měřena při teplotě  

37 ºC a pH = 7 pomocí Lowryho metody. U pěti vzorků ze šesti se aktivita po ozáření vzorku 

zvýšila. Pouze u vzorku stabilizovaného na teplotu 260 °C, funkcionalizovaného pomocí 

metody A-EDC s imobilizovaným trypsinem se proteolytická aktivita mírně snížila  

(viz. Tabulka 10). Ozáření UV-A zřejmě tedy napomáhá zvýšit stabilitu enzymů, a tím i jeho 

aktivitu. Při in vitro testování vyrobených vzorků na prasečí kůži bylo prokázáno,  

že proteolytická aktivita imobilizovaných enzymů je dostačující k odstranění nekrotické tkáně 

(viz. kapitola 3.10) a stabilita vzorků byla také dobrá (viz. kapitola 4.3.), proto se již vzorky  

po výrobě neozařovaly UV-A. Opět by to znamenalo nutnost velkého množství dalších testů.  

Tabulka 10: Vliv ozáření pomocí UV-A na proteolytickou aktivitu enzymů. 

Označení Teplota 
stabilizace 

Metoda 
funkcionalizace 

Enzym Aktivita proteázy 
[Units / mg nanovláken] 

Bez ozáření Po ozáření UV-A 
260_ST 260 °C ------------ ----- 0,005 ± 0,001  0,009 ± 0,001 
260_G_P C-GLU Proteáza  0,301 ± 0,010 0,367± 0,018 
260_N_P A-EDC Proteáza  0,323 ± 0,014 0,464 ± 0,018 
260_N_B A-EDC Bromelain 0,241 ± 0,011 0,314 ± 0,036 
260_N_T A-EDC Trypsin  0,299 ± 0,023 0,231 ± 0,025 
550_N_P 550 °C A-EDC Proteáza  0,412 ± 0,016 0,414 ± 0,020 

 

Další testy antibakteriální aktivity již v rámci této práce prováděny nebyly, protože stěžejním 

bodem bylo navrhnout materiál pro bezbolestné odstranění tkáně, ne materiál s antibakteriální 

aktivitou. Nízká antibakteriální aktivita by se u vzorků mohla objevit z toho důvodu,  

že enzymy díky proteolytické aktivitě rozkládají také proteiny, kterými se bakterie udržují  

na materiálu.  

3.5.2 Sterilizace ethylenoxidem 

Vyzkoušena byla i metoda sterilizace pomocí studeného etylenoxidu, po které následovalo  

14 dní odvětrání vzorků. Po této době byly vzorky podrobeny cytotoxickým testům podle 

normy ČSN EN ISO 10993-5. Konkrétně byla použita metoda MTT (více o metodě v kapitole 
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3.6.1) a byly použity 3T3-SA myší fibroblasty (pasáž 16, nasazeno 5*103 buněk / 96well). Testy 

byly prováděny přímým kontaktem. Složení média bylo následující: DMEM High Glucose, 

10% FBS, 1% ATB, 1% L-glutamin a bylo měněno každé 3 dny. Nasazena byla i pozitivní  

a negativní kontrola, ze kterých byla vypočítána 100% míra viability buněk. Hodnoty byly 

průměrovány z 10 vzorků od každého. Proliferace buněk byla jasně nejvyšší 7. testovaný den 

(testovací dny: 1., 4. a 7. den) u všech vzorků, přesto byla ale hodnota proliferace velmi nízká 

(Obrázek 27 vlevo). Při porovnání výsledků MTT testu standardních křemičitých nanovláken 

stabilizováných na teplotu 260 ℃ a sterilizovaných pomocí ethylenoxidu (označeno na levém 

grafu obrázku jako STA_1) a stejných křemičitých vláken sterilizovaných v autoklávu 

(označeno na pravém grafu obrázku jako STA_2), byla proliferace vláken po autoklávování 

vyšší zhruba desetkrát. Proto byl ethylenoxid označen za špatnou metodu sterilizace a dále 

nepoužíván. Všechny vzorky na levém grafu byly sterilizovány pomocí ethylenoxidu. 

Díky grafu napravo bylo prokázáno, že sterilizace v autoklávu nemá negativní vliv  

na viabilitu buněk. Tuto metodu sterilizace není z důvodu vysoké teploty ale možné použít  

u nanovláken s imobilizovanými enzymy, proto byla hledána další alternativa.    

 

 

Obrázek 27: MTT test viability 3T3 buněk – graf nalevo: standard sterilizovaný ethylenoxidem (STA_1), 
nanovlákna funkcionalizovaná metodou A-EDC s proteázou (A_PR), nanovlákna funkcionalizovaná 

metodou A-EDC s bromelianem (A_BR), nanovlákna funkcionalizovaná metodou A-EDC s trypsinem 
(A_TR), nanovlákna funkcionalizovaná metodou C-GLU s proteázou (A_PR), nanovlákna stabilizovaná 

na teplotu 550 ℃ a funkcionalizovaná metodou A-EDC s proteázou (A_PR_550). Graf napravo: standard 
sterilizovaný v autoklávu (STA_2). 
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3.5.3 Sterilizace ethanolem  

Ethanol je velmi dobrou metodou sterilizace pro křemičitá nanovlákna, bohužel tomu již tak 

není v případě enzymů, protože stejně jako působí ethanol na bakterie (denaturuje proteiny, 

dehydratuje buňky a rozpouští lipidy v buněčných membránách), tak působí i na enzymy  

a díky denaturaci proteinů inhibuje aktivitu enzymů (Dai et al. 2016). Dokázala to opět i studie 

s chitosanovými nanovlákny s imobilizovanou colagenázou z Clostridium histolyticum, 

(sterilizace po dobu 5 min v 80% ethanolu, poté 10 minut v 50% ethanolu a nakonec byla vlákna 

promyta třikrát ve sterilní destilované vodě.), kdy se aktivita imobilizované colagenázy po 

tomto druhu sterilizace zmenšila o 33 % (Slováková et al. 2015).  Nejčastěji se používá  

ke sterilizaci roztok 60–80%  ethanolu, který je možný tedy použít bez problému až do fáze 

funkcionalizace nanovláken, protože ještě v tomto kroku je ethanol standardně používán jako 

rozpouštědlo.   

3.5.4 Sterilizace polyvalentními alkoholy 

Jako další metodou sterilizace byly postupně testovány polyvalentní alkoholy – propylenglykol 

a glycerol. K této metodě se přešlo na základě patentu Process for sterilization of enzyme 

contaminated by bacteria (US4612169A), ve kterém byl dokázán sterilizační efekt 

polyvalentních (kombinovaných) alkoholů s 2 až 3 hydroxylovými skupinami (Iwasaki et al. 

1986). Jedná se tedy o látky: glycerol, ethylenglykol, propylenglykol, 1,3-butandiol,  

1,4-butandiol, 2,3-butandiol, 1,5-pentandiol, 1,6-hexandiol, 1,2-butandiol, 1,2,4-butanetriol, 

1,2,6-hexanetriol a podobně. Testy uvedenými v patentu bylo dokázáno, že tyto alkoholy  

ve více jak třicetiprocetním vodném roztoku (doba reakce 3 hodiny až 5 dnů, teplota  

20 až 40 °C), mají sterilizační účinek enzymů. V patentu je přímo uvedeno, že princip 

sterilizačního účinku není jasný, ale předpokládá se, že tyto polyvaletní alkoholy  výrazně 

zvyšují osmotický tlak bakterií. Z uvedených polyvalentních alkoholů se v medicíně využívá  

(a za všeobecně bezpečný je považován) glycerol a propylenglykol (Gaunt et al. 1972).   Podle 

výsledků z (Iwasaki et al. 1986) byl ke sterilizaci použit buď 52% propylenglykol,  

nebo 52% glycerol (doba reakce 3 hodiny, teplota 40 °C). Avšak v našem případě došlo  

po vyndání vláken z roztoku glycerolu k výraznému zhoršení manipulace s nanovlákny, která 

se úplně rozpadala. Dále byl tedy využit pouze roztok propylenglykolu.  

Zvlákněná křemičitá nanovlákna s teplotou stabilizace 180 °C / 2 hod. byla ponořena buď  

do 52% propylenglykolu, nebo 70% ethanolu a tyto vzorky byly podrobeny MTT testu 
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cytotoxicity buněk (více o metodě v kapitole 3.6.1) a výsledky testu na Obrázku 39 v kap. 4.3). 

