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Abstrakt

Disertacni prace je vénovana vyvoji a testovani materidlu pro enzymaticky debridement.
Konkrétné se jedna o optimalizaci postupu imobilizace proteolytickych enzymt na kiemicita
nanovlakna. Timto zpGsobem upravena nanovlakna maji slouZzit k bezbolestnému odstranéni
nekrotické tkan¢ diky proteolytické aktivité enzym, kterd katalyzuje odstépeni nekrézy od

zdravé spodiny rany.

Hlavnim ukolem je na zakladé rozsahlé reserSe, dostupnych technik a analyzacnich pfistroja
vytvorit vhodny postup kovalentni imobilizace enzyml na nanovldkna a vybrat nejlepsi
proteolyticky enzym. Zvoleny postup byl vzdy porovnavan s jiz znamym, ale pro medicinu
nevyhovujicim postupem, ktery vyuziva (3-Aminopropyl)triethoxysilan a glutaraldehyd.
Z hlediska techniky imobilizace byl nejpodrobnéji testovan postup s vyuzitim
(3-Aminopropyl)triethoxysilanu, sukcinanhydridu a nasledné¢ esteru vytvoreného
z N-hydroxysukcinimidu a 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimidu. ProtoZe vysledky
testll cytotoxicity provadénych na mySich 3T3 fibroblastech nebyly v pfipadé vyse uvedeného
postupu uspokojivé, byl vyvinut jest¢ dalSi postup imobilizace, ve kterém byl

1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid nahrazen N,N’-Disuccinimidyl karbonatem.

V druhé ¢asti vyzkumu jsem imobilizovala na nanovlakna postupné 7 proteolytickych enzymi.
Jejich proteolyticka aktivita byla méfena pomoci spektrofotometrickych metod a byla testovana
za ruznych podminek — zmény hodnoty pH, teploty, vlivu teploty na stabilitu enzymu apod.
Jako nejvhodnéjsi enzym byl oznacen trypsin z hovéziho pankreatu, vybornych vysledkt bylo

dosazeno také s protedzou z Aspergillus oryzae.

Utinnost vytvofenych nanovlaken s imobilizovanym enzymem byla ovéfena pomoci in vitro
testll na prase¢i kiizi. Uspé§nd imobilizace byla potvrzena v ramci testil stability vzorkt — pfi
dodrzeni navrhovanych podminek skladovani, trypsin i po 180 dnech vykazoval vice jak 90%

proteolytickou aktivitu.
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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.
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1 Uvod

Ackoliv se v moderni mediciné dnes a denné objevuji nové metody pro zkvalitnéni zivota lidi
po celém svéte, zatim nebyl zcela optimalizovan U¢inny a bezbolestny postup odstranéni
nekrotické tkané. Pritom odstranéni nekrotické tkané objevujici se u vyssich stupiiti popalenin
ktze, diabetickych viedl nebo dekubiti (prolezenin), je stézejnim krokem v prvni fazi 1€cby.
Zahajit 1écbu rany odstranénim nekrézy je nutné nejen proto, ze tato tkdn nema Sanci

na zhojeni, ale ptedev§im velmi zvySuje riziko vzniku infekce.

Odborné se tento proces nazyva debridement a je mozno ho provést nékolika zptsoby. Existuje
debridement enzymaticky, autolyticky, chemicky ¢i biologicky. Kazdy ma vSak né&jaké
nevyhody, a tak se, bohuzel, i v moderni medicin¢ stale nejvice vyuziva debridement
chirurgicky, ktery spociva ve vyskrabovani nekrotické tkané¢ pomoci chirurgickych nastroju.
O bolestivosti této metody ptitom neni pochyb. Dalsi nevyhodou spojenou s touto metodou je
poskozeni 1 okolni zdravé tkan€. Pokud vezmeme jesté v tivahu, Ze popaleninami jsou velmi
Casto postizeny deti v raném veéku, jisté kazdy uzna, ze je nejvyssi Cas se vénovat vyvoji

metody, kterd by chirurgicky debridement nahradila.

Jednou z bezbolestnych metod je enzymaticky debridement vyuZzivajici proteolytickych
enzymu, které katalyzuji St€peni peptidovych vazeb mezi nekrotickou a zdravou tkéni.
Diivodem, proc¢ tento zptisob odstranéni nekrotické tkané jiz nenahradil chirurgickou metodu,
je vysoka nestabilita enzymil a jejich pH a teplotni zavislost. Enzymy jsou obecné velmi slozité
bilkovinové makromolekuly, které jsou aktivni jen za pfesné danych podminek. Jejich aktivitu
a stabilitu vyrazné zvySuje navazani (imobilizace) na vhodny material. V této disertacni praci
byla jako podpiirny material pro imobilizaci enzyma pouzita kiemicitd nanovldkna, kterd
se vyznacuji velmi reaktivnim povrchem a strukturou podobajici se mezibunécné matrix, cehoz
také ovéfeno, ze kiemicitd nanovldkna jsou biokompatibilni a biodegradabilni. Vldkna by
se tedy méla postupné rozlozit na slozky pro té€lo bezpecné. Protoze se ovSem jedna o inovativni
odvétvi moderni mediciny, je nezbytné vytvorené vzorky podrobit velkému mnozstvi testd,
provést rozsahlou reSer§i dané problematiky a zkoumat vliv mnoha faktorti ovlivitujicich

chovani enzymad.



Cilem disertacni prace je vyvinout metodu imobilizace proteolytickych enzymii na kiemicita
nanovlédkna. V soucasné dobé se nejcasteji enzymy imobilizuji pomoci glutaraldehydovych
mustkl (tedy glutaraldehydu), ktery je pro vyuziti, zejména ve zdravotnictvi, nevhodny. Proto
je nutné zaméfit se na nalezeni vhodného a ekonomicky vyhodného mechanismu imobilizace
enzymu. Cely proces vyvoje je zaméien na co nejefektivnéjsi postup vyroby materiala, ktery

by se aplikoval na poranénou pokozku.

Prace se zabyvad vSemi postupnymi kroky po elektrostatickém zvlaknéni kifemicitych
nanovkaken. Konkrétné tedy vlivem teploty stabilizace nanovlédken na vlastnosti nanovlaken,
nekolika zpisoby modifikace a funkcionalizace povrchu nanovlaken a imobilizaci vybranych
proteolytickych enzymil. Protoze je aktivita enzymil velmi zavisla na hodnoté pH, teploté
a pfitomnosti n¢kterych inhibitord, vyrobend nanovlékna jsou testovana za riznych podminek.
Déle se prace zaméfuje na testovani cytotoxicity, antibakteridlnich vlastnosti, in vitro testovani
proteolytické aktivity enzymt na praseci kiizi a vénuje se také zptisobu skladovani materialu

pro co nejdelsi zachovani stability enzymt i samotného nanovlakenného materialu.
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2 Teoreticka ¢ast

Zatim ani v moderni mediciné nebyl objeven zptlisob, jakym by bylo mozné bezbolestné
a efektivné odstranit nekrotickou tkan, objevujici se u tézkych popalenin, chronickych ran,
tézce se hojicich ran, diabetickych viedd, gangrén nebo dekubitli (prolezenin) a rozhodné
je to jedno zodvétvi mediciny, kterému se velké mmozstvi vyzkumnych pracovnika
a farmaceutickych spole¢nosti vénuje. Kazda rana je jina, proces hojeni rany ma nckolik fazi
a zavisi na mnoha dalSich faktorech — vék, pfidruzend onemocnéni, stav imunitniho systému,
pohyblivost pacienta, zda je rana sucha, nebo mokvajici, kvalité zivota a v neposledni fad¢ takeé
na dostupnosti zdravotni péce, guidelines v dané zemi, kvalit¢ lécebnych produktl
a schopnostech oSettujicich 1ékari (Strohal et al. 2013). VSichni odbornici se ale shoduji
na nezbytném prvni kroku — odstranéni devitalizované ¢asti tkan¢, ktera ma porusené krevni
zasobeni, nemé Sanci na zhojeni, prodluzuje dobu hojeni, a zejména zvysuje riziko vzniku

infekce.

Na fakt, jak je to slozity proces, poukazuje i Evropské asociace pro management ran (EWMA),
ktera vydala v roce 2013 uceleny piehled o klasifikaci ran, moznostech odstranéni odumielé
tkané a zahrnula do této publikace i ekonomické aspekty (Strohal et al. 2013). Usp&$ny vyvoj
material pro odstranéni nekrozy z ran bylo tedy nezbytné zah4jit rozsahlou resersi aktualnich
moznosti této problematiky, pfipomenout si zadkladni fakta o kizi zdravé 1 poranéné, pochopit
slozitost procesu katalyzy, kterda probiha pravé za pfitomnosti proteolytickych enzymu

a propojit tato fakta v praktické casti.

2.1 Léc¢ba ran kuze

Pro pochopeni problematiky slozitého systému 1éCby ran kiize je dualezité nejprve nastinit
n¢kolik zakladnich dogmat o kazi samotné, vzniku nekrotické tkan€, fazich hojeni

a podminkach, které hojeni ran vyrazné ovliviiuji.
2.1.1 Vlastnosti a sloZeni zdravé kuZe

Kuze je nejvetsim orgdnem téla a tvoii zevni povrch organismu. Vytvaii tedy bariéru organismu
vici okoli a chrani ho pfed vnéjSimi chemickymi, fyzikadlnimi a mikrobiologickymi vlivy.

Zdrava kiize mé diky ovliviiovani ¢innosti potnich zlaz a zmén pritoku krve ve svém krevnim
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feCisti zaroven funkci termoregulacni. Sama o sobé€ je Spatny vodic tepla. Déle hraje velmi
dilezitou roli v procesu latkové vymeény organismu, protoze se podili na procesu dychani
1 exkrece latek z organizmu. Nemalou roli ma také pfi zajiSténi spravné funkce imunitniho

systému a za urcitych podminek dochazi v ktizi i k tvorb¢ vitaminu D.

Plocha kiize dospélého ¢lovéka dosahuje 1,6 az 1,8 m? tloustka kiize se 1isi v jednotlivych
oblastech téla a pohybuje se vrozmezi 0,5 az 4 mm. Hmotnost samotné kiize je okolo
3 kilogrami. Kuze ma takovou stavbu, aby byla schopna se pfizplsobit pohybim
a tvarovym zménam téla. Sklada se ze tii hlavnich ¢asti — epidermis (pokozka), dermis (Skara)
a hypodermis (podkozni vazivo neboli subcutaneous). Vrstva nejblize k povrchu téla
— epidermis — je sloZena z keratinocytli, melanocytl, Langerhansovych a Merkelovych bun¢k,
podle oblasti obsahuje také chlupy, nehty a potni zlazy. Jedna se o vrstevnaty dlazdicovy epitel,
ktery v povrchovych vrstvach rohovati. Buniky epidermis se tvofi v bazalni vrstvé, coz je jedina
vrstva vysSich bunék smérem k dermis. Pouze v této vrstvé dochazi k mitéze koznich bunék,
poté se bunky smérem k povrchu oplostuji, ztraci jadro, postupné¢ odumiraji a rohovati.
Primérna doba mezi vznikem keratinocytu mit6zou v bazélni rovin€ a odlou¢enim na povrchu

kiize je 1 mésic (Cihak et al. 2001).

Z hlediska slozeni ktze je zde hojné zastoupena vlaknitd bilkovina keratin jako specificky
produkt keratinocytli, pfiCemz mezibunény prostor je tvofen zejména proteoglykany.
Propustnost kiize pro molekuly se 1isi v jednotlivych vrstvach a zéavisi i na okolnich
podminkach. V normdlnim stavu je pouze bazélni ¢ast epidermis propustna i pro velké
makromolekuly, proti tomu vrchni rohova ¢ast jiz tvofi bariéru pro fyzikalni a chemické
Skodliviny, ve vétsi mife i1 proti kyselindm a v mensi proti louhiim. Diky vysokému obsahu
bilkovinnych slozek v rohovité ¢asti epidermis je ale povrch kiize hygroskopicky — pfi delSim
pusobeni vody kiize bobtna a velmi se snizuje nepropustnost ktize pro vétsi molekuly. Obecné
plati, ze i za normalnich podminek vzdy dochézi k ur¢itému prachodu jakékoliv latky s malou

molekulou kiizi. Vice prochazi latky rozpustné v tucich, nez ve vodé (Cihak et al. 2001).

Prostfedni vrstva se nazyva Skdra a je tvofena fibroelastickym kolagennim vazivem. Jeji
povrchova cast je tvofena, kromé siti kolagennich a elastickych vlaken, také siti kapilarni,
nervovou a vazivovymi bunikami. V hlubsi vrstvé jsou nejvice zastoupeny snopce kolagennich
fibril, které¢ zajistuji kizi jeji taznost. V mensi mife jsou zde zastoupena elasticka vlakna

a hladk4 svalovina (Cihak et al. 2001).
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Trteti Casti, ktera spojuje kiizi s povrchovou fascii, nebo s periostem, je podkozni vazivo tvofené
hust§imi vazivovymi pruhy. Protoze se tyto pruhy v nékterych mistech upeviiuji na fascii
a periost, neni v téchto mistech kiize pohyblivd a neni mozné, aby se zde vytvofil tukovy
polstat. Tato mista jsou velmi nachylna na vznik prolezenin u osob dlouhodob¢ imobilnich.
Ze vsech vyse zminénych divodu vyplyva, ze ztrata kiize, rozsdhlé poranéni, nebo ztrata jeji

funké&nosti je Zivot ohrozujicim stavem (Cihak et al. 2001).
2.1.2 Rany obsahujici nekrotickou tkan

Nekroticka tkan nevznika pouze u vySSich stupiiti popdlenin, ale 1 u chronickych ran,
diabetickych viedl, dekubitii, gangrén, ran napadenych infekci a dalSich tézce se hojicich ran.
Muze se jednat o ranu suchou (naptfiklad adherovand nekrotickd tkan u vysSich stupni
popalenin), o ranu suchou s fibrinovym okrajem, ktery zabrafiuje hojeni, nebo o ranu
infikovanou bakteriemi tvoficimi biofilm atd. Na ran¢ odliSujeme spodinu rany, jeji okraje
a okoli rany. Cela nekroticka tkan nema nikdy Sanci na zhojeni a musi byt vzdy odstranéna
(Guo a DiPietro 2010). Nekroza je signalizovana nevratnymi zménami v jadru buiiky, dochéazi
ke karyolyze (rozpad chromatinu kvili enzymatické degradaci endonukledz), pyknoze
(zahusténi chromatinu v bunééném jadru) a nasledné karyorhyze (rozdéleni bunécéného jadra
spojené¢ s uvolnénim chromatinu do cytoplasmy). V cytoplazmé dochézi ke kondenzaci
a intenzivni eosinofilii, ztraté struktury a fragmentaci. At uz byl mechanismus bunééné smrti
jakykoli (ischemie, teplota, toxiny, mechanické trauma, nebo apoptdza), ve chvili, kdy
je nekroza na tkani jiz viditelna alespon zakladnimi zobrazovacimi metodami, piedchazela ji

smrt velkého poctu buné¢k (Majno a Joris 1995).
2.1.3 Faze rany a aspekty, které hojeni ovliviiuji

Pro efektivni vyvoj materiald, které by mély odstranit nekrotickou tkan, je velmi dilezité
rany (Simon 2019) a dalsi literatura 4 faze rany (Guo a DiPietro 2010). Pokud jsou faze
rozdéleny do tii procest, prvni je vétSinou oznacovana jako faze Cistici (exsudativni), nebo
zangtliva. Druha faze je oznaCovana jako granulacni a tfeti jako epitelizacni. Pokud je proces
hojeni rozdélen na 4 ¢asti, jedna se vétSinou o tazi hemostatickou, dale zanétlivou, proliferacni
aremodelacni (Thiruvoth et al. 2015). Nutnost odstranéni nekrozy ptichazi jiz ve fazi zanétlivé
(tedy v prvni, poptipadé¢ druhé fazi), protoze nekroza je jak funkeni, tak mechanickou

ptekazkou pro uzavirani a postupné hojeni rany. Z ¢asového hlediska u vétSiny druhii poranéni
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ktze (termického, traumatického i chemického) dochazi jiz béhem nasledujicich 24 hodin
k synchronizované viné¢ mitdéz bunék bazdlni vrstvy epidermis. Kiize se snazi zvySenim
proliferace znovuobnovit tkan a nahradit defekt. Vysledkem je vétSinou vznik kozni Supiny
na povrchu poranéni. U rozsahlejSich ran se ale mize 4. faze objevit az po tydnech ¢i mésicich

(Thiruvoth et al. 2015).