Použity byly  buňky 3T3 (myší fibroblasty). Viabilita buněk sterilizovaných propylenglykolem 

byla několikanásobně nižší než při použití ethynolu. Testována byla i proteolytická aktivita 

imobilizovaných enzymů na křemičitá nanovlákna nesterilizovaných a sterilizovaných 

propylenglykolem (více o principu měření proteolytické aktivity je uvedeno v kapitole 3.4.). 

Enzymatická aktivita se ve všech třech případech po sterilizaci propylenglykolem snížila, což 

není opět žádoucí.   

3.5.5 Sterilizace pomocí filtrace kapalin 

Přešlo se tedy k metodě sterilizace pomocí filtrace. Filtrace kapalin je možná pomocí filtrů 

s průměrem pórů 0,22 µm (Jornitz et al. 2007). Protože není možné nyní zajistit z provozních 

důvodů sterilní prostředí pro výrobu nanovláken (na přístroji NanospiderTM) a následné sterilní 

prostředí při teplotní stabilizaci, byl nakonec zaveden proces dvoustupňové sterilizace. Vlákna 

byla po zvlákňování, tepelné stabilizaci, silanizaci a prvním kroku funkcionalizace 

sterilizována pomocí ethanolu. Dále byly všechny další reagencie sterilizovány pomocí filtrace 

přes filtry s průměrem pórů 0,22 µm a bylo již dále pracováno pouze ve sterilním biohazard 

boxu. Porovnání všech metod sterilizace je uvedeno v Tabulce 11. 

Tabulka 11: Metody sterilizace biodegradabilních vzorků. 

Princip Druh Testování  Výsledek Poznámka 
Zahřívání Autoklávování Ne -  
Záření Gama  Ne -  
 UV UV-C ne 

UV-A ano 
- 
Zvýšení proteolytické 
aktivity imobil. enzymů  

 
Tabulka 10 

Chemické  Ethylenoxid Ano, Testy viability 
buněk  

Zvýšení cytotoxicity 
materiálu 

Obrázek 27 

 Ethanol Ano, Testy viability, 
Testy aktivity  

Možné použít pouze do 
kroku funkcionalizace 

Obrázek 41 
Obrázek 34 

 Propylenglykol Ano, Testy viability, 
Testy aktivity  

Zvýšení cytotoxicity 
materiálu, snížení 
aktivity enzymů 

Obrázek 41,  

 Glycerol Ano, ale vlákna se 
rozpadala 

Změny struktury vláken  

Mechanické  
 

Filtrace Ano, Testy viability, 
Testy aktivity 

Vhodné od kroku 
funkcionalizace vláken 

Obrázek 41, 
34 
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3.6 Testování cytotoxicity vyrobených materiálů in vitro  

U všech léčebných preparátů je vždy nutné dodržet posloupnost požadovaných testů in vitro  

a poté in vivo. Je vždy nutné testovat, zda buňky přežijí při kontaktu s daným materiálem (testy 

cytotoxicity), zda materiály nepodporují vznik nežádoucích chemických sloučenin a zda 

nepodporují růst bakterií. Testování se provádí v souladu s normou ČSN EN ISO 10993-5, kde 

je také uvedeno, že snížení životaschopnosti buněk o více než 30 % oproti kontrole  

je považováno za cytotoxický účinek. Testy in vitro je možné provádět buď formou přímého 

kontaktu (na nanomateriály s imobilizovanými enzymy by byly přímo aplikovány buněčné 

linie) nebo formou extraktu (výluhu). Pokud byl použit výluh, byla vysušená nanovlákna před 

testy cytotoxicity zvážena a výluh byl prováděn v médiu. Pokud není uvedeno jinak,  

byla použita koncentrace 0,25 ml média na 1 mg nanovláken.  Základní testy cytotoxicity  

se velmi často provádí pomocí myších fibroblastů, poté se přechází k lidským liniím 

(endoteliální buňky, fibroblasty, osteoblasty, keratinocyty). Záleží vždy na předpokládaném 

využití vyvíjených materiálů.  

Nejčastěji je cytotoxicita testována buď pomocí metody MTT, XTT, AlamarBlue nebo cck-8. 

Použité metody jsou popsány v následujících podkapitolách a výsledky jsou uvedeny v kap. 

4.2.  

3.6.1 Test viability buněk – metoda MTT  

Metoda využívá (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid (MTT), který  

je mitochondriálními dehydrogenázami dýchacího řetězce redukován na modrofialový 

formazan. Tento formazan je v dalším kroku rozpuštěn dimethylsulfoxidem proto, aby bylo 

možné stanovit jeho koncentraci spektrofotometricky. Absorbance roztoku je měřena  

při vlnové délce 570 nm. Čím vyšší procento životaschopných buněk bylo v jamce, tím vyšší 

je absorbance a tím nižší byla cytotoxicita zkoumaného materiálu. Pokud testujeme tedy 

cytotoxicitu nanovláken, je možné buňky vystavit přímému kontaktu s nanovlákny,  

nebo vytvořit výluh z těchto nanovláken.  Při testování cytotoxicity materiálu, nebo roztoku  

se vždy stanoví více dnů, kdy bude test MTT proveden, například 1., 4. a 7. den. pokusu. Celý 

postup tohoto testu je uveden například v (Roche 2016).    
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3.6.2 Test viability buněk – metoda cck-8 

Jedná se obdobu metody MTT. Opět je pomocí metody zjišťována viabilita a proliferace buněk, 

které jsou vystaveny přímému kontaktu nebo výluhu zkoumaného materiálu, nebo roztoku. 

Používá se Dojindova vysoce rozpustná tetrazoliová sůl WST-8 (2-(2-methoxy-4-nitrofenyl) -

3- (4-nitrofenyl) -5- (2,4-disulfofenyl) -2H-tetrazolium, monosodná sůl), která je redukována 

dehydrogenázovou aktivitou v buňkách za vzniku žlutého formazanu. Ten je rozpustný  

v tkáňovém kultivačním médiu. Množství formazanového barviva, generovaného aktivitou 

dehydrogenáz v buňkách, je přímo úměrné počtu živých buněk. Míru viability  

je možné určit proměřením absorbance při vlnové délce 450 nm, podrobný postup testu  

je popsán v (Dojindo Molecular Technologies, Inc. 2016). 

3.6.3 Test viability buněk – metoda AlamarBlue 

Test je založen na schopnosti živých buněk redukovat resazurin (původní název pro Alamar 

Blue) na resorufin. K redukci dochází při spotřebě kyslíku metabolismem buněk (díky 

mitochondriálním enzymům) a vzniká růžové fluorescentní barvivo. Resorufin je možné 

detekovat spektrofotometricky nebo fluorometricky. Výsledky jsou opět vyhodnocovány oproti 

kontrole. Je možné použít výluh i přímý kontakt. Více o metodě v publikaci (O’Brien  

et al. 2000). Nevratná redukce resazurinu na resorufin může probíhat i díky mitochondriálním 

enzymům (De Fries and Mistuhashi, 1995). Výhodou testu AlamarBlue kromě cenové 

dostupnosti je, že nevykazuje žádné cytotoxické účinky při nízkých koncentracích vůči buňkám 

(při expozici maximálně 4 hodiny) (Gloeckner et al., 2001), a tak testované buňky nejsou 

zničeny, což umožňuje provádět na stejné sadě buněk další měření (Schreer  

et al., 2005). 

Hlavní výhodou metody AlamarBlue proti dalším dvěma uvedeným je netoxičnost metody.  

Je tedy možné provádět na stejné sadě buněk další měření. Výhodou metody cck-8 proti metodě 

MTT je vyšší citlivost. V prvním letech výzkumu na mé disertační práci kolegyně z tkáňových 

laboratoří, které mi pomáhaly s testy, používaly metodu MTT, později všechny  

ale optimalizovaly a používaly metodu cck-8 nebo AlamarBlue.  
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3.7 Testování stability nanovláken s imobilizovanými enzymy 

Enzymy jsou imobilizovány na vhodné materiály zejména proto, aby byla prodloužena jejich 

stabilita, nebo aby bylo možné je použít opakovaně. V našem případě jde zejména  

o prodloužení stability, aby enzymy na nanovláknech byly aktivní po delší dobu od výroby 

tohoto materiálu. Testování stability bylo tedy důležitým krokem v této disertační práci. Bylo 

testováno, za jakých skladovacích podmínek se udrží nejvyšší aktivita enzymů po co nejdelší 

dobu a jaký proteolytický enzym je nejstabilnější. 

Po elektrostatickém zvlákňování byla křemičitá nanovlákna vždy uchovávána v obalu 

z hliníkové folie, v zip sáčku ve tmě, při pokojové teplotě. Před prvním krokem úpravy povrchu 

nanovláken byla nanovlákna vždy v sušárně vyhřáta na teplotu 150 ℃ po dobu  

2 hodin pro zničení vazeb mezi povrchem nanovláken a naabsorbovanými molekulami z okolí. 

Dále byla nanovlákna zpracována podle jedné z výše uvedených metod v kapitole 3.2. Enzymy 

byly vždy imobilizovány na povrch nanovláken ihned po funkcionalizaci povrchu. V rámci 

testů stability byla nanovlákna s enzymy uchována v hliníkové folii, v zip obalu buď  

při pokojové teplotě, v lednici při teplotě 4–6 ℃ anebo v mrazáku při teplotě 18–20 ℃. V této 

kapitole jsou uvedeny modelové testy stability po 7 a 30 dnech pro metodu úpravy A-EDC 

s imobilizovanou proteázou (Tabulka 12) a pro metodu s využitím kyseliny glutarové  

(Tabulka 13). Kyselina glutarová byla v koncentraci 2 % rozpuštěna ve fosfátové pufru 

s hodnotou pH = 7,2. V případě použití kyseliny glutarové se proteolytická aktivita výrazně 

snížila již po 7 dnech. Další výsledky testů stability jsou uvedeny v kapitole 4.3. 

Tabulka 12: Reziduální proteolytická aktivita proteázy po 7 a 30 dnech skladování v závislosti na teplotě 
skladování, metoda úpravy nanovláken A-EDC. 

  Proteolytická aktivita po 7 dnech Proteolytická aktivita po 30 dnech 
Metoda A-EDC Teplota skladování [°C] Teplota skladování [°C] 

  
Enzym 

 -20 4 21 -20 4 21 
PR 100 % 97 % 89 % 97 % 96 % 75 % 

 

Tabulka 13: Reziduální proteolytická aktivita proteázy po 7 a 30 dnech skladování v závislosti na teplotě 
skladování, metoda úpravy nanovláken: APTES a kyselina glutarová.  

Metoda s kys.  
glutarovou 

Proteolytická aktivita po 7 dnech Proteolytická aktivita po 30 dnech 
Teplota skladování [°C] Teplota skladování [°C] 

  
Enzym 

 -20 4 21 -20 4 21 
PR 52 % 43 % 41 % 13 % 4 % 9 % 
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3.8 Testování rozpustnosti nanovláken s enzymy 

Další analýza byla provedena pomocí měření změny hmotnosti nanovláken při louhování 

vzorků v 0,1 M fosfátovém pufru (PBS) s pH = 7,4. Nanovlákna o rozměru cca 1 x 1 cm (vždy 

hmotnost 5–6 mg) byla nejprve zvážena a poté vložena do 3 ml PBS. Po 4 a 24 hodinách byly 

vzorky vyjmuty, vysušeny při 23 °C v sušárně přes noc a poté byly znovu zváženy. Tento druh 

měření byl proveden pro standard křemičitých nanovláken bez enzymu, pro metodu A-EDC, 

metodu B-DSC a srovnávací metodu C-GLU vždy s imobilizovaným 2% enzymem proteázou 

z Aspergillus oryzae. Testy byly prováděny v tripletu a výsledky jsou znázorněny na Obrázku 

26. Počáteční hmotnost byla vždy zprůměrována a do grafu byly poté uvedeny změny hmotnosti 

mezi počátkem pokusu a vylouženými vlákny po 4, popř. po 24 hodinách. Z grafu je patrné,  

že pouze u standardu se hmotnost po 4 i po 24 hodinách zvýšila od původní hmotnosti. Tento 

fakt zřejmě souvisí s vysokou reaktivitou povrchu nanovláken. Samotná křemičitá nanovlákna 

s SI-OH vazbami na povrchu naabsorbují na svůj povrch molekuly obsažené  

ve fosfátovém pufru. U metody A-EDC i metody B-DSC došlo vždy ke snížení hmotnosti,  

a tedy je patrné, že dochází k vymývání použitých chemikálií při úpravě povrchu, které nejsou 

kovalentně navázány, ale jsou navázány méně pevnou vazbou. Tento fakt potvrzuje i výrazné 

snížení cytotoxicity vzorků bez oplachu PBS a po oplachu 2 x 2 hodiny v PBS – viz. Obrázek 

41 a 42 v kap. 4.2. Ke snížení hmotnosti částečně samozřejmě také dochází díky rozpouštění 

samotných nanovláken. Protože ale podle in vitro testů na prasečí kůži (viz. kap. 3.10.), vlákna 

s enzymy svůj hlavní účel plní i po vymývání v PBS, byl krok promývání v PBS zařazen  

na konec procesu výroby nanovláken. U metody A-EDC a B-DSC dochází k nejrychlejší ztrátě 

hmotnosti právě v prvních 4 hodinách. Jsem si samozřejmě vědoma, že tento fakt vnáší chybu 

do měření proteolytické aktivity, protože je aktivita vztažena na hmotnost nanovláken  

a ne ve všech testech v disertační práci byla aktivita měřena až po vymývání v PBS.  
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Obrázek 28: Graf závislosti změny hmotnosti vzorků nanovláken bez / s imobilizovanými enzymy  

v mg výluhu nanovláken po 4 a 24 hodinách. 
 

3.9 Testování změny pH roztoku po louhování nanovláken s enzymy  

Podobně jako v kapitole 3.7 byly vzorky o rozměru cca 1 x 1 cm (vždy hmotnost 5–6 mg) 

ponořeny do 3 ml 0,1 M fosfátovém pufru s pH = 7,4. Po 4 a 24 hodinách byla nanovlákna 

vyjmuta a byla měřena změna hodnoty pH výluhu. Tento druh měření byl proveden  

pro standard křemičitých nanovláken bez enzymu, pro metodu A-EDC, metodu B-DSC  

a srovnávací metodu C-GLU vždy s imobilizovaným 2% enzymem proteázou z Aspergillus 

oryzae. Z výsledků je opět patrné, že k největší změně – snížení hodnoty pH – dochází 

v prvních 4 hodinách a u všech vzorků. Největší změna hodnoty pH výluhu se projevila  

u vzorku připraveného metodou A-EDC. Tento fakt koreluje i s největší změnou hmotnosti  

na Obrázku 26. Pokud tedy dochází k snížení hmotnosti vzorku (tedy jeho rozpouštění  

a výluhu), dochází zároveň ke snížení hodnoty pH výluhu.  

-3

-2,5

-2

-1,5

-1

-0,5

0

0,5

1

1,5

0 4 8 12 16 20 24 28

Zm
ěn

a 
hm

ot
no

st
i v

 m
g

Doba výluhu  v hodinách

Změna hmotnosti nanovláken bez / s enzymy v PBS v závislosti na době 
loužení  

Standard

Metoda
A (EDC)
Metoda
B (DSC)
Metoda
C (GLU)



78 
 

 

Obrázek 29: Graf závislosti změny hodnoty pH výluhu nanovláken bez / s imobilizovanými enzymy  
po 4 a 24 hodinách. 

 

 

3.10 In vitro testy na prasečí kůži  

Byly také provedeny in vitro testy působení proteolytických enzymů na popáleniny vytvořené 

na prasečí kůži. Na popálenou prasečí kůži byly umístěny vzorky nanovláken s rozměry  

1,8 x 1,8 cm. Nanovlákna s prasečí kůží byla ponechána ve vlhkém prostředí po dobu 24 hodin 

v inkubátoru při teplotě 37 °C. Další den byla vlákna odebrána z povrchu kůže a bylo okamžitě 

vidět, že v případě nanovláken s imobilizovaným proteolytickým enzymem šla popálená kůže 

oddělit od spodiny rány s minimálním úsilím, pouze velmi malým tlakem skalpelu nebo 

dokonce pouze opláchnutím destilovanou vodou. V případě standardů bez enzymů nedošlo 

vůbec k oddělení popálené kůže od spodiny rány.  