Faktori, které ovlivni hojeni ran je celd fada. Z téch lokélnich je nutné zminit v prvni fadé
infekci a oxygenaci, protoze kyslik je dllezity pro metabolismus bun¢k. Vyraznou komplikaci
pii hojeni je pfitomnost cizich téles v ran¢€, poranéni cévniho systému a rozmaceni okraji rany
(macerace). Posledni aspekt velmi ovliviiuje vhodny vybér kryti rany a jeho schopnost absorpce
exsudatu. Podle potfeby mtize byt aplikovano vlhké kryti, ¢i kombinované (Guo a DiPietro
2010). V tomto smyslu maji nanovldkna hned né¢kolik vyhod, protoze diky své vysoké porozité
se kran¢ dostane kyslik, vlakna jsou neadherentni a exsudat tedy muze vytékat zrany

(Lovétinska-Slamborova et al. 2014).

Bohuzel velkou roli v 1é€bé ran hraji i celkové faktory — vek, pohlavi, obezita, kouteni, alkohol,
strava, léky, stres, pohlavni hormony, chemoterapie a pfidruzena onemocnéni (zejména
ischemicka choroba, diabetes mellitus, krevni poruchy, hypertenze, ateroskler6za, autoimunitni

poruchy, zloutenka, uremie a mnoho dal$ich) (Guo a DiPietro 2010).

2.2 Druhy debridementu

Jako debridement je oznacovano vycisténi rany, soucast toalety rany. Spociva v celkovém
odstranéni adherované, nekrotické nebo kontaminované tkéné. Nejednd se tedy o klasické
vyCisténi rany od cizich téles, metabolickych produktti, nebo o resekci funkéni tkané
ani amputaci. EWMA definuje debridement jako proces odstranéni nekrotické tkané, escharu,
devitalizované tkan¢, infikované tkané¢, hyperkeratozy, strupu, hnisu, hematomu, cizich téles,
necistot a kostnich fragmentli za G¢elem podpory hojeni rany (Strohal et al. 2013). Tento proces
je dilezitou soucasti managementu rany, protoze CcCisté lizko rany je predpokladem
pro optimalni hojeni. Debridement je nutné provést v prvni fazi hojeni rany, protoze delsi
pritomnost nekrotické tkané¢ vede k neustdlé aktivité zanétlivych cytokinl, fibronektinu
a metaloprotedz. Odstranénim téchto slozek dojde opét ke stimulaci syntézy DNA, produkci

keratinocytli a ke sniZeni rizika vzniku infekce a tvorby biofilmu (Ramundo a Gray 2008).
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Slovo debridement pochdzi z francouzstiny a poprvé ho pouzil Henri La Dran jiz v 17. stoleti
k oznaceni incize, kterd méla podpofit odtok exsudatu z rany (O’Brien 2002). Vybér optimalni
techniky pro odstranovani nezadouci tkédné je ovlivhén mnoha faktory vcetné typu
a objemu nekrotické tkané, ptitomnosti infekce, velikosti rany, bolesti spojené s touto
technikou, pfitomnosti komorbidnich stavii véetné sepse, vaskularity rany a sousednich tkani,
preferenci pacienta a finan¢ni naroc¢nosti jednotlivych metod. Zejména v oblasti domdaci péce
a dlouhodobé péce je také ovlivnéna dostupnosti jednotlivych technik a zkuSenostmi

oSetiujiciho personalu (Ramundo a Gray 2008).

Druhii debridementu existuje celd fada. Nejcastéji se rozd€luji na aktivni a pasivni metody.
Mezi aktivni metody patii debridement chirurgicky, mechanicky, hydrochirurgicky
a ultrazvukovy, k pasivnim metoddm fadime debridement chemicky, autolyticky, biologicky,
podtlakovy a enzymaticky (Obrazek 1). Jednotlivé druhy debridementu se mezi sebou velmi

casto kombinuji.

Chirurgicky

Mechanicky

Aktivni —
Hydrochirurgicky

Ultrazvukovy

Chemicky

Autolyticky

Pasivni Biologicky

Podtlakovy

Enzymaticky

Obrazek 1: Druhy debridementu.

Chirurgicky debridement

Jedna se o nejrazantnéjsi, nejrychlejsi, ale téz nejradikdInéjsi formu debridementu. Provadi
se pomoci skalpelu, niizek, exkochleacnich 1zicek, pinzet apod. Je pouzivan na rany, které¢ musi
byt neodkladné vycistény, na infikované nekrotické rany, velmi rozsédhl¢ hluboké rany

a na diabetické viedy s nekrézami. Chirurgicky debridement mtze byt proveden najednou,
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az do krvacejici tkané, nebo muze byt nekroticka tkan odebirana postupné. Casto
je chirurgicky debridement kombinovan s méné invazivnimi metodami, zejména

s autolytickym debridementem (Brigido 2006).

Mechanicky debridement

Mechanicky debridement je jednou z nejdéle a nejcastéji pouzivanych metod — zejména v USA
(Rodeheaver 1999). Do této skupiny fadime napiiklad metodu nazyvanou wet-to-dry, kde
je principem strhavani zaschlé gazy z povrchu rany, ktera s sebou odstrani také nekrotickou
tkan. Bolestivost této (jedné z nejstarSich) metody je velmi vyrazna. Dale sem fadime pouziti
vlhké gazy, ktera se jeSté pred vyschnutim opét nahradi novou vlhkou gazou. Samotné kryti
gazou je Casto pouzivana srovnavaci metoda pro nove vyvijené druhy debridementu (Dryburgh
et al. 2008). Patii sem také otirani rdny navlh¢enymi monofilamentnimi vlakennymi materialy,

které se pouzivaji na jiz vysusené strupy. Strupy se timto postupem rozmaceji a vytiraji z rany.

Hydrochirurgicky debridement

Tento typ debridementu je jisté jednim z nejmodernéjsich. Je nejmladsi soucasti hydroterapie
a vyuziva vodu proudici pod silnym tlakem z trysky. Jeji proud s sebou strhavéa nekrotickou
tkan a bunécny detritus a vyplachuje exsudat zrany. Hydroterapie je vhodnd na rany
se zhmozdénim mékkych tkani, rany s nekrotickym okolim a s nekrézou na spodin€, na t&ézsi

popaleniny i ulcerace rizné etiologie (Brown et al. 1978).

Ultrazvukovy debridement

Ultrazvuk je v tomto odvétvi vyuzivan zejména diky své schopnosti koagulovat tkan. Podle
zvolené frekvence a intenzity muze ultrazvuk interferovat s riznymi latkami a tkanémi
(od inertnich proteinli azZ po celé bunécné organy a miize dochézet jak k destrukci tkané, tak
k fyziologické modifikaci. Jeho vlivu je mozné vyuzit nejen pii debridementu, ale zaroven pfi

stimulaci tkdn€ v hojici fazi (Strohal et al. 2013; Szokoly a Aradi 2013).

Chemicky debridement

Dal8i moznosti, jak odstranit nekrotickou tkan, je aplikace chemickych latek — chemicky
debridement. Jedna se konkrétné o latky: kyselinu salicylovou, kyselinu benzoovou, mocovinu,
nebo chlornany. Latky ptisobi na nekrozu, ale bohuzel plisobi také na okoli rany, které drazdi
a poskozuji. Chemicky debridement se tedy pouziva pouze u piipadi infikovanych ran s malym
rozsahem. U rozsahlejSich poranéni je pfili§ vysoké riziko resorpce pouzitych chemikalii

a toxické poskozeni organismu (Stryja 2006).
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Autolyticky debridement

Jedna se o postupné rozpousténi nekrotické tkané pomoci télu vlastnich enzyml — tzv.
metaloprotedz, které se v zanétlivé fazi hojeni uvoliuji ve spodiné rany, a zirnych bunck
v optimalné vlhkém prostiedi rany. Jejich ¢innosti dochazi k rozpusténi nekrotické tkané.
Vyhodou metody je vyuziti té€lu vlastnich latek, nevyhodou je ovSem nejen asova naro¢nost,
ale zejména nutnost vlhkého prostiedi rany, které vyrazné€ zvySuje riziko vzniku infekce. Z toho
diivodu neni naptiklad u pacientd trpicich diabetes mellitus tento zpiisob viibec doporucovan
(Stryja 2006). Udrzovani neustale vlhkého prostfedi v ran¢ je mozné napiiklad pomoci
hydrogeld, s obsahem vody 30 az 90 % vyrobenych z karboxymethylcelulozy (Dissemond
2006). Dale pomoci hydrokoloidniho kryti, které je vytvoieno z karbomethylcelul6zy, pektinu,
nebo Zzelatiny a po nasdknuti exsudatu se kryti méni v gel (Bouza et al. 2005). Na trhu
se objevuje také vysokoabsorpcni kryti nové generace s inteligentni technologii zajistujici
neustalou vlhkost. Nejcastéji je tvoreno z vice funk¢nich polymerti a mélo by zajistit idedlni
fyziologické podminky pro vlastni autolyticky debridement (Konig et al. 2005). Existuje
samoziejm¢ mnoho druhi modernich kryti ran, které podporuji autolyticky debridement

a zaroven obsahuji naptiklad Castice stfibra a dal$i antibakteridlni slozky (Caruso et al. 2006).

Biologicky debridement

Nejcastéji  vyuzivanym piikladem biologického zpisobu odstranéni mrtvé tkané
je larvoterapie. Jak jiz vyplyva ze samotného nazvu, vyuzivany jsou larvy — konkrétné
larvy Luciliasericata (bzucivky zelen¢). Sekrecni Stavy bzucivek obsahuji velké mnozstvi
proteolytickych enzymt, které selektivné rozruSuji nekroticky materidl. Timto materidlem
se bzulivky nésledné zivi. Zdrava tkan, granulacni tkdn ispodina rany vSak zlistavaji
neposkozeny. Spodina rany je larvami dokonce stimulovana, dochazi k jejimu lepSimu
prokrveni a stimulaci tvorby granulacni tkané, riistu fibroblasti a chondrocyti (Horobin et al.
2005). Sekret, ktery larvy produkuji, je alkalické povahy a obsahuje latky s baktericidnimi
ucinky. Ty jsou ucinné i u kment, které jsou rezistentni vici 1é¢bée antibiotiky (napt. u kmenu

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

Protoze aplikace larev do rany neni dobife sndSena Casto ani pacienty ani zdravotnickym
personalem, nov¢ se aplikuji larvy v takzvaném bioobalu, ktery obsahuje zivé sterilni larvy
a penove kulicky v sitovém vaku. Okoli rany je oSetfeno zinkovou masti, nebo hydrokoloidnim

krytim proto, aby nedochézelo k jeho podrazdéni (Evans 2002).
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Podtlakovy debridement

Podtlak, nebo-li vakuovou terapii, fadime mezi metody neptimé. Tato metoda kombinuje vlhké
kryti rany a podtlak plsobici pfiznivé na spodinu rany. Rana je poté dobfe prokrvena
a je podpofena faze granulace nové tkan€. Metoda spiSe ale jen podporuje autolyticky

debridement a sama o sob¢ nepodporuje odstranéni nekrotické tkdn¢ (Hartmann 2016).

Enzymaticky debridement

Dalsi moznosti je enzymaticky debridement. Jiz vySe bylo zminéno, ze se pro tyto ucely
pouzivaji proteolytické enzymy z ttidy hydroléz, které katalyzuji Stépeni peptidovych vazeb
(Stépeni nekrotické tkan€ od spodiny rany). Vyhodou je pouze lokalni ptisobeni enzymu, které
neposkozuje okolni zdravou tkan. Metoda je mnohem rychlejsi nez autolyticky debridement.
Nevyhodou je finan¢ni naroc¢nost a zejména nestabilita enzymi. Aktivita enzyma je velmi
zéavisla na okolnich podminkach, jako je hodnota pH, teplota, pfitomnost antiseptik atd. Enzymy
jsou vétSinou pridavany do masti nebo geli a mély by pracovat synergicky s endogennimi
enzymy pacienta. Enzymaticky debridement se v této form¢ obvykle doporucuje pouzit na rany,
které jsou klasifikovany jako stadium III nebo IV. Tyto typy ran zahrnuji vice vrstev tkan¢,
veetné vSech vrstev kiize a podkoznich tkani (Strohal et al. 2013). Protoze je tato disertacni
prace zaméfena na vyvoj materiali vyuzivajicich pravé tento druh debridementu, podrobnéji
se enzymum veénuje nasledujici kapitola. Pro ptehlednost jsou jesté jednou v Tabulce 1 uvedeny

konkrétni typy jednotlivych druhti debridementu spole¢né s jejich vyhodami a nevyhodami.
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Tabulka 1: Vyhody a nevyhody konkrétnich typi debridementu.