 

V rámci modelového testování byla nanovlákna stabilizována na 260 °C po dobu 2 hodin a byl 

porovnán zároveň vliv UV-A záření. V prvním případě se jednalo o nanovlákna upravená 

pomocí metody A-EDC s enzymem proteáza s Aspergillus oryzae (Obrázek 30 a 31,  

bez ozáření UV-A = vzorek A, po ozáření UV-A zářením = B), vedle byly umístěny standardy 

vláken bez enzymu (bez ozáření = vzorek C, po ozáření ultrafialovým zářením = D). V tomto 

makroměřítku nebyly pozorovány žádné vlivy UV-A záření. Po působení nanovláken s enzymy 
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bylo možné znekrotizovanou tkáň jemně setřít, což v případě nanovláken bez enzymů možné 

nebylo.  

 

 
Obrázek 30: Prasečí kůže s nanovlákny po 

24 hodinách inkubace. Nanovlákna 
upravena metodou A-EDC s proteázou bez 
ozáření (A), s proteázou po ozáření UV-A 

(B), standard bez ozáření (C), po ozáření (D). 

 
Obrázek 31: Prasečí kůže po odstranění 

nanovláken a mírném setření míst. Nanovlákna 
upravena metodou A-EDC s proteázou bez 

ozáření (A), s proteázou po ozáření UV-A (B), 
standard bez ozáření (C), po ozáření (D). 

 

V dalších testech byla použita křemičitá nanovlákna stabilizovaná na teplotu 180 ℃. Metoda 

testu byla stále stejná a výsledky jsou uvedeny na Obrázku 32. Testována byla nanovlákna 

upravená metodou A-EDC s proteázou z Aspergillus oryzae (označeno A a E), dále s metodou 

B-DSC se stejnou proteázou (označeno B a F), nebo s trypsinem (označeno C a G). Porovnání 

proběhlo opět se standardem nanovláken, které nebyly nijak upraveny (označeno D a H). 

Z fotografií je dobře znatelné, že nejlépe bylo možné nekrotickou tkáň jemně setřít  

po použití nanovláken upravených metodou B-DSC s proteázou. V prvním případě došlo pouze 

k malému narušení nekrotické tkáně a ve třetím případě k odstranění pouze povrchové části 

nekrózy. Po působení standardu opět nedošlo k žádné změně.  
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Výsledky stejných testů jsou uvedeny i na Obrázku 33. Zde bylo testováno větší množství 

vzorků. Porovnán je vliv všech tří metod a proteázy a trypsinu. Vzorky upravené metodou  

A-EDC s proteázou jsou označeny A a H, upraveny stejnou metodou, ale s trypsinem jsou 

označeny B a I. Nanovlákna upravena metodou B-DSC s proteázou jsou označena C a J, 

s trypsinem D a K. Pro porovnání byla testována i nanovlákna upravena metodou C-GLU 

s proteázou, označeno E a L a s trypsinem je označeno F a M. Jako poslední můžete vidět vliv 

  

  

  

  
Obrázek 32: Prasečí kůže po 24 hodinách inkubace, v levém sloupci s nanovlákny, v pravém po odstranění 

nanovláken. Nanovlákna upravena metodou A-EDC s proteázou (A, E) upravena metodou B-DSC 
s proteázou (B, I), upravena metodou B-DSC s trypsinem (C, G), standard bez úpravy (D, H).  
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neupraveného standardu nanovláken – označeno G a N. U metody A-EDC a metody B-DSC 

byl prokázán vždy větší vliv proteázy než trypsinu. V případě použití proteázy došlo 

k odstranění nekrózy v celé její šířce. U použití trypsinu došlo k odstranění pouze povrchové 

části nekrózy, přičemž ke kompaktnějšímu odstranění došlo v případě metody B-DSC.  

Při úpravě nanovláken pomocí metody C-GLU nedošlo k tak dokonalému odstranění jako 

v předchozích dvou případech. Při použití proteázy došlo alespoň k odstranění povrchní části 

nekrózy, po působení trypsinu ale nedošlo již k žádnému odstranění nekrózy. Bez působení  

na nekrózu opět byla pozorována i standardní nanovlákna.  
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Obrázek 33: Prasečí kůže po 24 hodinách inkubace, v levém sloupci s nanovlákny, v pravém po odstranění 
nanovláken. Nanovlákna upravena metodou A-EDC s proteázou (A, H), s trypsinem (B, I), upravena 
metodou B-DSC s proteázou (C, J), s trypsinem (D, K), upravena metodou C-GLU s proteázou (E, L), 

s trypsinem (F, M), standard bez úpravy (G, N). 
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4 Výsledky 

Dílčí výsledky jednotlivých testů byly uvedeny již v kapitole 3, kde byly uvedeny  

i nekvantifikovatelné výsledky. V kapitole 4.1 jsou uvedeny zejména výsledky, které byly 

zpracovány pomocí statistického programu. Použit byl program TIBCO Statistica.  Všechny 

naměřené výsledky byly rozděleny podle druhu výsledku do 3 skupin tak, aby byly 

porovnatelné. 

 

4.1 Vliv metody funkcionalizace, hodnoty pH a teploty na aktivitu enzymů 
 

Největší skupinu výsledků tvořily testy proteolytické aktivity imobilizovaných enzymů 

v závislosti na metodě imobilizace – metoda A-EDC, metoda B-DSC a metoda C-GLU, 

zároveň v závislosti na teplotě (4, 23, 37 nebo 45 °C), hodnotě pH (5, 7, 8 nebo 9) a druhu 

proteolytického enzymu (PR, BR, TR, CH). Tyto výsledky proteolytické aktivity byly vždy 

uvedeny v jednotkách Units/mg nanovláken, byly mezi sebou tedy porovnatelné. Očekávaným 

výstupem této skupiny testů bylo označení nejlepší metody imobilizace a nejvhodnějšího 

proteolytického enzymu, který bude vykazovat vysokou aktivitu za podmínek odpovídajících 

v popálené tkáni – hodnotě pH = 8 a teplotě 37 °C.  Protože výroba každé série vzorků trvá  

1 až 2 dny a testování aktivity trvá další celý den, z časových a zejména finančních důvodů 

nebyly provedeny všechny testy v závislosti na všech 4 proměnných. Nebylo tedy možné při 

hodnocení vždy použít vícerozměrnou statistiku a výsledky byly hodnoceny pomocí 

deskriptivní statistiky, post hoc testů, testů pro analýzu rozptylu atd.  Výchozími podmínkami 

pro všechna měření aktivity enzymů je teplota 37 °C a hodnota pH = 7,0, proto pokud byla 

testována aktivita v závislosti na teplotě, byla hodnota pH vždy 7,0 a obráceně, pokud byla 

testována aktivita v závislosti na hodnotě pH, byla teplota reakce vždy 37 °C.  

4.1.1 Vliv metody funkcionalizace nanovláken  

Nejvíce testů bylo provedeno pro metodu A-EDC, kde byla aktivita imobilizovaných enzymů 

měřena v závislosti na teplotě, hodnotě pH a druhu imobilizovaného enzymu. Na Obrázku  

34 je vidět box plot statistika pro ty kombinace hodnoty pH a teploty, které byly pro metodu  

A-EDC měřeny.  
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Obrázek 34: Box plot statistika pro metodu A-EDC. Mean znamená průměr, mean±SD označuje 

směrodatnou odchylku od průměru a mean±1, 96*SD označuje 95% interval spolehlivosti. Osa y vždy 
znázorňuje proteolytickou aktivitu enzymů v jednotkách Units/mg nanovláken. 

 

Proveden byl také post hoc test, který na rozdíl od ANOVY nepotvrdí pouze, že mezi skupinami 

existuje rozdíl, ale zjistí i, které skupiny jsou odlišené od ostatních. Konkrétně byl použit LSD 

(least significant difference) test, který aplikuje standardní t-testy na všechny možné páry 

středních hodnot vybraných skupin. Předpokladem pro použití post hoc testů jsou stejné 

rozptyly skupin. Rozdíly mezi skupinami byly testovány na hladině významnosti α = 5 %.  

Pro kontrolu byl použit ještě ze skupiny post hoc testů Tukeyův HSD (honestly significant 

difference) test a bylo vždy porovnáno, zda LSD a HSD test označil vždy stejné dvě 

porovnávané skupiny vzorků za odlišné na hladině významnosti 5 %. Všechny vzorky byly 

provedeny ve 12ti opakováních.  