1 Chirurgicky Uginny u tlustsich vrstev Dochazi k poranéni krevniho zasobenti,
nekrotické tkané, rychly (Al- | nervové tkané, spodiny rany atd.
Arabi et al. 2007) Velmi bolestivy (Cardinal et al. 2009)

2 Mechanicky

24 | Wet-to-dry Rychly a u¢inny u Vysoka bolestivost a poskozeni
infikovanych nekrotickych i zdravé tkan¢ (Eneroth a van Houtum
ran 2008)

(Eneroth a van Houtum
2008)

2B | Pouziti gdzy Cenové dostupny Nutnost velmi ¢asto ranu prevazovat
(Ragnarson-Tennvall a (Ragnarson-Tennvall a Apelqvist
Apelqvist 1997) 1997)

2C | Monofilamentnit Rychly a uc¢inny (Bahr et al. | Vysoka bolestivost zejména

obvazy 2011) u rozsahlejsich ran (Bahr et al. 2011)

3 Hydrochirurgicky Moznost pouzit proud vody | Bolestivy
obsahujici antiseptické Riziko prenosu bakterii ve formé
roztoky (Strohal et al. 2013) | aerosolu na dalsi ¢asti téla pacienta,

nebo personalu

VyzZaduje dobré znalosti a praxi
osetfujiciho personalu (Daeschlein et
al. 2010)

4 Ultrazvukovy P1i aplikaci zaroven Hrozi fyziologické zmény i na okolni
stimuluje pozitivné tkan a zdravé tkani (Strohal et al. 2013)
urychluje fazi hojeni (Strohal
et al. 2013)

5 Chemicky Uginny (Hartmann 2016) U rozsahlejsich ran velmi toxicky

(Hartmann 2016)

6 Autolyticky

64 | Hydrogely Jsou prithledné a mohou mit | Neni mozné pouzit u krvacejicich ran
chladici efekt — vyuziva seu | Vysoké riziko vzniku anaerobni
popalenin (Dissemond 2006) | infekce (Gray et al. 2011)

6B | Vysokoabsorpcni Pouzitelné u ran s velkym Velmi nachylné k infekci

kryti mnozstvim exsudatu (Bowler | Pseudomonas aeruginosa
et al. 1999) Neni mozné pouzit v okoli o¢i a sliznic
z diivodu nebezpeci adheze a vysuseni
(Strohal et al. 2013)

7 Biologicky Neposkozuje zdravou tkan Neesteticke
Uginné u chronickych ran Finan¢né narocné
(Pospisilova 2009) Nemozné pouzit v okoli o¢i,

v blizkosti gastrointestinalniho a
dychaciho systému atd. (Pospisilova
2009)

8 Podtlakovy Podtlak stimuluje Neni mozné pouzit u infikovanych,
angiogenezi, aktivitu nekrotickych, krvacejicich, nebo
makrofagi a leukocytii rozsahlejSich ran
(Saxena et al. 2004) Malo ucinny (Stannard et al. 2009)

9 Enzymaticky Bezbolestny Velmi naro¢né zajistit dlouhodobou
Pouze lokalni ptisobeni aktivitu enzymu
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2.3 Enzymy vyuzitelné k odstranéni nekrotické tkané

Enzymy jsou globularni bilkovinové makromolekuly s katalytickymi funkcemi, které urychluji
chemické premény. Jsou velmi dilezitymi biokatalyzatory, které se podili na fizeni a koordinaci
chemickych reakei v organismu a s nim spojenych energetickych zmén. Predpokladany pocet
enzymil i v téch nejjednodussich systémech je pies 3000 a tidi rychlosti prakticky vsech reakci,
které v nich probihaji. Celkovy pocet enzymt se odhaduje z diivodu jejich druhové specifity
na miliardy. VétSinou katalytickou reakci vykondva slozend bilkovina (60-70 %),
kde nebilkovinna ¢ast se nazyva kofaktor. Katalyzu mize ovSem provadét i jednoducha

bilkovina (Vodrazka 1992).

SloZzenim enzymt, jejich nejdalezitéjSim castem a funkcim bude vénovana vétsi pozornost
v dalSich kapitolach. Pro spravné pochopeni a moznost vyvoje novych metod imobilizace
enzymu je také nesmirné dilezité pochopit mechanismus jejich u¢inku, moznosti aktivace

a inhibice enzymt, podminky imobilizace a mozné zpusoby stabilizace enzym1l.
2.3.1 Zaklady enzymologie

Hlavni funkci enzymu je urychleni reakci bez ovlivnéni slozeni rovnovdzné smési, nebot
zvysuji rychlost reakce obéma sméry. Smér prubéhu reakce neni ovlivnén katalyzatorem,
ale je dan energetickymi a koncentra¢nimi poméry v reagujicich systémech. Dilezitou funkci
enzymu je zajisSténi specifického pribehu reakci bez vzniku vedlejSich produkti a jejich presné
navaznosti a koordinace. S tim souvisi 1 nutnost pruzné regulace aktivity enzymua podle

meénicich se potieb organismu (Vodrazka 1992).

Diky slozitosti enzymu je velmi obtizné je chemicky vytvofit. Chemicky vytvofené enzymy
jsou samoziejmé v dne$ni dobé hojné vyuzivané, pfirodni enzymy jsou vSak mnohem
dokonalej$i. Napt. rychlost reakce ptirodnich enzymi, je az o nckolik tadt vyssi nez
u umeélych enzymi. Vodrazka v knize Biochemie (1992) uvadi, ze jedna molekula ptirodniho
enzymu je schopna za 1 sekundu pfeménit az 5 x 10* molekul substratu. Nespornou vyhodou
je jednoducha regulovatelnost jejich ucinku, netoxi¢nost a prace za mirnych podminek (teplota
20 az 40 °C, tlak 0,1 MPa a pH vétSinou kolem 7,0). Nevyhodou je jejich rychléd opotifebovanost
a vysoka citlivost k fadé¢ vlivii. Proto — a také podle potieb regulace — jsou (stejné jako ostatni

bilkoviny) stale odbourdvany a znova syntetizovany.

20



Nejjednoduseji Ize enzymy rozdélit podle mista plisobeni na intracelularni a extracelularni.
VétsSina enzymi je intracelularnich. Vznikaji tedy v buiice, zde i zlstavaji a vykonavaji své
specifické funkce. Proti tomu extracelularni enzymy jsou buiikou, kde vznikly, vylouceny
a uplatnuji se v tkdnovych kapalinach. U zivocichii zejména v travicich stavach, krvi nebo
mozkomisnim moku. Velmi ¢asto také dochazi k vytvareni tzv. prekursori aktivnich enzymad.
Buiiky vytvoii pouze inaktivni formu, kterd je tkanovymi kapalinami transportovana na mista
ucinku. Zde dochazi k limitované proteolyze, jedna se tedy o odStépeni urcité Casti inaktivni
molekuly, kterd maskuje aktivni centrum. Nékdy dochazi i k preruseni jedné ¢i vice vazeb,
pieorganizovani prostorové struktury a k aktivaci centra. Inaktivni prekursory se nazyvaji
proenzymy nebo zymogeny. V této formé se vétSinou vytvari travici protedzy ¢i enzymy

procesu srazeni krve (Vodrazka 1992).
2.3.2 Mechanismus acinku enzymu

Samotna enzymova reakce probiha vzdy v aktivnim misté enzymu. Jedna se o relativné malou
oblast enzymu s piesné rozmisténymi ur¢itymi funkénimi skupinami. Funkéni skupiny jsou
soucasti postrannich fetézcli aminokyselinovych zbytkd, které byvaji v polypeptidovém fetézci
vestavény na rtznych, nékdy dosti vzdalenych mistech. Prostorova struktura enzymi je vSak
takova, ze ve vétsiné piipadt dochazi ke srolovani dlouhych fetézcl, ¢imz se dostavaji
postranni fetézce s funkénimi skupinami do bezprostiedni blizkosti. Na tvorbé a spravné funkci
aktivniho centra se podili velké mnozstvi skupin. Nejdtlezitéjsi je katalytické centrum, vazebné
centrum a dal$i skupiny, jejichz hlavnim ukolem je vytvaret vhodné chemické prostiedi

v aktivnim centru (Vodrazka 1992).

Katalyza probihajici v organismu diky enzymim je mnohem uc¢innéjsi. Rychlost enzymové
reakce je asi 10® az 10'*nasobné vyssi neZ rychlost reakce nekatalyzované. Rychlost této reakce
zéavisi na velkém mnozstvi faktort, z nichz vétSina vychazi z osobité struktury enzymii. Velmi
dalezitym faktorem je reakcéni specifita enzymil. Rozumime tim specifitu k typu katalyzované
reakce, diky které miize dojit ke vzniku rtznych produktl z toho samého substratu. Nckteré
enzymy katalyzuji pfeménu jen jediného substratu a maji tedy absolutni strukturni specifitu,
jiné mohou katalyzovat urcitou reakci u celé skupiny substrati (skupinova specifita). Treti
skupinou jsou enzymy s relativni skupinovou specifitou, u kterych je obvyklé, ze katalyzuji
piednostné reakci jedné skupiny substratii, ale jsou schopny piisobit i na jiné skupiny substrata.

Piisobeni druhotné se jiz ale projevuje ve znateln¢ mensi mite (Vodrazka et al. 1991).
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Mechanismus ucinku enzymii probihd v nékolika krocich. Nejprve musi dojit k tomu,
Ze enzym rozpozna obecné strukturni rysy na substratu. Tak, aby mohlo dojit ke spojeni
aktivniho centra se substratem a katalyze reakce, dochédzi vétSinou po rozpoznani také
ke konformaénim zménam. Ne¢kdy se jedna pouze o pieusporadani postrannich fetézct, jindy
je moznd velkd reorganizace molekuly a odhaleni plivodné nedostupnych skupin.
Po pteorganizovani molekuly dochézi k blizkému kontaktu aktivniho mista se substratem. Bylo
zjisténo, ze aktivni zachytavani substratu z okolniho roztoku vede k velmi nizkym hodnotdm
aktivacni energie enzymovych reakci (jinak feceno — ucinnou katalyzu neni mozné pozorovat
u molekul volné se pohybujicich v roztoku, je velmi dulezity jejich vzajemny kontakt).
Vzdéalenost mezi interagujicimi atomy substrdtu a molekulami aktivnich center
se pohybuje pouze okolo 0,3 nm a vznikajici vazby jsou vétSinou nekovalentni. Takto mala
vzdalenost interagujicich skupin je vyhodna zejména proto, ze se zde i ve vodném prostiedi
nedostanou molekuly vody a misto vzniku vazby ma vétSinou jiné fyzikalni podminky nez
okolni vodné prosttedi. V aktivnim centru dochdzi nejen k piiblizeni atoml substratu
a skupin aktivniho centra, dochazi také ke zvySeni koncentrace substratu. Pfi vzniku vazby
aktivni misto—substrat dochéazi vzdy také k optimalnimu nasmérovani katalytickych skupin tak,
aby se prekryly jejich orbitaly a reakce se usnadnila pfimou interakci obou skupin (Vodrazka

etal. 1991).

Jak jiz bylo zminéno vyse, i v ptipad¢ enzymové katalyzy je nutné urcit¢é mnozstvi dodané
energie. Velikost této energie je sice nizsi nez u reakci probihajicich bez plisobeni enzymii,
nutna je vSak také. Zdrojem této aktivacni energie pro aktivaci enzymovych reakci je energie,

kterd se uvolni pfi vazbé substratu na enzym.

Pokud shrneme uvedené informace, potfebujeme enzymy piivést do pfimého kontaktu
s nekrotickou tkéani a zajistit podminky reakce takové, aby mohlo dochéazet ke konforma¢nim
zménam enzymu a k zpfistupnéni aktivniho centra. V makroméfitku nejsme schopni
jednoduchymi technikami tyto konformaéni zmény nijak analyzovat, ale vime, Ze vySe popsany
mechanismus U¢inku enzymt ovlivni pravé hodnota pH, teplota a pfitomnost urcitych
chemickych sloucenin. V této kapitole byl také vysvétlen diivod, proC je smyslem disertacni
prace navazat enzymy na nanovldkna — ta totiz dokazi ptesn¢ kopirovat povrch rany, a tedy
zajistit pfimy kontakt enzymu s nekrézou. Pokud by byly pouzity naptiklad pfili§ nepoddajné
obvazy, nezajistime Uplny kontakt s povrchem rany. V ptipad¢ zamichani enzymu do masti sice
zajistime pifimy kontakt s povrchem rany, ale zabraitujeme bohuzel ptistupu kysliku k rané
a velmi snizujeme moznost konformacnich zmén uvnitt enzymd.
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Mechanismus ucinku je pro vSechny druhy enzymu stejny, podle druhu katalyzované reakce
se ale enzymy rozd¢€luji do Sesti hlavnich tfid — oxidoreduktazy, transferazy, hydrolazy, lyazy,
isomerazy a ligazy. BliZe se budu vénovat pouze jedné podskuping hydrolaz, kterou jsou prave

proteolytické enzymy.
2.3.3 Proteolytické enzymy

Proteolytické enzymy se pro svou hlavni funkci, Stépeni peptidovych vazeb, Casto nazyvaji
peptidazy. Proteazy se d¢li na exopeptiddzy, Stépici z N-konce (aminopeptidazy) nebo
C-konce peptidu (karboxypeptiddzy), a na endopeptidazy, zameétujici se na vnitini peptidové
vazby polypeptidi. Podle katalytického mechanismu se proteolytické enzymy rozdéluji
do ctyt zakladnich skupin. Serinové protedzy obsahuji v aktivnim centru serin, vyskytuji
se pfevazné extracelularné a preferuji slabé alkalické prostfedi. K této skupiné se pfifazuji
1 protedzy s aktivnim centrem tvoienym threoninem. Ddle se jedna o cysteinové a aspartylové
proteazy, ob¢ tyto skupiny se zpravidla nachazi v intraceluldrnim prostfedi (aspartylové
proteazy také v travicim traktu) a vyzaduji kyselé prostfedi. Posledni — metaloproteazy
— obsahuji v aktivnim centru kov, nejéast&ji Zn>*, typicky se vyskytuji v extraceluldrni matrix

nebo na povrchu bunék a jsou aktivni v neutralnim prostiedi (Bugg 2004).

Inhibitory enzymu

Stejné€, jako jiné enzymy i enzymy proteolytické maji své inhibitory. Inhibitory skupinové
nespecifické jsou schopny inhibovat c¢leny vSech 4 mechanistickych tfid proteéz.
Nejvyznamnéj$im piikladem pro clovéka je alfa-2-makroglobulin. Daleko rozséhlejsi
je kategorie skupinové specifickych inhibitorti. Tyto inhibitory byly izolovany z rtiznych tkani
rozlicnych druhii a dale ze semen, vajec a télnich tekutin (Chandrasekaran 2015). Protoze
je také velka tada chemickych sloucenin, které inhibuji aktivitu proteaz, je nutné této
skutecnosti vénovat pozornost pii vybéru chemikalii napomaéhajicich nésledné imobilizaci
enzymu. Napiiklad kyselina ethylendiamintetraoctova je sice vhodna z hlediska své struktury
k pouziti jako ligand mezi podpirnym materialem a enzymem, bohuzel ale vyrazné inhibuje
aktivitu proteolytickych enzymt (Hermanson 2008). Je nutné také uvést, ze néktera antiseptika

rovnéZ inhibuji aktivitu enzymi, a tak je neni mozné soucasné pouZit.