V Tabulce 14 je uveden výsledek LSD testu pro metodu A-EDC teplotu 4 C° a pH = 7. Hodnoty 

označené červeně se liší na hladině významnosti 5 % a hodnoty označené černě se na této 

hladině významnosti neliší. Protože byla tato statistika provedena pro všechny naměřené 

kombinace pH a teploty, je možné vytvořit Tabulku 13. V té je uvedeno, u kterého enzymu byla 



85 
 

proteolytická aktivita za daných podmínek nejvyšší a nejnižší. Pokud je mezi dvěma enzymy 

znaménko =, nelišila se jejich aktivita na hladině významnosti 5 %. Z Tabulky 15 je tedy patrné, 

že nejvyšší aktivita byla u enzymu proteáza (PR) detekována ve 4 případech, pro bromelain 

(BR) v 1 případě, pro trypsin (TR) v 6 případech a pro chymotrypsin ani v jednom případě. 

Nejvyšší proteolytickou aktivitu za různých podmínek vykazuje tedy trypsin a dále proteáza.  

Tabulka 14: LSD test pro porovnání všech možných párů středních hodnot vybrané skupiny – červeně 
označené se liší, černě označené se neliší, metoda A-EDC, teplota = 4 ℃, pH = 7. 

 

Tabulka 15: Porovnání aktivity enzymů bromelain (BR), trypsin (TR), proteáza (PR) a chymotrypsin 
(CH) pro metodu A-EDC. V 6 případech ze 7 byla největší proteolytická aktivita naměřena u trypsinu. 

 

Již výše bylo uvedeno, proč byla další měření prováděna v menším rozsahu. Byl vyřazen enzym 

chymotrypsin, nebyla již měřena hodnota pH = 5 a po testech stability vzorků (viz. kap. 4.3., 

Tabulka 18 a Tabulka 19) byl také vyřazen bromelain. Na Obrázku 35 je tedy přehled box plot 

statistik naměřených pro metodu B-EDC. Opět byl proveden Tukeův HSD test  

a na jeho základě bylo možné vytvořit Tabulku 16. V té jsou porovnány proteolytické aktivity 

enzymů a opět byla nejvyšší aktivita v případě trypsinu (pro 4 případy ze 6), v jednom byla 

nejvyšší aktivita při použití proteázy a v jednom případě byla aktivita proteázy a trypsinu stejná. 

Nikdy nebyla proteolytická aktivita nejvyšší při využití bromelainu, což je jeden z důvodů, proč 

při testech závislosti na hodnotě pH již nebyl dále používán.  

Metoda A (EDC) Teplota reakce ve ℃ 
Hodnota pH 4 23 37 45 

5   PR>BR>TR>CH  
7 BR=TR>PR=CH PR=TR>BR=CH PR=TR>BR>CH PR=TR>BR=CH 
8   TR>PR>BR=CH  
9   TR>PR=BR=CH  
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Obrázek 35: Box plot statistika pro metodu B (DSC). Mean znamená průměr, mean±SD označuje 

směrodatnou odchylku od průměru a mean±1, 96*SD označuje 95% interval spolehlivosti. Osa y vždy 
znázorňuje proteolytickou aktivitu enzymů v jednotkách Units/mg nanovláken. 

 

Tabulka 16: Porovnání aktivity enzymů bromelain (BR), trypsin (TR) a proteáza (PR) pro metodu B-
DSC. V 6 případech ze 7 byla největší proteolytická aktivita naměřena u trypsinu. 

 

 

 

 

 

Pro porovnání byly provedeny stejné testy pro metodu imobilizace C-GLU, jako pro metodu 

B-DSC. Výsledná box plot deskriptivní statistika je na Obrázku 36. I v tomto případě byl 

proveden Tukeův HSD test a na jeho základě bylo možné vytvořit Tabulku 17. Výsledky jsou 

velmi podobné jako v případě metody B-DSC. Pouze v jednom případě (teplota = 23 ℃  

a pH = 7) byla aktivita proteázy nižší na hladině významnosti 5 % než u bromelainu.  

U metody B-DSC nebyl rozdíl mezi těmito dvěma enzymy významný.   

 

Metoda B (DSC) Teplota reakce ve ℃ 
Hodnota pH 4 23 37 45 

7 TR>BR>PR TR>BR=PR PR=TR>BR PR>TR>BR 
8   TR>PR  
9   TR>PR  
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Obrázek 36: Box plot statistika pro metodu C-GLU. Mean znamená průměr, mean±SD označuje 

směrodatnou odchylku od průměru a mean±1, 96*SD označuje 95% interval spolehlivosti. Osa y vždy 
znázorňuje proteolytickou aktivitu enzymů v jednotkách Units/mg nanovláken. 

 

Tabulka 17: Porovnání aktivity enzymů bromelain (BR), trypsin (TR) a proteáza (PR) pro metodu  
C-GLU. V 6 případech ze 7 byla největší proteolytická aktivita naměřena u trypsinu. 

 

 

 

 

 

Z těchto výsledků vyplývá, že nejvyšší proteolytická aktivita byla nejčastěji naměřena  

u enzymu trypsin. Akorát ve dvou případech byla vyšší aktivita u proteázy (nejprve v případě 

pH = 5 při a t = 37 ℃ a taky v případě pH = 7 a t = 45 ℃). V 5 případech byla aktivita proteázy 

a trypsinu stejná. Pokud se zaměříme na porovnání metod funkcionalizace, můžeme vidět  

na Obrázku 37 rozdíly v aktivitě trypsinu podle zvolené metody a hodnoty pH,  

na Obrázku 38 rozdíly v aktivitě proteázy. V případě nejdůležitějších podmínek reakce, pH  

= 8 a t = 37 ℃, byla aktivita trypsinu vždy vyšší než aktivita proteázy. Z hlediska metody 

Metoda C (GLU) Teplota reakce ve ℃ 
Hodnota pH 4 23 37 45 

7 TR>BR>PR TR>BR>PR PR=TR>BR PR>TR>BR 
8   TR>PR  
9   TR>PR  
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funkcionalizace bylo prokázáno, že aktivita trypsinu byla stejná pro metodu A-EDC a B-DSC, 

pro metodu C-GLU byla mírně nižší. V případě proteázy byla aktivita nejvyšší pro metodu  

A-EDC, mírně nižší byla pro metodu B-DSC a opět nejnižší pro metodu C-GLU. Celkově  

je ale z výsledků patrné, že metoda funkcionalizace výrazný vliv na aktivitu imobilizovaných 

enzymů nemá. K porovnání byla použita mnoharozměrná analýza rozptylu. Testovací statistika 

– Wilksova lamba slouží k testování hypotézy odlišnosti průměrů znaků v jednotlivých třídách, 

čím více se blíží číslo k hodnotě 1, tím se průměry v jednotlivých třídách liší méně, opak platí, 

čím více se číslo blíží k hodnotě 0. Z Obrázků 37 a 38 a jejich hodnot na nich je patrné,  

že průměry v případě použití trypsinu se liší méně, než průměry v případě proteázy. Je to dáno 

zejména tím, že aktivita proteázy je více závislá na hodnotě pH než u trypsinu.   

 

 
Obrázek 37: Graf vícerozměrné statistky proteolytické aktivity trypsinu v závislosti na hodnotě pH  
a metodě funkcionalizace nanovláken, vertikální sloupce označují 0,95 intervaly spolehlivosti. Osa  

y znázorňuje proteolytickou aktivitu enzymů v jednotkách Units/mg nanovláken. 
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Obrázek 38: Graf vícerozměrné statistky proteolytické aktivity proteázy v závislosti na hodnotě pH  
a metodě funkcionalizace nanovláken, vertikální sloupce označují 0,95 intervaly spolehlivosti. Osa  

y znázorňuje proteolytickou aktivitu enzymů v jednotkách Units/mg nanovláken. 
 

4.1.2 Vliv hodnoty pH na proteolytickou aktivitu enzymů 

 

Na Obrázku 37 je možné vidět pH závislost jednotlivých enzymů pro metodu úpravy 

nanovláken A-EDC. V měřeném rozsahu pH hodnot se aktivita proteázy a bromelianu  

se zvyšujícím pH snižuje a u trypsinu a chymotrypsinu naopak zvyšuje. Pokud bychom 

porovnali výsledky z těchto grafů s uváděnými pH optimy z Tabulky 9, neshoduje se uvedené 

a naměřené optimum pouze u bromelainu (nejvyšší aktivita byla naměřena při hodnotě pH = 5, 

ale v tabulce je uvedeno 6,5-7,5). Toto může nastat právě důsledkem imobilizace enzymu  

na substrát, kdy se mírně změní konformační struktura enzymu a zvýší se jeho stabilita. Proto 

se vždy doporučuje, proměřit tyto závislosti znovu po imobilizaci. Pokud srovnáme 

proteolytickou aktivitu enzymů v jednotkách Units/mg nanovláken (osa y na Obrázku 39),  

tak nejvyšší aktivita byla v rozmezí pH = 7–9 měřena u trypsinu, mírně nižší u proteázy  

(zde se o všem při pH = 9 aktivita již výrazně snižuje), ještě nižší u bromelianu a nejnižší  

u chymotrypsinu. Pro použití při léčbě popálenin samozřejmě vyžadujeme enzym, který 

vykazuje nejvyšší aktivitu v uvedeném intervalu pH a zároveň jeho aktivita je nejméně na této 

hodnotě závislá. Podle uvedených výsledků toto splňuje trypsin.  
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Obrázek 39: Grafy závislosti proteolytické aktivitu (vždy osa y) imobilizovaných enzymů metodou A-EDC 

na hodnotě pH – proteáza vlevo nahoře, trypsin vpravo nahoře, bromelain vlevo dole, chymotrypsin 
vpravo dole. Osa y vždy znázorňuje proteolytickou aktivitu enzymů v jednotkách Units/mg nanovláken. 