Nejen inhibitory ale ovliviiyji aktivitu enzymt. Dalsi faktor je napiiklad hodnota pH, ktera
se i1 pro kazdy enzym. Piikladem enzymu, ktery je aktivni pii velmi nizkém pH je pepsin, pro

ktery je optimalni pH = 2,0. Mnoho enzymt poté nejefektivnéji pracuje pii pH kolem
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6-8 (napft. papain, trypsin, chymotrypsin), ve velmi zdsaditém prostiedi je aktivni naptiklad
enzymovy preparat Esperasa, ktery pracuje pii pH = 9-12, je také velmi tepeln¢ stabilni,
chemicky stabilni a hydrolyzuje velmi dobfe bilkoviny. Vlastnosti, které byly popsany
u Esperasy, jsou pravé vyzadovany u vSech enzymi, které se maji potencionalné vyuzivat
v pramyslu. Dalsimi pfedpoklady vhodného enzymu je nenarocna aktivace (popi. prevod
ze zymogenu na aktivni enzym), vysoka efektivnost enzymové katalytické reakce a moznost

jednoduché imobilizace enzymu na substrat (Vodrazka et al. 1991).

Nejcastéji se proteolytické enzymy vyuzivaji pti 1€€be travicich a zazivacich problému. Nekteré
studie zjistily, Ze proteolytické enzymy by mohly byt prospésné také pro 1écbu bolesti v krku,
osteoartrdzu a post-herpetickou neuralgii (Kleine et al. 1995; Singer a Oberleitner 1996). Dalsi
teorie, popularni v nékterych kruzich alternativni mediciny, ukazuje, Ze proteolytické enzymy
mohou pomoci pii 1€cb¢ revmatoidni artritidy, roztrousené sklerdzy a dalSich autoimunitnich
onemocnéni (Al-Khateeb a Nusair 2008). Vysledky v tomto odvétvi jsou vSak vétSinou
zastaralé, nebo byly testy provadény v malém rozsahu. Majorita védci se vSak shoduje,
ze proteolytické enzymy maji u€innost pii snizovani bolesti, pfi 1é€bé poranéni, popalenin

a pii léCbe zazivacich problémt (Parlak et al. 2013).

Enzymy, které jsou nejcastéji vybirdny pro léCbu ran, jsou uvedeny v Tabulce 2. Jedna
se o enzymy zivoc¢isné, rostlinné i bakteridlni. Velkou vyhodou naptiklad papainu je,
ze rozpousti fibrinové ¢asti nekrotické tkané v Sirokém rozmezi hodnot pH — od pH = 3,0
az po pH = 12,0 (Falabella 2006). ProtoZe ale papain potiebuje ke své aktivité sulthydrylové
skupiny, které obsahuje naptiklad cystein, je casto kombinovdn sureou (mocovinou).
Ta zaroven denaturuje proteiny, coz velmi napoméaha papainu ve §tépeni nekrotické tkané
(Shapira et al. 1973). Je ale nutné podotknout, ze papain neni komercné dostupny ve vSech

zemich.

Z bakteridlnich enzymi se velmi Casto vyuziva kolagendza. Ziskava se z Clostridium
histolyticum a vyuziva se proto, zZe je to jediny enzym, ktery je schopen $tépit trojSroubovici
kolagenu, ale nestépi keratin, fibrin, hemoglobin nebo tuk. Zdrava kiize je slozena ze 70
az 80 % zkolagenu a nekrotickd tkan je sloZena zkolagenu typu IV, glykoproteinil
a proteoglykanti. Bakteridlni kolagendza tedy urychluje Stépeni kolagenu na mensi useky
a podporuje hojeni rany také diky Stépeni piirodniho kolagenu spojujiciho zdravou

a poskozenou tkan. Rozklad nekrotické tkané je ale zavisly nejen na aktivité kolagendzy,
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ale také na aktivit¢ makrofagl a dalSich protedz (Falabella 2006; Piillen et al. 2002; Ramundo
a Gray 2009).

Dtlezitym proteolytickym enzymem je také streptokindza, kterd $tépi fibrin mezi argininem
a valinem a katalyzuje pfeménu plazminogenu na plazmin. Plazmin je proteolyticky enzym,
ktery nasledné rozpousti fibrinova vlakna (fibrinolyza) a celou fadu plazmatickych proteini
na polypeptidy a aminokyseliny. Casto se pouziva v kombinaci se streptodornzou, ktera
rozpousti viskdézni nukleoproteiny nekrotickych bunck a hnisu, aniz by ovliviiovala zdravé
bunky (Strohal et al. 2013). Diky Sté€peni fibrinu, ale neni mozné pouzit streptokinazu k 1écbé
akutnich ran, protoze by mohla vyrazn¢ zvysit krvacivost v rané. Streptodornaza zase muze
zpisobit horecku, zimnici, nebo leukocytézu (zvySeny pocet bilych krvinek v krvi) kvili
absorpci ¢asti purind a pyrimidinii. Streptokinaza a streptodornaza se mohou také projevit jako
antigen a zpusobit aktivaci protilatek. Pouziti téchto enzymut Casto vedlo 1 k podrazdéni
zdravého okoli rany, objevovalo se svédéni a zarudnuti (Smith 2008), proto nebyla

streptokinaza a streptodornaza v praktické ¢asti viibec pouzita.

Tabulka 2: Druhy enzymii pouZivanych v 1é¢bé ran, preloZeno z (Dissemond 2006).

Zivotisny Fibrinolyzin Bovinni (hovézi) plazma
Deoxyribonukledza Bovinni pankreas
Multienzymovy komplex koryst Krunytovka krillova
Kolagenaza Krab kamcatsky
Katalaza Konska jatra

Rostlinny Papain Papaja obecna
Bromelain Ananas

Bakterialni Kolagenaza Clostridium histolyticum
Streptokinaza Streptococcus haemolyticus
Streptodornaza Streptococcus haemolyticus
Sutilain Bacil senny

VysSe uvedené enzymy jsou nejcastéji pridavany do masti a hydrogeld, nebo podavany jako
Cistd enzymatickd externa. Masti je vétSinou nutné aplikovat jednou az dvakrat denné€ a jsou
kombinovény 1 s jinou metodou debridementu (nejcastéji chirurgickou). Produkty s enzymy

dostupné na ¢eském a svétovém trhu jsou uvedeny v Tabulce 3.
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Tabulka 3: Produkty pro enzymaticky debridement dostupné na ¢eském a svétovém trhu.

Revamil® med, ktery aktivuje pomoci peroxidu ano (Wanszelbaum
hydrofilni gel vodiku protedzy a obsahuje 2016)
glukozaoxidazu bojujici proti infekci
Iruxol Mono mast obsahujici kolagenazu z ano (SUKL 2019)
Clostridium histolyticum a smés
dalsich proteaz
NexoBrid Cisty inertni gel obsahujici bromelain ~ ano (MediWound Ltd.
2018)
Pana-Veyxal® mast s kombinaci chymotrypsinu, ano (Weiron
Salbe trypsinu, papainu a vitaminit A a E veterinarni ~ Dynamics, s.r.0.
2018a)
SunLitan® PA Zink sprej s enzymy (trypsin, chymotrypsin, ano (Weiron
papain), vitaminy A a E, allantoinem a  veterinarni ~ Dynamics,
glycerinem s.r.0. 2018b)
Xenaderm mast obsahujici trypsin a ricinovy olej  ne (Healthpoint, Ltd.
Ointment 2019)
Collagenase mast obsahujici kolagenazu z ne (Smith &
SANTYL® Clostridium histolyticum Nephew, Inc.
Ointment 2008)
Accuzyme® hydrofilni mast obsahujici papain a ne (Wright a Shi
Papain-Urea ureu 2003)
Debriding
Ointment
Varidase mast obsahujici streptokinazu a ne (Rutter et al.
topical streptodornazu 2000)
Fibrinolysin mast obsahujici fibrinolyzin ne (Druglnfo 2007)
W/DNASE —
topical oitment

Nejcastéjsimi produkty, které se na trhu objevuji, jsou masti s kolagendzou a masti s papain
-ureou. Gely ze streptokindzy a streptodornazy jsou pomérné drahé a byla prokazana i alergie
na tyto enzymové gely (Strohal et al. 2013). U masti se ¢asto doporucuje zvlhcovani suchych
spodin ran naptiklad pomoci fyziologického roztoku, u infikovanych ran se doporucuje
kombinace s antibiotiky (ale napf. u masti IRUXOL MONO neni mozné pouzit soucasné
antibiotika tyrothricin, gramicidin a tetracykliny). U této masti neni mozné diky kolagenaze
pouzit zaroven ani antiseptika, t€zké kovy a mydla. Aplikace masti je doporucovana dvakrat
denné a prevaz je nutny minimalné jedenkrat denné. Je nutné se vyvarovat aplikaci masti

na okolni zdravou tkan (SUKL 2019).
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Enzymy jsou do masti Casto jen ptfimichany, pii pouziti hydrogeli se nc¢kdy jedna jiz
o pevnéjSi chemické vazby. Pfi pouziti masti je dilezité zdiraznit, Ze se jednad spiSe
o podplrnou metodu, kterd je v naprosté vétSin€ pripadii kombinovéana jesté s mechanickym

odstranénim nekrézy. Netesi tedy zasadni problém tématu disertacni prace.

Pro pochopeni moznosti navdzani (imobilizace) enzymii na substrat — v nasem piipade
kfemicita nanovlakna, jsou v nasledujici kapitole uvedeny zdkladni moznosti a zpusoby
imobilizace. V tuto chvili bych jesté rada — pro spravnou orientaci v textu — upozornila na fakt
pievzaty z odborné literatury. Pojem substrat se pouziva nejen pro latku, ze které vznikaji pti
katalyzované reakci enzymt produkty, ale také pro materialy, na které se enzymy pouze

navazuji (imobilizuji) a nijak je neovliviiuji.

2.4 Imobilizace enzymii na substrat

Imobilizace enzymu je velmi dalezitym krokem pfi praci s enzymy. Vazba enzym a nosic
zvySuje nejen enzymovou stabilitu, ale umoznuje také opakované pouziti katalyzatoru
a snadngj$i odstranéni z reak¢ni smési. Zptsobii imobilizace je velka fada, ne vSechny jsou vSak
efektivni a v nékterych ptipadech dochazi k imobilizaci enzymu na substrat pouze na velmi

omezenou dobu (Talbert a Goddard 2012).
2.4.1 Pouzivané substraty pro imobilizaci enzymu

Pro imobilizaci enzymt je mozné pouzit jak substraty porézni, tak neporézni. Pro vétsi kapacitu
vazby enzymu a vyssi ochranu vazby pted prostfedim, jsou ve vétSin€ pripadl lepsi substraty
porézni. U vSech poréznich materialii vSak nelze jednoznacné zajistit kontrolovanou velikost
a distribuci pora, které by pomohly zoptimalizovat moznou kapacitu naimobilizovaného
enzymu nebo pritokové vlastnosti systému enzym-—substrat. Porézni a neporézni substraty
je mozno vyrabét zorganickych, anorganickych i anorganicko—organickych materiald,
z ptirodnich 1 umélych. Vyhodou anorganickych substratti je vyssi stabilita jak fyzikalni,
tak chemicka i mikrobialni. Vyhodou pfirodnich materiali je lepsi biokompatibilita. Nejlepsi
materidly by tedy mély byt pfirodni anorganické, kterymi je napiiklad bentonit, nebo oxid
kfemicity. Imobilizace enzymi na oxid kfemicity, jak ve formé nanovlaken, nanocastic i folii
ukazuje velmi dobré vysledky pii vyvoji substrdtu pro imobilizace biomolekul (enzymd,
antibiotik, ristovych faktort, proteini a jinych). NejCastéji pouzivanym syntetickym

anorganickym materialem v této oblasti je sklo, pouziva se neporézni a kontrolované porézni.
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Dalsimi materialy jsou kovy a oxidy kovu s kontrolovanou velikosti pora (Purkrtova 2012).
Podobné problematice jako je feSena v této disertacni praci — zpisobiim piipravy nosicli na bazi
skla s imobilizovanymi protilatkami se vénuje napiiklad ¢esky patent pfihlaseny jiz v roce 1986

(Marek et al. 1989), opét je ale pro imobilizaci pouzivan glutaraldehyd.

Jako organické nosice pro imobilizaci molekul se zdaji nejlepsi pfirodni polymery, napf.
polysacharidy (celuléza, dextran, agar, agar6za, chitin, alginat) a proteiny (z nich nejcastéji
kolagen, albumin). Ze syntetickych organickych materiali jsou témi nejpouzivanéj$imi
polystyreny a polypropyleny, dale polyakrylaty, polymetylakrylaty a polyakrylamidy
(Purkrtova 2012).

2.4.2 Zpisoby imobilizace na substrat

Imobilizaci lze rozdélit na vratnou a nevratnou. Mezi vratné metody imobilizace fadime
fyzikalni adsorpci, iontovou, afinitni a kovovou vazbu, a také vazbu pomoci disulfidickych
mustkl (Obrazek 2). Principem prvnich tiech metod je vzdy adsorpce enzymu na povrch
substratu diky nekovalentnim vazbam. V prvnim ptipadé€ dochazi k vazb¢ enzym—substrat diky
vodikovym mistkim; van der Waalsovym sildam nebo hydrofobni interakci. Vratna
je tato interakce proto, Ze 1ze rozd¢€lit vazbu zménou podminek (napt. pH, iontova sila, teplota,
polarita rozpoustédla). Radime sem i vazbu disulfidovym mistkem, ktera je sice kovalentni,
ale mize byt rozdélena reakci s vhodnym <¢Cinidlem (DTT ¢&i B-merkaptoethanol)
za mirnych podminek. Podminkou vzniku disulfidového mustku je obsah volné thiolové
skupiny, ktera neni nutné pro zachovani struktury jak u enzymu, tak u nosice (reaktivni disulfid
¢i oxidy disulfidu — thiosulfinatové, thiosulfonatové skupiny). Reaktivitu thiolové skupiny

je poté mozno modelovat zménou pH (Purkrtova 2012). Nejvhodnéjsi jsou samoziejme pevné,

dlouhotrvajici (kovalentni) vazby, které neni mozné jednoduse prerusit vnéj$imi vlivy.

v

Asi nejrozsitenéjsi imobilizacni technikou je vazba enzym-nosi¢ pomoci kovalentni vazby.
Velka rozsifenost této metody je umoznéna Sirokou Skalou reakci zévislych na funkéni skupiné
pfistupné pro danou matrici (nosic). Principem této metody je aktivace substratu v dasledku
modifikace jeji funkéni skupiny, ta zpiisobi vznik aktivované skupiny piimo v fetézci
polymeru. Aktivace vétSinou vede k vytvoreni elektrofilni skupiny na polymeru, ktera nasledné
reaguje se silnym nukleofilem v imobilizovaném proteinu (Mateo et al. 2007). Pro naslednou
reakci aktivované skupiny matrice s enzymem se nejcastéji vyuziva téchto skupin v proteinech:

lysin (e-amino skupina); cystein (thiolova skupina); aspardgova a glutamova kyselina
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(karboxylova skupina) (Chen et al. 2013). Reaktivita skupiny v postrannim fetézci proteinu

je urcena stavem protonizace (= vliv pH) a sleduje nasledujici zdkonitost:
S-> SH > O-> NH;> COO-> OH > NH3 (Chen et al. 2013)

Nevyhodou této metody je nutnid aktivace nosie, vyhodou je pevnost vazby. Protoze
se u veétSiny metod jiz doporucuje spise vlhké prostiedi v rané, hrozi také odtok aktivnich latek
(v naSem piipad¢ enzymi). Pti kovalentnim navazani vSak tento problém odpada ( Lovétinska-
Slamborova et al. 2014). Specialnim druhem kovalentni vazby je tedy vazba disulfidickymi
mustky, kterd je vratna, ostatni kovalentni vazby jsou nevratné. Ve vétSin€ piipadl jsou
nevratné také metody nazyvané zachyceni, enkapsulace a prokiizeni (Obrazek 2). Prikladem
kovalentni vazby casto vyuzivané pro imobilizaci enzymu je vazba pomoci glutaraldehydu

a vazba epoxy skupinou (Purkrtova 2012).
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Obrazek 2: Vratné metody imobilizace enzymii na substrat - pieloZeno z (Guisan 2006).

2.4.3 Imobilizace pomoci glutaraldehydu

Je to jedna z nejpouzivanéjSich metod. Je mozné pouzit glutaraldehyd bud’ pfimo pro aktivaci
substratu, nebo je Casto také vyuzivana metoda, kdy dochéazi nejprve k aktivaci substratu amino
skupinami pomoci (3-Aminopropyl)triethoxysilanu, a poté k prokiizeni enzymu
a nosice za pomoci glutaraldehydu (Obrazek 3). Principem je vznik Schiffovy baze, ktera

vznikd po 0,5 az 2 hodindch u substrati funkcionalizovanych aminovou skupinou
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a glutaraldehydem v 1 az 5% vodném roztoku — Casto ve fosfatovém pufru spH = 7,0
(Swarnalatha et al. 2013; Zhang et al. 2013), popt. v citratovo-fosfatovém pufru s pH = 6
(Yewale et al. 2013). Pfesny popis funkcionalizace pomoci glutaraldehydu piimo na
kfemicitych nanocasticich silanizovanych pomoci APTES je uveden v ¢lanku Dandavate a kol.
(2009). Po této reaketi je druha volna aldehydova skupina glutaraldehydu k dispozici pro stejnou
reakci s NH2 skupinou enzymu. Zbyvajici volné aldehydové skupiny se inaktivuji glycinem
nebo ethanolaminem. N¢kdy se provadi redukce Schiffovych bazi jesté borohydridem, pfi¢emz
vznikla vazba je stabilnéjSi. Imobilizace pomoci glutaraldehydu je sice u¢inna a efektivni,
nevyhodou je vSak samotny glutaraldehyd, ktery neni biokompatibilni (Chen et al. 2013). Pro
bunky je toxicky (Beauchamp et al. 1992) a vyuziva se spiSe jako dezinfekce.
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Obriazek 3: Dva zpiisoby vyuZiti glutaraldehydu pro imobilizaci enzymii — preloZeno z
(Guisan 2006).

Dokladem tohoto tvrzeni je i studie Bayata a kol. (2019) vénujici se vyvoji chitosanovych
nanovldken s bromelainem, ktery byl jiz rozpustén v roztoku pro elektrostatické zvlaknovani,
a byl tedy ve 2% nebo 4% koncentraci soucasti ptimo vytvofenych nanovlaken. V pfipad¢, kdy
byla pro zvyseni stabilizace téchto vlaken pouZzita metoda prokiiZzeni (blize o metod¢ je uvedeno
nize v této kapitole) pomoci glutaraldehydu, byl materidl pro lidské kozni fibroblasty
cytotoxicky (konkrétné pii pouziti 4% roztoku bromelainu). Pfitom jinak byla samotna
chitosanova nanovlakna, chitosanové nanovlékna s 2 % i 4 % bromelianu a samotny bromelain
pro uvedeny druh bunécéné linie netoxické. Z téchto diivodl nebyl glutaraldehyd k imobilizaci

vybran. Vzhledem tomu, ze je to ale nejCastéji pouzivana metoda pro imobilizaci enzymu
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v jinych odvétvich nez medicinskych, byla tato metoda pouzita jako srovndvaci a hlavnim

ukolem disertacni prace bylo nahradit pravé tento ligand.

Dalsim ptikladem nevratné metody imobilizace je tedy zachyceni enzymu (entrapment). Jedné
se o prichyceni enzymu do polymerni struktury, kterd dovoli substratu a produktim volné
prochdazet, ale enzym zistane zachycen. Zpisoby zachyceni mohou byt pomoci gelu, polymeru,
vlakna a mikro-enkapsulace (Kim et al. 2006). Nevyhodu tato metoda skyta
v omezeni pfenosu hmoty skrze membranu nebo gely. Nejznaméjsi technikou vyuzivajici
zachyceni enzymu je imobilizace v sol-gelu. Enzym je zachycen do matrice SiO» a nosi¢ vznika
kyselou ¢i bazickou hydrolyzou tetraalkoxysilanti (napf.: [Si(OR)4], [RSi(OCH3)3], nebo
[Si(OCH3)4])).

Nevratnou imobilizaci zajist'uje i takzvana enkapsulace. Nejcastéji se k imobilizaci enkapsulaci
vyuzivd monovrstva ¢i  dvojvrstva fosfolipidd. Velkou vyhodou tohoto postupu
je moznost sméfovani komplexu enzym-—substrat, proto se vyuziva u cilené¢ dopravy léciv.
Metoda se také pouziva u Spatné rozpustnych latek. Posledni ze zminovanych metod
je prokiizeni (jinak také nazyvano cross-link). Pro tuto techniku je sice nezbytné pouziti
bifunk¢niho ¢inidla (nejcastéji glutaraldehydu), na druhou stranu je to jedna z méla metod, diky
kterym je mozna imobilizace 1 multimernich enzymu (Chen et al. 2013). V Tabulce 4 jsou
porovnany faktory ovliviiujici vybér zptsobu imobilizace u 4 nejcastéji pouzivanych metod
imobilizace — adsorpce, kovalentni vazby, zachyceni a enkapsulace. Pro imobilizaci enzymu
v této praci byla vybrana kovalentni vazba enzymu na nanovldkna, protoze se jednd
o vazbu silnou, kterd nezabranuje difuzi. Soucasné se vznikem kovalentni vazby dochazi diky
velmi reaktivnimi povrchu nanovldken zaroven k adsorpci na jejich povrch. Tento fakt

je samoziejmé pozitivni, protoze dochdzi k vyssi GispéSnosti imobilizace enzym1.

Tabulka 4: Porovnani metod imobilizace enzymi (Purkrtova 2012).

Priprava jednoducha slozita slozita jednoducha
Naklady nizké vysoké stiedni vysoké
Vazebna sila lisi se silna slaba silna
Uvolnéni enzymu ano ne ano ne
Uplatnitelnost Siroka selektivni Siroka velmi Siroka
Vliv matrice ano ano ano ano
Zabrany pro difuzi ne ne ano ano
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2.5 Vyuziti nanovlaken jako substratu pro imobilizaci enzymiu

Nanovlakna jsou vldkna s primérem od 1 do 999 nm, piicemz jejich délka vyrazné pievysuje
prumér. Diky velmi malému priméru ziskavaji nanovldkna odlisné vlastnosti nez vlakna
s pramérem v mikrometrech, nebo milimetrech. Cim mensi je primér, tim vétsi je zakfiveni
povrchu. Diky této skutecnosti je povrch nanovldken velice reaktivni a jejich mérny povrch
velmi vysoky — jednd se o jednotky az desitky m*g. Pro vyuziti nanovlaken pii 1é¢bé ran
je také dilezité, Ze nanovldkna maji stejné mechanické vlastnosti jako vldkna s vétSim

primérem, jsou tvarovatelnd a mohou se ptizptsobit relié¢fu rany (Slamborova et al. 2014).

Byl prokazéan také ucinek nanovladken na nové se tvofici tkan pii 1écbé ran. ProtoZze jsou
nanovldkna svou strukturou velmi podobnda mezibunécné hmoté, pozitivné ovliviuji
uspotadani, tvar a funkci bunék v prvni fazi tvorby nové kiize (Chandrasekaran et al. 2011).
Nanovlakna je mozno vytvofit n€kolika zplisoby od vymyvani ¢astic, separace fazi, metodou
3D tiskaren, odstfedivym zvlaknovanim a elektrospinningem (elektrostatickym zvlakiovanim),
tedy zvlaknovanim pfi G€inku elektrického pole (Tamayol et al. 2013). Pravé posledni ze

jmenovanych metod je asi tou nejznamé;jsi a nejcastéji pouzivanou.

Pokud se zamétime na vyuziti elektrostaticky zvlaknénych nanovlaken k imobilizaci enzymii,
Srbova a kolektiv (2016) ve své praci porovnavali stabilitu proteolytického enzymu trypsinu
navdzané¢ho na chitosanova nanovldkna bud’ kovalentni vazbou, nebo adsorpci. Vysledkem
prace je opctovné fakt, ze stabilita trypsinu se pomoci kovalentniho navéazéani oproti
naadsorbovani na nanovldkna nékolikanasobné zvysila. Je to ovSem jen jedna z velmi mala
praci, ktera se touto problematickou zabyva, navic vlastnosti chitosanovych vlaken se velmi
Casto méni pii kazdém zvlakiiovani. Nanovlakna vyrobena touto metodou maji pramér vldken
vétSinou od 10 do 100 nanometrti, vykazuji se velmi vysokou porozitou s propojenymi pory,
¢imz se redlné priblizuji struktufe mezibunééné hmoty (Ingavle a Leach 2014). Porozita
zaroven zajistuje dalSi dulezitou vlastnost nanovldken — bezproblémovy piistup kysliku
do rany a odtok exsudatu z rany, aniz by pory prosly bakterie, které jsou jiz vétSich rozméra

(Najafabadi et al. 2014).

2.5.1 Vyroba kiemicitych nanovliken

Pti ptripravé nanovldken pomoci elektrostatického zvlaknovani dochazi k tvorbé nanovlaken
z polymerniho roztoku nebo taveniny v elektrostatickém poli. Za rozSifeni této metody

se velmi zaslouzila také Technickd univerzita v Liberci spole¢né s firmou Elmarco skrze
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svétovy patent na vyrobu nanovlaken v primyslovém meéfitku (A method of nanofibres
production from a polymer solution using electrostatic spinning and a device for carrying out

the method — W02005024101A1) (Jirsak et al. 2005).

Blize popisi pouze princip elektrostatického zvlaknovani z polymerniho roztoku, protoze tento
zpusob byl pouzit pro vyrobu kiemiCitych vldken vyuzivanych v piedkladané praci. Pti
elektrostatickém zvladknovani dochazi spolecné se zvySovanim intenzity elektrického pole
ke vzniku Taylorovych kuzelli na povrchu polymerniho roztoku. Pfi pievazeni repulsivnich
elektrostatickych sil nad povrchovym napétim roztoku dochazi k vylétnuti fetézce polymerniho
roztoku z anody ke katod¢ se sou¢asnym velmi rychlym odpafovanim rozpoustédla. Vysledkem
jsou vytvofend nanovldkna sbirana na kolektor. Vyslednou morfologii vytvofenych nanovlaken
ovlivituje velikost zvoleného napéti (¢im vyssi napéti, tim lep$i homogenita a uniformita

vléken) a vzdalenost mezi anodou a katodou.

Kfemicitd nanovldkna byla vyrobena elektrostatickym zvldknovanim =z prekurzoru
tetracthoxysilanu, ktery se postupnym zranim meéni ze solu na gel (SLAMBOROVA et al.
2014). Aby bylo mozné vytvofit roztok pro zvldknovani nanovlaken metodou sol-gel, kde
se bude roztok postupné ménit ze solu na gel pomoci kyselé katalyzy, je nutné udrzet molarni
pomér vody a tetraethoxysilanu v rozmezi 1,6 az 3 (k = [H20] / [tetraethoxysilan] = 1,6-3)
a molarni pomér kyseliny a tetracthoxysilanu vrozmezi 0,001 az 1 (m = [kyselina]
/ [tetraalkoxysilan] = 0,001-1). Pro vyrobu vhodného roztoku pro zvlaknovani je nutné v dal§im
kroku oddestilovat rozpoustédlo v takovém mnozstvi, aby vyslednd koncentrace SiO> byla

v solu 28 az 44 hmotnostnich procent.

K vyrobé nanovlaken pro jedno zvlaknovani bylo tedy vzdy pouZzito 300 ml tetracthoxysilanu
a 330 ml isopropylalkoholu. Po 15 minutach bylo k témto chemikaliim ptidano dalSich 200 ml
isopropylalkoholu, 8 ml 2M kyseliny chlorovodikové a 60 ml destilované vody. Smés byla
kontinualné¢ michana s frekvenci asi 200 otacek za minutu po dobu 50 minut. Poté byl pocet
otacek zvysen na 300 za minutu a vystaven teploté¢ 200 °C po dobu 2 hodin v olejové 1azni.
V poslednim kroku bylo oddestilovano asi 400 ml isopropylalkoholu. Vznikly sol byl

uchovavan v polyethylentereftaldtové lahvi a nasledné elektrostaticky zvlaknén.

K elektrostatickému zvldknovani dochazi vzdy jen za urcité viskozity. ProtoZe sol se postupné
meéni na gel a neustale zvySuje svou viskozitu, musi byt tato fyzikalni veli¢ina vzdy peclivé

kontrolovana. Optimalni viskozita pro elektrostatické zvldkiovani solu vyrobeného vyse
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uvedenym zptlisobem je v rozmezi mezi 55-70 dPas. Sol byl vzdy zvldknén z volné hladiny
na bezjehlovém piistroji Nanospider™ od firmy Elmarco za pfesné kontrolovanych podminek
(vzdalenost elektrod: 140 mm, rychlost posuvu podkladu na kolektoru: 0,2 mm/s, elektrické
napéti: 57 kV, vlhkost vzduchu: 33 % a laboratorni teplota: 23 °C).