 

4.1.3 Vliv teploty na proteolytickou aktivitu enzymů 

Podobně byla proměřena i závislost aktivity na teplotě. Výsledné grafy jsou uvedeny  

na Obrázku 40. Všechny měřené enzymy mají nejvyšší aktivitu ze zvolených teplot při t = 45 

℃. Je to dáno zejména tím, že kromě trypsinu (kde je uvedené pH optimum již při t = 40 ℃, 

viz. Tabulka 9) je u všech enzymů teplotní optimum ještě vyšší než je nejvyšší měřená teplota 

v této disertaci. Vyšší teplota než 45 ℃ nebyla ale testována z toho důvodu, že by nebylo možné 

na popálenině kůže vyšší teplotu aplikovat. Rozdíl v aktivitě mezi 4 a 45 ℃ byl u proteázy 

0,029 Units/mg nanovláken, u trypsinu 0,019 Units/mg nanovláken, u bromelianu 0,002 

Units/mg nanovláken a u chymotrypsinu 0,006 Units/mg nanovláken. Nejvíce tedy závisí 

aktivita na teplotě v případě proteázy a trypsinu, je to ovšem dáno zejména tím, že u těchto 

dvou enzymů je aktivita při vyšších teplotách výrazně vyšší než u bromelainu a chymotrypsinu.  
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Obrázek 40: Grafy závislosti proteolytické aktivitu (vždy osa y) imobilizovaných enzymů metodou A 

(EDC) na teplotě – proteáza vlevo nahoře, trypsin vpravo nahoře, bromelain vlevo dole, chymotrypsin 
vpravo dole. Osa y vždy znázorňuje proteolytickou aktivitu enzymů v jednotkách Units/mg nanovláken. 

 

4.2 Vliv metody imobilizace enzymů na cytotoxicitu  

Dílčí výsledky testů cytotoxicity buněk již byly uvedeny na Obrázku 27 v kap. 3.5.2. Hlavním 

výsledkem testu byla 10ti násobně vyšší cytotoxicita materiálu v případě standardních 

křemičitých nanovláken stabilizovaných na teplotu 260 ℃ sterilizovaných ethylenoxidem proti 

stejnému vzorku sterilizovanému v autoklávu. Po těchto testech byl hledán jiný způsob 

sterilizace. Ač se sterilizace ethylenoxidem používá ve zdravotnictví (viz. Norma ČSN EN ISO 

10993-7 Biologické hodnocení zdravotnických prostředků: Rezidua při sterilizaci 

ethylenoxidem), na nanovlákna s enzymy má negativní vliv i po 14ti denním odvětrání. 

Zpomalení proliferace fibroblastů na elektrostaticky zvlákněných biodegradabilních 

polyesterech sterilizovaných ethylenoxidem proti sterilizovaným stejným vzorkům ethanolem, 

uvádí i další publikace (Horakova et al. 2018).  
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V rámci dalšího testu cytotoxicity provedeného výluhem po dobu 24 hodin v mediu DMEM  

a měřeného metodou cck-8, byl mimo jiné testován i vliv sterilizace ethanolem  

a propylenglykolem. Použity byl 3T3 myší fibroblasty (pasáž 21, nasazeno 1*104 buněk  

/ 96well). Složení média bylo následující: DMEM High Glucose, 10% FBS, 1% ATB, 1%  

L-glutamin. Nasazena byla i pozitivní a negativní kontrola, ze kterých byla vypočítána 100% 

míra viability buněk. Hodnoty byly průměrovány z 10 vzorků od každého. Kolorimetrický test 

byl proveden po 24 hodinách kultivace výluhu s buňkami. Výsledky tohoto testu jsou uvedeny 

v grafu vlevo na Obrázku 41. Sterilizace standardních křemičitých nanovláken probíhala buď 

v 70% ethanolu (vzorek STA_1), nebo pomocí 52% propylenglykolu (vzorek STA_2). 

Sterilizace vzorků s imobilizovanými enzymy probíhala kombinací ethanolu a filtrace kapalin 

(viz níže). Z grafu vlevo je opět patrné, že vzorky (kromě standardu sterilizováného ethanolem 

byly cytotoxické). Nové vzorky ze stejné série byly tedy ještě v biohazard boxu opláchnuty 2x 

na 2 hodiny ve fosfátovém pufru (PBS) a byly provedeny stejné testy (Obrázek 41, graf vpravo). 

Viabilita buněk se u všech vzorků zvýšila. Jako netoxické materiály byly pro buňky 3T3 poté 

označeny vzorky B_BR (metoda B-DSC s bromelainem), C_BR (metoda C-GLU 

s bromelainem) a STA_1 (standard nanovláken sterilizovaný ethanolem), přičemž pro vzorek 

C_BR bylo toto rozhodnutí označeno za sporné vzhledem k směrodatné odchylce. V tomto 

testování byl použit i vzorek označený jako D_BR. Jednalo se o metodu D – vzorek nanovláken 

upravený pouze DSC bez předchozí silanizace a karboxylace (viz. Kap. 3.2.2 a Tabulka 8). 

Tento vzorek byl ale označen jako cytotoxický před oplachem i po oplachu a nebyl tedy dále 

v disertaci používán. Sterilizace propylenglykolem byla také označena za nevhodnou  

a sterilizace vzorků probíhala již vždy následujícím způsobem.  

Sterilizace u metody A-EDC 

Nanovlákna byla zvlákněna, tepelně stabilizována, poté silanizována pomocí APTES  

a karboxylována pomocí SU. Po tomto kroku byla nanovlákna sterilizována vždy 10 min. 

postupně 100%, 70% a 50% ethanolem ředěným deionizovanou vodou. Nanovlákna byla 

předána do sterilního biohazard boxu a všechny další chemikálie (EDC, NHS, pufry, enzymy 

v pufru) byly filtrovány pomocí filtrů s průměrem pórů 0,22 µm.  

Sterilizace u metody B-DSC  

Nanovlákna byla zvlákněna, tepelně stabilizována, poté silanizována pomocí APTES  

a karboxylována pomocí SU a funkcionalizována pomocí DSC. Po tomto kroku byla 

nanovlákna sterilizována vždy 10 min. postupně 100%, 70% a 50% ethanolem ředěným 

deionizovanou vodou. Nanovlákna byla předána do sterilního biohazard boxu a všechny další 
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chemikálie (pufr s enzymy i bez enzymů) byly filtrovány pomocí filtrů s průměrem pórů  

0,22 µm.  

Sterilizace u metody C-DSC 

Nanovlákna byla zvlákněna, tepelně stabilizována, poté silanizována pomocí APTES. Po tomto 

kroku byla nanovlákna sterilizována vždy 10 min. postupně 100%, 70% a 50% ethanolem 

ředěným deionizovanou vodou. Nanovlákna byla předána do sterilního biohazard boxu  

a všechny další chemikálie (GLU, pufr s enzymy i bez enzymů) byly filtrovány pomocí filtrů 

s průměrem pórů 0,22 µm.  

 

 
Obrázek 41: Procentuální viabilita 3T3 buněk, test cck-8: negativní kontrola (NC), pozitivní kontrola 
(PC), metoda A-EDC s bromelainem (A_BR), metoda B-DSC s bromelianem (B_BR), metoda C-GLU 
s bromelianem (C_BR) metoda D s bromelinem (D_BR), standard sterilizovaný ethanolem (STA_1), 

standard sterilizovaný propylenglykolem (STA_2). 
 

Porovnání změny viability buněk před oplachem fosfátovým pufrem a po oplachu bylo ještě 

zpracováno do grafu na Obrázku 42.  
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Obrázek 42: Porovnání viability 3T3 buněk před oplachem a po oplachu PBS: negativní kontrola (NC), 
pozitivní kontrola (PC), metoda A-EDC s bromelainem (A_BR), metoda B-DSC s bromelianem (B_BR), 

metoda C-GLU s bromelianem (C_BR) metoda D s bromelinem (D_BR), standard sterilizovaný 
ethanolem (STA_1), standard sterilizovaný propylenglykolem (STA_2). 

 

V dalším kroku byla měřena proteolytická aktivita imobilizovaných enzymů před oplachem  

a po oplachu PBS. Protože se proteolytická aktivita na hladině významnosti 5 % statisticky 

významně nesnížila, byly provedeny další testy cytotoxity s vybranými materiály po oplachu 

v PBS (Obrázek 43). Protože při testech stability materiálu se ukázal bromelain jako nejméně 

stabilní enzym z testovaných (více v kap. 4.3.) a při testech proteolytické aktivity vykazoval 

nižší aktivitu než proteáza a trypsin, byly další testy provedeny s proteázou. Použita byla opět 

metoda cck-8 a 3T3 myší fibroblasty (pasáž 14, nasazeno 1*104 buněk / 96well). Složení média 

bylo následující: DMEM High Glucose, 10% FBS, 1% ATB, 1% L-glutamin. Nasazena byla  

i pozitivní a negativní kontrola, ze kterých byla vypočítána 100% míra viability buněk. Hodnoty 

byly průměrovány z 10 vzorků od každého. Vzorky byly 2x opláchnuty v PBS po dobu 2 hodin, 

poté byly vytvořeny výluhy v DMEM po dobu 24 hodin. Kolorimetrický test byl proveden po 

dalších 24 hodinách kultivace výluhu s buňkami. Z testovaných vzorků byl opět vyhodnocen 

jako netoxický vzorek upravený metodou B-DSC s proteázou. Mírně toxický byl vzorek 

s úpravou metodou A-EDC a více s metodou C-GLU.  
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Obrázek 43: Procentuální viabilita 3T3 buněk, test cck-8: negativní kontrola (NC), pozitivní kontrola 

(PC), metoda A-EDC s proteázou (A_BR), metoda B-DSC s proteázou (B_BR), metoda C-GLU 
s proteázou (C_BR), standard sterilizovaný ethanolem (STA). 

 

Pro potvrzení výsledků byla ještě testována viabilita 3T3 buněk výluhem metodou AlamarBlue 

pro metodu úpravy nanovláken B-EDC s trypsinem. Standard byl sterilizován ethanolem, 

vzorek s trypsinem dvoustupňovou sterilizací ethanolem a filtrací kapalin. Vzorky byly 

provedeny v tripletu, opět promyty v PBS a následně byl proveden výluh buď 24 hodin nebo 

72 hodin. Výsledky oproti kontrole (100 %) jsou uvedeny na Obrázku 44. Testovaný standard 

nanovláken i vzorku se prokázaly jako netoxické pro 3T3 buňky.  

 
Obrázek 44: Procentuální viabilita 3T3 buněk, test AlamarBlue: výluh 24 hodin standardu nanovláken 
(STA 24h), výluh 72 hodin standardu nanovláken (STA 72h), výluh 24 hodin nanovláken upravených 

metodou B-DSC s trypsinem (B_TR 24h), výluh 72 hodin nanovláken upravených metodou B-DSC 
s trypsinem (B_TR 72h). 
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 Celkově testy cytotoxicity prokázaly jako nevhodnou metodu sterilizace buď pomocí 

propylenglykolu, nebo ethylenoxidu. Vhodná je pouze sterilizace kombinovaná  

ethanol–filtrace kapalin. Z metod úpravy povrchu nanovláken se netoxická prokázala metoda 

B-DSC. Použitý proteolytický enzym neměl vliv na cytotoxicitu buněk.   

 

4.3 Vliv podmínek skladování na stabilitu imobilizovaných enzymů  

 

Nakonec byly provedeny testy stability materiálů – zajímalo nás zejména zachování 

proteolytické aktivity enzymů. Vzorky byly uchovávány buď v mrazáku (t = -20 ℃), v lednici 

(t = 4 ℃), nebo v laboratorní skříňce (t = 21 ℃). Po 90 dnech a po 180 dnech byla změřena 

aktivita imobilizovaných enzymů podle Lowryho metody (viz. kap. 3.4). Výsledky jsou 

uvedeny v Tabulce 18 (pro metodu A-EDC) a v Tabulce 19 (pro metodu B-DSC). Průměrovány 

byly ze 3 vzorků. Jako 100% proteolytická aktivita byla vždy zvolena hodnota naměřená ihned 

po výrobě nanovláken s imobilizovaným enzymem. Na strukturu a manipulovatelnost 

nanovláken neměla teplota skladování vzorků žádný vliv. 

Tabulka 18: Reziduální proteolytická aktivita enzymů po 90 a 180 dnech skladování v závislosti na teplotě 
skladování, metoda úpravy nanovláken A-EDC. 

  Proteolytická aktivita po 90 dnech Proteolytická aktivita po 180 dnech 
Metoda A-EDC Teplota skladování [°C] Teplota skladování [°C] 

  
 
  
Enzym 

  -20 4 21 -20 4 21 
PR 94 % 97 % 70 % 81 % 85 % 68 % 
BR 64 % 65 % 61 % 31 % 19 % 27 % 
TR 122 % 96 % 103 % 85 % 63 % 71 % 

    

Tabulka 19: Reziduální proteolytická aktivita enzymů po 90 a 180 dnech skladování v závislosti na teplotě 
skladování, metoda úpravy nanovláken B-DSC. 

  Proteolytická aktivita po 90 dnech Proteolytická aktivita po 180 dnech 
Metoda B-DSC Teplota skladování [°C] Teplota skladování [°C] 

  
 
  
Enzym 

  -20 4 21 -20 4 21 
PR 90 % 95 % 62 % 82 % 73 % 62 % 
BR 50 % 70 % 55 % 20 % 25 % 27 % 
TR 98 % 100 % 94 % 92 % 93 % 79 % 

 

Celkově byly výsledky testů stability vzhledem k hlavnímu úkolu disertační práce velmi 

příznivé. Kovalentně navázané enzymy si udržely svoji aktivitu i po 180 dnech. Pro uchování 

aktivity enzymů se neosvědčila laboratorní teplota, protože v tomto případě byla aktivita 
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enzymů nejnižší, jak po 90 i 180 dnech. Z hlediska metody imobilizace nebyl mezi vzorky 

rozdíl. Metoda imobilizace tedy nemá vliv na zbytkovou aktivitu enzymů. Prokázáno bylo,  

že bromelain má nejnižší zbytkovou aktivitu – byl tedy označen za nestabilní. Pro proteázu  

a trypsin byla reziduální aktivita vyšší při použití teploty skladování -20 ℃.  Pokud si budeme 

všímat výsledků nejlepší metody úpravy – metoda B-DSC a nejlepšího enzymu – trypsin, 

reziduální proteolytická aktivita enzymu byla po 90 dnech 98 % a po 180 dnech stále 92 %. 

Tímto byl úkol disertační práce splněn.  
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5 Doporučení na pokračování ve výzkumu 

Rozhodně bych velmi nerada ukončila výzkum v této oblasti v den odevzdání disertační práce. 

Myslím si, že téma je dobře rozvedeno a má smysl v něm pokračovat. Ať bych pokračovala já, 

nebo někdo jiný. V závěru práce se vytříbily hlavní směry, kterými by bylo dobré se zabývat. 

Optimalizován byl přesný postup úpravy povrchu nanovláken a vhodný enzym. Proto bych  

se spíše zaměřila na testování cytotoxicity in vitro na lidských keratinocytech výluhem  

i kontaktem a dále na testování in vivo. Níže je uvedeno, z jakého důvodu nebyla práce 

zaměřena více na testování kinetiky imobilizovaných enzymů. Tyto druhy testování bych tedy 

do budoucího plánu také navrhla. Z laboratorních testů lze ještě provést v rámci testů na prasečí 

kůži porovnání aplikace nanovláken s enzymy a komerčně dostupných mastí a hydrogelů 

s obsahem proteolytických enzymů. Určitě má smysl se více zaměřit i na překvapivé výsledky 

související s ozářením pomocí UV-A (zvýšení proteolytické aktivity enzymů, antibakteriální 

aktivita atd.)  Před uvedením vzorků do praxe je jistě nezbytný také krok chemické analýzy 

– jaké prvky a sloučeniny, v jaké koncentraci a za jakých podmínek by se z nanovláken 

s enzymy při aplikaci na nekrózu uvolňovaly.   
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6 Diskuze a závěr 

Dovolila jsem si diskuzi a závěr spojit, protože si myslím, že spolu tyto dvě části práce souvisí. 