2.5.2 Stabilizace nanovliken pomoci teploty

Vlédkna je nutné po zvlakiiovani tepelné stabilizovat. Teplota stabilizace poté ovliviiuje zejména
pocet aktivnich SI-OH skupin pro naslednou vazbu s aminoalkoxysilany a rychlost rozpusténi
vyrobenych nanovlaken s tim, ze plati, ¢im vyssi teplota, tim pomalejsi rozpousténi. Vlivu
teploty stabilizace na téchto vlaknech se jiz vénovala piedchozi prace (Studnickova et al. 2007),
ve které byl zkoumdn vliv teploty stabilizace vlaken na jejich vlastnosti. PouZzita byla
termogravimetrickd analyza a infracervena spektroskopie. Vldkna byla vzdy teplotné
stabilizovana do 800 °C, testovany byly 4 rychlosti zahtivani od 1 °C za minutu az po 10 °C
za minutu. Testovanim bylo zjisténo nasledujici — pfi teplot¢ 100 °C se uvoliluje pouze
fyzikdln¢ vazana voda, k dal§i zméné dochéazi okolo teploty 350 °C, pfi které dochézi
k uvolnéni vody vézané v Si-OH skupindch a k uvolnéni vSech ostatnich organickych
sloucenin. Po vystaveni vladken teploté 550 °C po dobu 2 hodin se jiz nevyskytuje ve vlaknech
nic jiného nez amorfni oxid kiemicity. K preméné na kiemenné sklo dochazi kolem teploty

850 °C (Studnigkova et al. 2007).

Na zakladg t&chto a dalsich vysledki testi pani docentky Ireny Lovétinské-Slamborové a pana
docenta Petra Exnara byly stanoveny 3 rtizné teploty stabilizace, u kterych byl dale zkouman
vliv teploty na vlastnosti nanovléken. Jednalo se o teploty 180 °C, 260 °C a 550 °C. Tyto teploty
odpovidaji optimalnim rychlostem rozpousténi kiemicitych nanovldken v télnich tekutinach
podle pozadovaného uéelu. Cim je vyssi teplota, tim je pomalej§i rozpousténi (Paprékova

2017).

Teoreticka Cast byla vénovana vysvétleni, pro€ je nutné v prvnim fazi hojeni ran klize odstranit
nekrotickou tkan a pro¢ tento tkon neni jednoduchy. Enzymaticky debridement neni urcité
jediny pouzitelny zptisob, je zde ale velkd moznost pro vyvoj metody bezbolestného odstranéni

nekrdzy s vyuzitim vSech vyhod nanovléken.
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3 PRAKTICKA CAST

Prakticka cast disertacni prace se vénuje optimalizaci imobilizacniho procesu proteolytickych
enzymu na kifemicita nanovlakna takovym zplisobem, aby si enzymy zachovaly co nejdéle svou
aktivitu a mohly byt timto zptisobem pouzity pifi odstranéni nekrotické tkdn¢€ povrchovych ran.
Postup vyroby nanovlédken nebyl v této disertacni praci feSen, ani nijak upravovan, prace je
zaméfena zejména na kovalentni navazani proteolytickych enzyml pomoci zdravotné
nezdvadnych ligandii a vybér co nejvhodnéjsiho proteolytického enzymu. Testovano bylo tedy
nékolik druht ligandt, vliv teploty a hodnoty pH na proteolytickou aktivitu enzymu, byly
provedeny opakované testy cytotoxicity, testy stability, antibakteridlni testy, testy na modelu

popalené praseci ktizi a dalsi.

3.1 Kiemicita nanovlakna a vliv teploty stabilizace na jejich vlastnosti

Pro vyrobu vzorkii napomadhajicich bezbolestnému odstranéni nekrotické tkané byla
na zékladé diivéjsich vysledkd tymu pani docentky Ireny Lovétinské-Slamborové vybrana
kifemic¢itd nanovlakna. Popis jejich vyroby je uveden v patentu Nanofiber structure with
immobilized organic agens and the method of its preparation — WO 2014026656 Al
(Slamborova et al. 2014), zkracené také v kapitole 2.5.1.

Hodnota teploty pro stabilizaci zvlaknénych nanovlaken byla v prvnich letech prace na mé
disertaci ovlivnéna kvalifikacnimi pracemi studentky Markéty Paprckové. Ta se vénovala
ve své bakalatské a nasledné diplomové praci vlivu teploty stabilizace kifemicitych nanovlaken
na jejich rozpousténi ve vodném prostiedi (Paprckova 2014) a poté ve vybranych télnich
tekutinach (Paprckova 2017). NejdilezitéjsSim vysledkem bakalédiské prace studentky
Paprckové pro mou vlastni disertacni praci bylo zjiSténi, ze nanovldkna stabilizovana
pfi teploté mensi nez 400 °C lze povazovat za zdravotné nezdvadna (v pfipad¢ rozpousténi
ve fyziologickém roztoku), vlakna tepelné zpracovana pii 500 °C jiz dosahuji hrani¢nich hodnot
a vlakna stabilizovand na vyssi teplotu nez 500 °C jiz nespliuji kritéria pro bezpecné

rozpousténi.

V ramci diplomové préace studentky Markéty Paprckové byl zkouman vliv teploty stabilizace
na rozpousténi nanovlaken v télnich tekutinach. V praci je uvedeno, Ze rozpousténi vétSiny

nanomaterialii probiha podle kinetiky prvniho fadu. Diky tomu je mozné odhadnout polocas
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rozpouSténi nanovlaken jako miru jejich biodurability (schopnosti odoldavat chemickym
a fyziologickym zméndm). Vystavit nanovldkna plisobeni simulovanych télnich tekutin
a méfit polocas rozpousténi je jedna z méala moznosti, jak odhadnout interakci daného materialu
s biologickym prostfedim (Maxim et al. 2006). Studentka Paprckova porovnavala své vysledky
se zavery testovani provedené firmou Johns Manville Corporation, ktera realizovala testy
rozpustnosti nékolika typl vlaken a uvedla, ze vlakna majici polocas rozpousténi nizsi nez 40
dni, lze povazovat za zdravotn¢ nezavadné (Hesterberg a Hart 1999). Pro aplikace nanovlaken
s imobilizovanymi enzymy na odstranéni nekrotické tkan¢ objevujici se u koznich ran byly
testovany 2 druhy simulovaného potu (s hodnotou pH= 4,5 a pH = 5,4). V piipad¢ tepelné
stabilizace pii 180 °C byla podminka zdravotni nezavadnosti splnéna v obou simulovanych
potech, opacné pfi tepelné stabilizaci pii teploté 550 °C nebyla tato podminka zdravotni
nezdvadnosti splnéna ani v jednom ze simulovanych poti. Ze vSech testli 1 na jinych
simulovanych tekutinach vyplynulo, Ze ¢im je vyssi hodnota pH, vyssi obsah organickych latek

a vyssi iontova sila, tim je rychlost rozpousténi vyssi.

Jiz v kapitole 2.5.2 a v citovanych kvalifika¢nich pracich bylo uvedeno, pro¢ pro tepelnou
stabilizaci kfemicitych nanovladken byly vybrany tyto hodnoty — 180, 260 a 550 °C. Stabilizace
probihala vzdy 2 hodiny. V prvni ¢asti predkladané disertace byla tedy pouzivana kiemicita
nanovldkna stabilizovana na tyto teploty a byl zkouman jejich vliv na strukturu nanovlaken,

proteolytickou aktivitu enzymu a cytotoxicitu.
3.1.1 Vizualizace nanovliaken

Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM)

Kfemicita nanovldkna vyrobena vyse popsanym zptisobem byla vzdy vizualizovana pomoci
SEM. Pouzit byl mikroskop Carl Zeiss ULTRA Plus a vlakna byla vzdy pozlacena pro odvedeni
naboje. Byl pouzit rezim sekundérnich elektronit SE1. Méfeni prumérii nanovlaken bylo
provedeno pomoci obrazii SEM v programu SW NIS-Elements AR a statisticky zpracovavano
prostiednictvim programu QCExpert (TriloByte Statistical Software, Pardubice, Ceska
republika). PloSna hmotnost byla vypocitana z 9 sérii zvlaknovani, vzdy byly méteny 3 vzorky

z kazdého zvlakiiovani a hodnota se pohybovala v rozmezi 25-55 g/m?.

Primér nanovldken byl méfen opakované¢ na nidhodné vybranych vlaknech a pohyboval

se vintervalu 80-650 nm. Na Obrazku 4 je zndzornén histogram priméru nanovlaken,
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vypocitan ze 150 meéfeni priméru vldken na 3 nahodnych SEM snimcich kiemicitych
nanovléken tepelné stabilizovanych, pfi teploté 260 °C. SEM snimky kiemicitych nanovlaken
s teplotou stabilizace 180 °C (180S), 260 °C (260S) a 550 °C (550S) bez enzymu jsou

znazornény na Obrazku 5.

Histogram priiméru nanovliken
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Obrizek 4: Histogram priméru kiremicitych nanovlaken stabilizovanych p¥i teploté 260 °C (pocet méieni
=150, nahodné méfeno na 3 SEM snimcich).

Obriazek 5: SEM snimky nanovlaken s odliSnou teplotou stabilizace (180 °C = 180S, 260 °C = 260S a 550
C° =5508). Zvétseni 50 000x.

Potizeny byly také SEM snimky standardnich kfemicitych nanovldken a nanovlaken
s imobilizovanymi enzymy. Jednalo se bud’ o metodu upravy B-DSC (vice o metodé v kap.
3.2.4) s imobilizovanym trypsinem z hovéziho pankreatu EC 3.4.21.4 (Obrazek 6 B), nebo
o metodu tpravy A-EDC (vice o metod¢ v kap. 3.2.3.) s imobilizovanym trypsinem (Obrazek
6 D a 6 F). Snimky byly potizeny s riznym zvétSenim. Na snimcich s imobilizovanymi enzymy
(B, D a F) jsou jasné viditelné ,,kulicky* na povrchu nanovldken. Povrch nanovldken neni

hladky jako v piipad¢ standardi. VSechna vldkna byla tepelné stabilizovana na teplotu 180 °C.

37



Lyl pm

Obrazek 6: SEM snimKy standardnich nanovliken bez enzymu (A, C a E) a s imobilizovanymi enzymy:
metoda tipravy B-DSC s trypsinem (B), metoda ipravy A-EDC s trypsinem (D a F). ZvétSeni: 50 000 x
(A, B), 25000 x (C, D), 10 000 x (E, F).

Mikroskopie atomarnich sil (AFM)

K vizualizaci povrchu nanovlaken byl pouzit také mikroskop atomarnich sil NanoWizardIII.
Pomoci AFM byla vizualizovana kiemicitd nanovldkna s imobilizovanym modelovym
enzymem — esterazou z prasecich jater (EC 3.1.1.1). Kfemicita nanovlakna byla stabilizovana

pii teploté¢ 180 °C, povrch nanovldken byl nésledné upraven pomoci (3-Aminopropyl)-
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triethoxysilanu (APTES) a glutaraldehydu — vice o metod¢ v ¢lanku: (Danilova et al. 2014).
Vzorek byl pfipraven za pouziti specialni reverzibilni pasky, skenovaci plocha byla 2,3 x 2,3
pum a byl pouzit bezkontaktni modd. Vzorky byly zobrazeny v modu “errortrace”,
“heightmeasuredtrace 3D” a “phasetrace”. Data byla zpracovana v programu JPK
DataProcessing a byla méfena velikost vazaného enzymu esterazy a vzdalenost mezi dvéma

sousednimi molekulami esterazy.

Obrazek 7 jasné potvrzuje, ze velikost imobilizovaného enzymu je asi 10 nm. Velikost
imobilizované¢ho enzymu samoziejmé¢ vzdy zavisi na shluku molekul esterazy a pohybuje
se od 10 nm do 40 nm. Porovnani vSech zobrazovacich médu je na Obrazku 8. Z Obrazku 9
je patrné, Ze vzdalenost mezi dvéma sousednimi molekulami vdzané esterazy je asi 280-290
nm. Snimani vzorki pomoci AFM nebylo poté jiz dale pouzivano a k zobrazeni povrchu byla

pouzivana metoda SEM.

Heeight (measures) (ney
a
]
)
5
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offses nm)

Show Length on Line

[[JPlot Data with Steps

Point-to-point measurement

Length: 45,06 nm

Difference in values: 10.4 nm

Minimum in Z-Range 35 nm
Maximum in Z-Range 48 nm
Length of Line 150.2 nm
Average Roughness Ra 3.853 nm
RMS Roughness Rg 4,328 nm
Peak-to-valley Roughness Rt 12.94 nm

S

Obrazek 7: Profil osy a naméiené hodnoty velikosti molekuly esterazy z AFM snimku v médu

""heightmeasured 3D". Skenovana plocha: 1,5 x 1,5 pm.
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Obrazek 8: AFM snimKky ¢istych kifemicitych nanovlaken (a, ¢, €) a nanovlaken s imobilizovanou
esterazou (b, d, f), kde jsou jasné patrné malé kuli¢ky esterazy na povrchu vliken. Skenovana plocha
je vidy 2,3 x 2,3 pm.
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Obrazek 9: Profil osy a naméfené hodnoty vzdalenosti mezi dvéma molekulami esterazy z AFM snimku
v médu "heightmeasured 3D". Skenovana plocha byla 1,5 x 1,5 um.

3.1.2 Charakterizace vlivu teploty stabilizace

Bylo provedeno také méteni priméru nanovlaken stabilizovanych na teplotu 180, 260 a 550 °C
bez enzymu (standardu nanovldken) a s imobilizovanym enzymem (jednalo se o enzym
bromelain ze stonku ananasu (EC 3.4.22.32), imobilizace byla provedena pomoci metody
A-EDC, vice o této metod¢ je uvedeno v kapitole 3.2.3). Zakladni charakteristiky jsou uvedeny
v Tabulce 5. Zda se, Ze se zvySovanim teploty stabilizace se zvySuje primér vlaken, kvili velké
smérodatné odchylce nelze ale toto tvrzeni brat jako statisticky vyznamné. Déle méfeni
pruméru potvrdilo jeden fakt viditelny na Obrazku 7 v kap. 3.1.1 — primér nanovlaken

s imobilizavanymi enzymy je vétsi nez u standardu nanovlaken bez enzymu.

Tabulka 5: Zakladni charakteristiky kiemicitych nanovlaken s odliSnou teplotou stabilizace.

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 -— 5508 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 Obrazku 10 jsou uvedeny vysledky testu proteolytické aktivity imobilizovaného enzymu
PR (protedza z Aspergillus oryzae, EC 232-642-4) v zéavislosti na teploté stabilizace
kfemicitych nanovldken. Enzym byl imobilizovan podle postupu uvedeném v kapitole 3.2.3,
proteolytickd aktivita byla méfena pomoci Lowryho metody uvedené v kap. 3.4. Pomoci
analyzy rozptylu (ANOV A) bylo zjisténo, ze se proteolyticka aktivita imobilizovaného enzymu
1i$i na hladiné¢ vyznamnosti 5 % v zavislosti na teploté stabilizace nanovlaken. Pomoci
enzymu byla na vlaknech s teplotou stabilizace 550 °C, vyssi aktivita enzymu byla v ptipadé
pouziti nanovlaken stabilizovanych pii 180 a 260 °C. Pfitom rozdil aktivity na téchto vlaknech

nebyl statisticky vyznamny na hlading 5 %.