Začala bych shrnutím výsledků práce. Byla provedena rozsáhla řešerše tématu, optimalizována 

metoda úpravy nanovláken, která není cytotoxická pro fibroblasty (metoda B s využitím  

N,N′-Disuccinimidyl karbonátu), byl vybrán nejvhodnější proteolytický enzym – trypsin 

z hovězího pankreatu. Byla optimalizována metoda sterilizace vzorků (kombinovaná metoda 

ethanol–filtrace kapalin). Účinnost vytvořených materiálů byla ověřena in vitro testy na prasečí 

kůži a testy stability materiálů až po dobu 180 dnů.  

Hlavní myšlenka disertační práce – navázat na úspěšnou metodu výroby křemičitých 

nanovláken a využít je k imobilizaci proteolytických enzymů, je výborný, i když opravdu těžký 

úkol. Stejně jako v jiných inovativních odvětvích výzkumu, je zde prostor pro úplně nový směr, 

vlastní myšlenky, ale zároveň narážíte na problém, že byste po modelových testech museli 

provést ještě nepřeberné množství opakovaných testů, abyste tento fakt ověřili a dostatečně 

prokázali, protože odborná literatura na toto téma neexistuje. Zde mluvím například o vlivu 

UV-A záření na sterilizaci vzorků a aktivitu enzymů.  

Zejména v prvních letech práce existovalo velmi málo studií s imobilizací enzymů  

na nanovlákna – u imobilizovaných enzymů se ale určovala jejich aktivita jinak než u volných 

enzymů v roztoku. Připočítáme-li k tomu nepřeberné množství substrátů (v našem případě 

kasein), které se využívají ke stanovení proteolytické aktivity enzymů, dostaneme několik 

prací, kde je aktivita enzymu vždy vyjádřena v jiných jednotkách – metody jsou mezi sebou 

tedy neporovnatelné.  

Samozřejmě jsem si vědoma nedostatků – zejména velké rozsáhlosti práce na úkor počtu 

opakování testů a často nedostatečného vysvětlení chemických procesů v každém kroku 

praktické části. Při sestavování osnovy práce jsme s paní docentkou samozřejmě  

ale nepředpokládaly, že se práce takto rozvětví – jmenovala bych například problém  

se sterilizací vzorků, kterému nakonec bylo věnováno několik měsíců, nebo problém 

s optimalizací metody měření proteolytické aktivity. Opravdu hodně těchto metod  

je optimalizováno na volné enzymy, poté existují substráty pouze pro jeden druh 

proteolytického enzymu, my ovšem potřebovaly porovnat aktivitu co nejširší skupiny 

proteolytických enzymů. Toto je také vysvětlení, proč se práce více nevěnovala kinetice 

enzymů. Zde by byl jistě prostor pro rozsáhlejší testování. Z hlediska vysvětlení všech 
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chemických procesů si myslím, že jsem se studiu tohoto tématu jako student oboru Materiálové 

inženýrství a textilní technika věnovala maximálním možným způsobem. Jinak by z tohoto 

hlediska jistě vypadala disertační práce organického chemika.  

Pokud se zaměřím na nedostatky práce, jsem si vědoma ještě jedné věci – občasného 

poangličtění názvů. V několika případech ani čeští odborníci nepoužívají české názvy, nebo jen 

velmi zřídka a orientují se pouze v názvech anglických. Tento problém jsem většinou řešila 

dodržováním jednoho způsobu popisu, popř. jsem se řídila jednou literaturou, anebo jsem 

vyhledala, jaký název se používá nejčastěji.  

Při hledání vhodné metody imobilizace enzymů mi byla nápomocna kniha Bioconjugate 

Techniques (Hermanson 2008). V knize s 1230 stranami jsem ovšem neobjevila chemikálii, 

kterou by bylo možné použít na náš případ imobilizace enzymů a v jejím bezpečnostním listu 

bych se dočetla, že je naprosto bezpečná. Tohoto faktu jsem si tedy vědoma a proto jsem  

se také věnovala opakovaným testům cytotoxicity, které měly jasně podle normy označit vzorky 

cytotoxické a netoxické. Z hlediska bezpečnosti při použití chemikálií samozřejmě také závisí 

na koncentraci látky (v našem případě jsou koncentrace velmi nízké) a na době kontaktu 

nanovláken s popáleninou. In vitro testy na prasečí kůži potvrdily, že není nutné aplikovat 

nanovlákna s enzymy delší dobu než 24 hodin. Podle rozsahu a stupně nekrózy by se spíše tato 

doba zkracovala. Biokompatibilita samotných křemičitých nanovláken zde také již řešena 

nebyla, protože byla již předmětem studií paní docentky Lovětinské-Šlamborové a pana 

docenta Exnara. Opět ale nepředpokládáme, že by nanovlákna byla na ráně déle jak 24 hodin. 

Pokud by nekróza nebyla za tuto dobu odstraněna v celém svém rozsahu, byl by po 24 hodinách 

vzorek nanovláken nahrazen novým.   

Při testech cytotoxicity jsem se v tkáňových laboratořích často také setkávala s otázkou,  

proč využívám k odstranění nekrózy trypsin a očekávám, že se na vzorku bude dobře dařit 

buňkám (bude zde probíhat jejich růst a proliferace). V tkáňových laboratořích se totiž tento 

enzym používá pro oddělení buněk od dna kultivačních lahviček. Pokud by někomu opravdu 

vadilo použití trypsinu ve spojitosti s označením – vyhovující materiál pro bezbolestné 

odstranění nekrózy – můžeme tedy použít proteázu, která dosahovala neméně dobrých 

výsledků. Šlo by ovšem pouze o slovíčkaření, protože enzymy mají stejný proteolytický účinek. 

V našem případě je samozřejmě trypsin používán v menší koncentraci. V principu má ale stejný 

úkol jako při práci s tkáněmi – rozdělit proteinovou vazbu mezi nekrotickou a zdravou tkání 

(jako v tkáňové laboratoři rozdělit proteinovou vazbu mezi buňkami a kultivační lahvičkou). 
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Naším úkolem bylo vymyslet, jak bezbolestně oddělíme zdravou a nekrotickou tkáň, 

nanovlákna by se tedy používala v první fázi hojení rány, v této fázi ale nepředpokládáme růst 

nových zdravých buněk, čemuž by trypsin bránil. 

Upozornila bych ještě na jeden problém, který jsem při výběru tématu disertační práce neviděla 

a díky kterému, bych si toto téma znovu zřejmě nevybrala. Jedná se o finanční náročnost 

metody. Enzymy a chemikálie potřebné k práci byly mnohdy několikanásobně dražší než 

finanční potřeby mých kolegů – studentů doktorského studia. Díky této skutečnosti  

se dokončení disertace velmi prodloužilo. Již jsem v práci uvedla jeden z mnoha příkladů  

– enzym kolagenáza se z rešerše jevil, jako velmi vhodný pro mé účely, z důvodu financí  

by bylo ale možné ho pořídit až ve čtvrtém roku doktorského studia. Opět by se tedy musely 

opakovat všechny testy.  

Po přiznání všech nedostatků práce, kterých jsem si vědoma a zopakování dosažených výsledků 

si na jednu stranu uvědomuji, že některé nedostatky práce jsou sice výrazné, ale na druhou jsem 

si připomněla, co všechno bylo dokázáno. Bylo provedeno opravdu rozsáhlé, komplexní  

měření, které díky časové náročnosti výroby nanovláken, jejich úpravy a testování, zabralo tolik 

času, jako mnohdy více jiných disertačních prací dohromady. A o to s větší radostí nyní 

disertační práci předkládám a doufám v pokračování výzkumu. Nejsem rozhodně zastáncem 

moderního způsobu výzkumu – s minimálním množstvím analýz a výsledků in vitro přejít 

k testování in vivo na zvířatech, nyní si ovšem myslím, že po testech in vitro na lidských 

kožních buňkách je tato práce připravena se posunout právě do tohoto bodu.  
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