Proteolyticka aktivita enzymu v zavislosti
na teploté stabilizace nanovlaken

Units / mg nanovlaken
p
o
N

0 - - B |
180 260 550

Teplota stabilizace nanovlaken [°C]

Obrazek 10: Proteolyticka aktivita enzymu PR (proteiza z Aspergillus oryzae) pii teploté 37 °C a hodnoté
pH = 7 v zavislosti na teploté stabilizace kiemicitych nanovlaken. Hodnoty byly priimérovany ze 4 vzorki.

Proveden byl také kolorimetricky test méfici metabolickou aktivitu bunék (test MTT, viz. kap.
3.6.1) v kontaktu s nanovlédkny stabilizovanymi na 3 uvedené teploty. Byly pouzity bunky
3T3-SA mysi fibroblasty. Viabilita byla méfena 1., 4. a 7. den po nasazeni bunck
na nanovlakna. Slozeni média bylo nésledujici: Dulbekovo modifikované Eaglovo médium
s vysokym obsahem gluk6zy (DMEM High Glucose) a 10 % fetalniho bovinniho séra (FBS),
1 % antibiotik (ATB) a 1 % L-glutaminu. Vysledek testu velmi ovlivnil zplsob sterilizace
vzorkll. Po imobilizaci enzymu byly vzorky sterilizovany pomoci studené¢ho ethylenoxidu
a poté odvétravany 14 dni. V porovnéni vysledkt MTT testu provadénych stejnou laboratoti

(laboratof KNT, TUL) na shodnych kiemicitych nanovlaknech za pouziti identick¢é metody
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1 bun¢k, byla viabilita vyrazné nizsi v piipad€ pouziti ethylenoxidu pro sterilizaci oproti
sterilizaci v autokldvu. Na zdkladé téchto vysledkii, byla metoda sterilizace pomoci
ethylenoxidu oznacena za nevhodnou (viz. kap. 3.5.2). Z grafu na Obrazku 11 je nicméné
znatelné, ze metabolickd aktivita bun€k se snizovala se zvySujici se teplotou stabilizace.
Na zéklad¢ téchto a vysSe uvedenych vysledki, byla jako nejvyhodnéjsi teplota stabilizace

nanovlaken zvolena hodnota 180 °C.

Pokud byla dale v disertatni praci pouzita teplota 260 nebo 550 °C, bylo to z divodu,
ze testy byly provadény jest€¢ pied vyhodnocenim vlivu teploty stabilizace, nebo byly

provadény soubézné s témito testy.

Viabilita mysich 3T3 bunék v zavislosti na
teploté stabilizace nanovlaken
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Obriazek 11: Graf zavislosti viability mysich 3T3 fibroblasti na teploté stabilizace ki‘emicitych
nanovlaken. Méieno 1., 4. a 7. den od nasazeni bunék na nanovlakna. Sterilizace pomoci ethylenoxidu, test
kontaktem.

3.2 Uprava povrchu nanovliken

Pokud neni pro zamyslenou aplikaci vhodné vyuzit pouze fyzikalni adsorpci biomolekul
na povrch nanovldken, ale je vhodné vyuzit kovalentni vazby, nebo disulfidickych mustkt
— coz je 1 nas pripad — je nutné vétSinou povrch nanovlaken aktivovat (upravit tak, aby bylo
mozné na povrch navazat biomolekuly). Modifikovat povrch nanovldken 1ze pomoci plazmy,
mokrou chemickou metodou (wet chemical treatment), povrchovou polymerizaci (surface graft
polymerization), nebo ko-elektrospinning povrchu vlaken pomoci povrchové aktivnich latek.
Pomoci ptisobeni plazmy je mozné upravit chemické slozeni povrchu nanovladken napomahajici

bud’ ke zvySeni biokompatibility, nebo moznosti kovalentniho navdzani biomolekul. Typické
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je plazmovani pomoci kysliku, amoniaku, nebo vzduchu, které¢ vede ke vzniku povrchovych
karboxylovych, nebo amino skupin. Plazmovéani pomoci argonu se ¢asto vyuziva ke zvyseni
adheze bunck na povrch. Principem mokré chemické metody je ¢aste¢na povrchova hydrolyza,
ktera ma za nasledek bud’ zménu smacivosti povrchu, nebo vznik novych funk¢nich skupin.
Pro Gpravu nanovldkennych materialt je vyuzivana ¢astéji nez plazmovani, protoze plazmové

oSetfeni nemuze uc¢inné modifikovat silnéjsi vrstvy nanovlaken uvnitt vrstvy (Yoo et al. 2009).

Pfed samotnym zacatkem tpravy povrchu nanovlaken je nutné si uvédomit, jak enzymy reaguji
a tedy jaké funkcni skupiny je vyhodné na povrch nanovldken navazat. Enzymy jsou slozeny
z proteintl, ty jsou slozeny z aminokyselin spojenych peptidovou vazbou. Nejvyznamné;jsi
aminokyseliny pro u¢ely modifikace a konjugace jsou ty, které obsahuji ionizovatelné postranni
fetézce: kyselinu asparagovou, kyselinu glutamovou, lysin, arginin, cystein, histidin a tyrosin.
Postranni fetézce téchto aminokyselin mohou byt silnym nukleofilem, ktery se zapoji
do adi¢nich reakci. Napftiklad lysin, arginin a histidin maji postranni fetézce obsahujici
ionizovatelny amin, ktery spolu s N-terminalnim o-aminem pfispiva k celkovému kladnému
naboji proteinu. ProtoZe se enzymy casto vyskytuji v prostfedi s niz$i hodnotou pH, nez jsou
hodnoty ionizacnich bodii uvedenych aminii (pKa primarnich a-amint v aminokyselinach
je 7,6 az 8,0, aminl v postrannim fetézci lysinu 9,3 az 9,5, v argininu okolo 12,0 a v histidinu

6,7-7,1), jsou tyto aminy protonovany a maji kladny naboj (Hermanson 2008).

Postranni fetézce obsahujici amin v lysinu, argininu a histidinu jsou navic na povrchu proteinti
a mohou byt snadno derivatizovany. NejdulezitéjSimi reakcemi, které se mohou vyskytnout
u téchto zbytka, jsou alkylace a acylace. Pokud tedy chceme kovalentné navédzat enzymy
na nanovldkna, musime vybirat takové slouCeniny, které budou reagovat s témito
aminoskupinami. Napiiklad bromelain reaguje pomoci aminoskupin na aminokyselinach lysin,
tyrosin, arginin a fenylalanin, trypsin pomoci aminoskupin na argininu a lysinu atd.

(Hermanson 2008).

Uprava povrchu kiemi¢itych nanovlaken tedy spo¢iva v propojeni SI-OH skupiny na povrchu
nanovlaken a aminoskupin na povrchu enzymu. Velmi €asto se v prvnim kroku vyuziva procesu
silanizace a nasledné jednostupnoveé, nebo dvoustupniové funkcionalizace. Za urcitych
reakénich podminek je ale mozné silanizaci vynechat a vyuzit pouze jednostupiiové

funkcionalizace. O vSech téchto moznostech pojednavaji nasledujici kapitoly.
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3.2.1 Silanizace povrchu nanovlaken

Diky vyrobé nanovléken z tetracthoxysilanu obsahuje povrch nanovladken SI-OH skupiny, které
se vyuzivaji k zavedeni vhodnych reaktivnich skupin pro naslednou kovalentni vazbu
s enzymy. Nejcastéji se k upravé povrchu kiemicitych nanovlaken vyuziva procesu silanizace
— reakce hydroxylovych skupin na povrchu kiemicitych nanovlaken s alkoxysilany.
Nejznaméjsi alkoxysilan pro tyto ucely je (3-Aminopropyl)triethoxysilan (APTES). Dale
je ale mozné pouzit také (3-Mercaptopropyl)trimethoxysilan, nebo (3-Glycidyloxypropyl)-
trimethoxysilan (GLYMO) a dalsi (Hermanson 2008), Obrazek 12.
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Obrazek 12: Princip silanizace povrchu kiemicitych nanovlaken pomoci trimethoxysilanu.

V této disertatni praci byly pouzity dva alkoxysilany: (3-Aminopropyl)triethoxysilan
a (3-Glycidyloxypropyl)trimethoxysilan. Pokud je wvyuzit APTES, tak ten reaguje
s volnymi hydroxylovymi skupinami oxidovaného povrchu kfemicitych nanovlaken
za uvolnéni ethanolu a v druhém kroku dochazi ke kondenzaci a horizontalni polymeraci.
Molekula APTES tvoii siloxan se sousednim povrchoveé vazanym APTES. Reaktivni skupinou
pro navazani biomolekul, nebo pro dalsi reakce je aminoskupina. V piipadé silanizace povrchu
kifemicitych nanovlaken s (3-Glycidyloxypropyl)trimethoxysilanem je vyslednou reaktivni
skupinou epoxy skupina, kterd podle hodnoty pH miize reagovat zejména s thiolovou,
aminovou nebo hydroxylovou skupinou biomolekuly. I pfi pouziti (3-Glycidyloxypropyl)-
trimethoxysilanu dochézi k tvorbé siloxanu (vazbé SI-O-SI) mezi sousednimi molekulami

GLYMO.

(3-Glycidyloxypropyl)trimethoxysilanu
Podle (Petkova et al. 2012) byl testovan postup silanizace kiemicitych nanovlaken pomoci
(3-Glycidyloxypropyl)trimethoxysilanu. Nejprve byly testovany dvé koncentrace GLYMO

rozpusténé v absolutnim toluenu. Prace probihala v dusikové atmosféie po dobu jedné hodiny
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(koncentrace bud’ 4%, nebo 10% GLYMO v toluenu na 50 mg nanovlaken). Dale byla vlakna
vysuSena v susarn¢ na 40 °C. Protoze bylo pouhym okem vidét zménu struktury nanovléken,
byl toluen zaménén za 1,4-dioxan, nebo absolutni ethanol. I v téchto ptfipadech ale doslo
k naprosté¢ zmén¢ struktury vlaken — k poruseni vlaken, polamani a vzniku ,,shluka a bublin*
(Obrazek 13). Makroskopicky se zdala nanovlakna podobna spise folii nezZ nanovldkniim. Proto
byl ke kroku silanizace zvolen pouze APTES, ktery jiz byl k tomuto kroku a na téchto
nanovlaknech vyuzivan pani docentkou Irenou Lovétinskou-Slamborovou k silanizaci pied

kovalentnim navazanim antibiotika tetracyklin (Lovétinska-Slamborova et al. 2014).

Obrazek 13: SEM snimek nanovliaken po silanizaci 4% GLYMO v 1,4-dioxanu. Zvétseni 10 000 x.

(3-Aminopropyl)triethoxysilan

Dale byl tedy pro krok silanizace vyuzivam pouze APTES a byly realizovany testy tykajici
se koncentrace APTES a naCasovani silanizace povrchu kfemicitych nanovldken. Mnozstvi
reaktivnich aminoskupin (NH2) navazanych diky silanizace pomoci APTES na povrch
kfemicitych nanovlaken bylo kvantifikovano pomoci ¢inidla fluorescein-isothiokyanat (FITC).
Jeho mnozstvi, které se navaze pouze na aktivni aminoskupiny z APTES je mozné
kvantifikovat spektrofotometricky pfi vlnové délce 490 nm. Diky kalibra¢ni kiivce a podle
Lambert-Beerova zdkona je mozné z miry absorbance zafeni vzorku vypocitat mnozstvi
aminoskupin, které jsou na kiemicitych vlaknech reaktivni a je mozné je vyuzit v nasledujicim

kroku funkcionalizace.

Z Tabulky 6 vyplyva, Ze nejvyssi mnozstvi reaktivnich aminoskupin pii nejmensi koncentraci

a nejkratsi dobé silanizace je v ptipad¢ reakce 2% APTES po dobu 2 hodin. Uvedené vysledky
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je mozné porovnat s vysledky z prvkové elementarni analyzy, kde se stanovil obsah dusiku
ve vzorku silanizovanych nanovlaken pomoci 2% APTES (7148 pmol APTES
na 1 g nanovldken) a steoretickym vypoctem maximalniho pokryti povrchu nanovlaken
pro kfemicitd vldkna s mémych povrchem 10 m?g (41 pmol APTES na 1 g nanovlaken).
Z vysledkt tedy vyplyva, ze APTES neni na povrchu kifemicitych nanovldken pouze v jedné
vrstvé (protoze mnozstvi APTES z elementédrni analyzy je vyssi nez vypocet, kolik se vejde
APTES v jedné vrstvé na povrch nanovldken). Zaroven je v Tabulce 6 dokazano, Ze ne vSechny
aminoskupiny APTES jsou aktivni pro dal$i reakce. Je to dané zejména tim,
ze APTES neni v monovrstvé a diky stericité nejsou dostupné vSechny aminoskupiny APTES

pro dalsi reakce.

Tabulka 6: MnoZstvi reaktivnich aminoskupin v zavislosti na koncentraci
(3-Aminopropyltriethoxysilanu a dobé silanizace.

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 22,8420 27,7+£3.,4 26,9+3.9
5% 19,3+6,2 17,8+5,1 28422 25,9442 21,749,3

Na zdklad¢ informaci z ¢lanku (Vashist et al. 2014), ve kterém se uvadi, ze oplachovani
po silanizaci bud’ v toluenu, ethanolu, nebo ve vod¢ odstranuje slabé vazané silanové molekuly
a hydrolyzuje zbytky alkoholovych vazeb, byla vzdy vldkna po silanizaci
2 x oplachnuta v ethanolu. Na zékladé stejné studie, byla vldkna vzdy po silanizaci a oplachu
vystavena v suSarn¢ teplot¢ 110 °C po dobu 30 min. Pii této teplot¢ dochézi k preméné
amonnych iontll na reaktivni neutralni aminy a vznika tedy vice siloxanovych vazeb. Pokud
by ovsem teplota piekrocila hodnotu 150 °C, dochazelo by k disociaci aminovych skupin, coz
neni zadouci (Vashist et al. 2014). Ve stejné studii je také uvedeno, Ze nejvyssi hustoty APTES
na povrchu kiemicitych materidlti se docili pti koncentraci 2% APTES a pfi teploté reakce
70 °C. K silanizaci pomoci APTES by mélo dochazet alesponi v aste¢né vodném prostiedi,
protoze ethoxyskupiny nejsou dostate¢né reaktivni, aby reagovaly s OH skupinami na povrchu
kfemicitych nanovlaken bez ptedchozi hydrolyzy. Proto se vétSinou APTES rozpousti v 95%
izopropylalkoholu, nebo ethanolu (Vashist et al. 2014). VSechna tato doporuceni byla

vyzkouSena a piejata do procesu vyroby vzork.
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Pomoci metody vyuzivajici FTIC byl také testovan zpiisob uchovavani vzorki po delsi dobu.
Kfemicitd nanovldkna teplotné stabilizovana na 260 °C byla silanizovdna ihned
po zvlaknovani, dale az 1 mésic po zvldknovani a 2 mésice po zvlaknovani. Teplotni stabilizace
nasledovala vzdy neprodlené po zvlaknovani. Z Tabulky 7 je vysledek tohoto testu jasny — ¢im
déle po zvlaknovani k silanizaci dochazi, tim mén¢ je na povrchu aktivnich aminoskupin. Tato
nevyhoda je pfimym disledkem jedné z hlavnich vyhod nanovldken — velmi reaktivniho
povrchu. Protoze vS§echny naadsorbované molekuly by se ale mély pii teploté 150 °C resorbovat
z povrchu nanovlaken, bylo vyhtati nanovlaken na 150 °C po dobu dvou hodin zafazeno tésné

pied silanizaci.

Tabulka 7: MnoZstvi reaktivnich aminoskupin v zavislosti na prodleni mezi zvlakiiovanim nanovliken
a procesem silanizace.

Silanizace ihned | Silanizace 1 mésic | Silanizace 2 mésice
po zvlakiovani | po zvlakinovani po zvlakinovani
‘ 2% 27,7£2,0 13,9+6,3 9,9+4,4

Na zéklad¢ reserSe a vySe uvedenych vysledki byl tedy stanoven postup silanizace nasledovné:
teplotn¢ stabilizovand kiemicitd nanovldkna byla vzdy uchovavéna v silném alobalu
a uzaviratelném sacku ve tmé v laboratornich podminkach. Ptfed silanizaci byla nanovldkna
vystavena teploté¢ 150 °C na 2 hodiny, nasledovala okamzité silanizace pomoci 2% APTES
v 95% 1zopropylalkoholu (doba reakce 2 hod., teplota 70 °C). Poté nasledoval 2x oplach
v ethanolu a vysuSeni vldken na 110 °C po dobu 30 min. Thned po silanizaci nésledovala
funkcionalizace povrchu nanovlaken. Protoze po silanizaci nanovldken pomoci APTES jsou
na povrchu reaktivni aminoskupiny a reaktivni skupinou v enzymech pro kovalentni vazbu
je také ve vétSiné piipadi aminoskupina, je nutné v dalsim kroku propojit tyto dvé
aminoskupiny. Casto se k tomu pouzivaji naptiklad bifunkéni ¢inidla. O bifunké&nich ginidlech
a dalSich reagenciich, které nam umoZzni kovalentni vazbu mezi aminoskupinou APTES
a proteolytickym enzymem pojednava nasledujici kapitola a reakce je obecné nazyvana jako

funkcionalizace.

3.2.2 Funkcionalizace povrchu silanizovanych kiemicitych nanovliken

Nejvice Casu bylo vénovano kroku funkcionalizace nanovlaken pomoci raznych sloucenin

a ¢inidel. Casto se pouZivaji halogenidy, bifunkéni Ginidla, nebo sulfony. Jejich reaktivni
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skupiny poté jiz reaguji pfimo s biomolekulami. V literatufe je popsdno opravdu nepieberné
mnozstvi moznych postupti, vétSina sloucenin, nebo jejich rozpoustédel, ale mohou byt
pro organismus toxickd. K funkcionalizaci je mozné vyuzit homobifunkéni (se stejnymi
reaktivnimi skupinami na koncich), nebo heterobifunkéni €inidla (kde je kazda reaktivni

skupina na konci jind).

NHS estery

Snad nejcastéjSim reagentem jsou NHS estery. Jedna se o ester N-hydroxysukcinimidu, ktery

je vytvoren reakci karboxylatu s N-hydroxysukcinimidem za ptitomnosti karbodiimidu.
Pro vytvoteni stabilniho esteru je dulezité, aby byl karbodiimid rozpustny ve vod¢. Piikladem
téchto  karbodiimidi  je = N,N'-Dicyclohexylkarbodiimid  (DCC), 1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)karbodiimid (EDC), nebo N-Cyclohexyl-N'-(2-morpholinoethyl)-
karbodiimid (CMC).

V dalsim kroku NHS estery reaguji s primarnimi a sekundarnimi aminy na N-terminélnich
koncich enzymil a postrannich fetézcich lysinu za vzniku stabilni amidové a imidové vazby.
Jako meziprodukt vznikd O-acylisomocovina (popfipadé jiné mocoviny, zalezi na pouzitém
karbodiimidu). Misto NHS je také mozné vyuzit pro tyto reakce N-hydroxysulfosuccinimid
(sulfo-NHS). Na Obrazku 14 je schéma celého procesu — vzniku aktivniho meziproduktu
O-acylisomocoviny, dale vzniku aktivniho sulfo-NHS esteru a kone¢ného vzniku pevné
amidové vazby s aminoskupinou a vedlejSiho produktu: sulfo-NHS. Vznik NHS i sulfo-NHS
esterti je ovlivnén procesem hydrolyzy. Vliv na rychlost hydrolyzy NHS estert mé i hodnota
pH reakce (uvadéna hodnota rozpadu NHS esteru pfti teploté¢ 0 °C a pH = 7,0 je 4 az 5 hodin
(Lomant a Fairbanks 1976), naproti tomu pii teplot¢ 4 °C a pH = 8,6 pouze 10 minut
(Cuatrecasas a Parikh 1972). Pro maximalni vytézek reakce mezi aminoskupinou enzymi
a NHS esterem, a zaroveit minimalizaci vlivu hydrolyzy se tedy doporucuje pomér NHS esteru
a enzymu 10:1, tvorba NHS esteru v organickém rozpoustédle a nasledna reakce s enzymy
ve vodném prostfedi (Hermanson 2008). Z vySe popsanych karbodiimidii se nej€astéji pouziva
EDC, protoze jako meziprodukt vznika ve vodé¢ rozpustnd o-acylisomocovina, kterd se diky
této vlastnosti jednoduSe odstrani ze smeési. Naproti tomu pii pouziti DCC vznikd

dicyklohexylmocovina, kterou je nutné odfiltrovat. DCC je navic potencidlnim alergenem.
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Obrazek 14: Schéma vzniku amidové vazby mezi karboxylovou skupinou a aminoskupinou pomoci
sulfo-NHS esteru s vyuzitim 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimidu (EDC)
a N-hydroxysulfosuccinimidu (Sulfo-NHS) a vznikem meziproduktii: O-acylisomocoviny (o-Acylisourea)
a Sulfo-NHS (Hermanson 2008).

Anhydridy

V nasem piipad¢ je nutné pied pouzitim téchto karbodiimidi vytvofit na povrchu kiemicitych
nanovlaken karboxylové skupiny. Ke karboxylaci silanizovanych kfemicitych nanovlaken
je mozné vyuzit napiiklad anhydridy: anhydrid kyseliny jantarové (sukcinanhydrid, SU),
anhydrid kyseliny glutarové, anhydrid kyseliny maleinové, anhydrid kyseliny itakonové,
anhydis kyseliny pyromelitové a anhydrid kyseliny mellitové (Fischer a Peilker 1998;
Mozhaev et al. 1988; Schmidt et al. 2003). Anhydridy jsou tvofeny dehydrataci dvou
karboxylovych kyselin, jsou velmi reaktivni vii¢i nukleofilnim slou¢eninam a jsou schopny
acylovat (nahrazovat reaktivni vodikové atomy acylovou RCO- skupinou) fadu funkcnich

skupin proteint a makromolekul (Hermanson 2008).

Pii reakci anhydridu dikarboxylovych kyselin s nukleofilem se otevie kruhova struktura
anhydridu, ¢imz vznikne acylovany produkt s karboxylatovou skupinou. Timto zplisobem
je mozné pievést ptvodni aminoskupinu z APTES na povrch s reaktivni karboxylovou
skupinou. Tuto karboxylovou skupinu je mozné vyuzit pfi dal$i funkcionalizaci naptiklad
pomoci EDC, nebo mohou tyto karboxylové skupiny reagovat rovnou s proteiny, ze kterych se
skladaji enzymy. Zminéné karboxylové skupiny mohou reagovat s lysinovymi postrannimi
fetézci, thiolovymi skupinami cysteinu, fenoldtovymi ionty tyrosinovych zbytka
a 1imidazolylovanymi kruhy histidini. Nicmén¢ acylace cysteinovych, tyrosinovych

a histidinovych postrannich fetézct tvoii nestabilni komplexy, které jsou snadno reverzibilni.
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Pokud ale dojde k acylaci aminoskupiny proteind, je tato vazba stabilni (Fraenkel-Conrat

1957).

Karbonaty

Dalsi moznosti funkcionalizace je reakce aminoskupin enzymii s uhli¢itany (karbonaty).
Nejcastéji pouzivanou bifunkéni karbonatovou slou¢eninou je N,N'-Disuccinimidyl karbonat
(DSC, disukcinimidylkarbonat), ktery se v podstaté skladd z karbonylové skupiny obsahujici
dva NHS estery. Uhli¢itany velmi dobfe reaguji s aminoskupinami enzymu za vzniku stabilni
karbamatové vazby. V naSem ptipadé DSC miize reagovat bud’ s hydroxylovou skupinou piimo
na povrchu kfemicitych nanovlaken, nebo mohou byt na povrch zavedeny karboxylové skupiny
pomoci silanizace a nasledné karboxylace. Kvili hydrolyze je opét nezbytné,
a by prvni Cast reakce probihala v bezvodném prostiedi a dale ve vodném prostiedi. Timto
postupem vznikd velmi stabilni vazba (Hermanson 2008) (Obrazek 15). V ramci disertacni
prace jsem testovala obé moznosti — jak navdzani DSC pfimo na hydroxylové skupiny
kfemicitych nanovldken, tak na karboxylové skupiny po silanizaci pomoci APTES

a karboxylaci pomoci SU.

o o Q O
o Q.
C}OH+ N AL N —*O’Y“
o 0 0
O Q o
Hydroxyl Disuccinimidyl
Particle carbonate MHS-carbonate
Nonaqueous
Aqueous

Q Y *
8]

Coupling via
Carbamate Linkage

Obrazek 15: Schéma funkcionalizace hydroxylovych skupin pomoci disukcinimidylkarbonatu
(Disuccinimidylcarbonate) za vzniku NHS- karbonatu v nevodném prosti‘edi a nasledné navazani
aminoskupin ve vodném prostiedi (Hermanson 2008)

Kyselina glutarova
Existuji také studie, které doporucuji zameénit glutaraldehyd za kyselinu glutarovou (Mitra
et al. 2014), protoze u té je prokdzano, ze se vyskytuje fyziologicky nejen v rostlinich

a tkanich zvirat, ale také v krvi lidi, nebo moci a neni toxicka (Horn et al. 1957). Jedinou
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nevyhodou této kyseliny je, ze nikdy nevznikaji kovalentni vazby, jako tomu je v piipadé
zesiténi pomoci glutaraldehydu. Misto kovalentni vazby sice vznikaji pouze vazby iontové
a vodikové, ale protoze byla po rozsahlém testovani kyselina glutarova oznacena za vhodnou
biokompatibilni nahradu glutaradehydu (Mitra et al. 2014), byla v disertacni préaci zarazena

do testovani.

Divinylsulfon

Dalsi moZznost je vyuziti sulfontl, kde se nejvice vyuziva divinylsulfon. Toto bifunkéni ¢inidlo
se vyuziva zejména diky jeho vysoké stabilité¢ ve vod¢ a stabilni vazb¢ s proteiny. Na rozdil
od vySe zminénych metod reaguje 1épe s cysteinovymi SH skupinami nez s aminoskupinami.
S aminoskupinami lysinu reaguje také, ale vazby nejsou tak stalé a vznikaji pouze v alkalickém
prostiedi. Pro navazani divinylsulfonu na kiemicitd nanovldkna je mozné vyuzit OH skupin,
nebo je nutné modifikovat tyto skupiny a pfivést na povrch reaktivni NH skupiny (Zucca
a Sanjust 2014). Na zaklad¢ n¢kolika studii o toxicité divinylsulfonu, které upozoriiuji az na 6x
vys$i toxicitu tohoto bifunkéniho ¢inidla v porovnéni s jinymi (West et al. 2011), popiipadé
poukazuji na velmi nizkou hladinu divinylsulfonu, aplikovaného na ktizi kralikt (0,022 mg/kg),
kterd zptsobila smrt 50 % testovanych kralikii (Smyth et al. 1962), nebyl tento reagent

do testovani v disertaci viibec piijat.

Benzochinon

Z podobného divodu nebyl pouzit ani benzochinon, ktery sice miize reagovat jiz s OH
skupinami na povrchu nanovlaken, nebo s aminoskupinami po silanizaci povrchu a z druhé
strany s NH2 a SH skupinami enzymi (Zucca a Sanjust 2014), ale pro vyuziti v mediciné

je prilis neurotoxicky (Chambers a Rowan 1982).

Epichlorhydrin

Vyse zminéné plati také pro epichlorhydrin. Pro imobilizaci enzyml je mozné ho pouzit,
substrat musi obsahovat bud’ OH, nebo NH> skupiny, na které se epichlorhydrin navaze,
a poté reaguje s aminoskupinami enzymu, da se ale vyuzit v jiném odvétvi nez je medicina

— opét je velmi toxicky pro organismus, zejména velmi karcinogenni (EPA 1985).

V Tabulce 8 jsou uvedeny reagencie, kterymi je mozné nahradit glutaraldehyd. U nékterych
chemikalii bylo testovano vice koncentraci, rizné doby reakce a vice rozpoustédel. V tabulce

je také uvedeno, zda byla tato chemikalie testovana a jaky byl vysledek. Pouzivan byl
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2% APTES roziedény v 95% IPA. Ke karboxylaci byl pouzivan anhydrid kyseliny jantarové
(SU) rozpustény v 99,9% ethanolu.

Tabulka 8: Reagencie, kterymi je moZné nahradit glutaraldehyd p¥i imobilizaci enzymi i s informacemi,
zda byl tento postup testovan. PouZito: (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 karbonat (DSC)

APTES Anhydrid DCC /NHS NE - Doporucuje se
nahrazovat pomoci
EDC, protoze vznika ve
vod€ nerozpustna
dicyklohexylmocoviny
(Hermanson 2008)
APTES SU EDC /NHS ANO Test proteol. Obrazek 34, 39, 40, 42,
aktivity, testy 43
cytotoxicity.
APTES Anhydrid CMC /NHS NE - -
APTES SU DSC ANO Test proteol. Obrazek 35, 43, 44
aktivity, testy
cytotoxicity
- - DSC ANO Testy cytotoxicity ~ Obrazek 39, 40
APTES SU EDC NE Vyhodnéjsi je pozit
s NHS anebo sulfo-
NHS protoZe se tim
zvy$i rozpustnost esteru
i stabilita meziproduktu,
ktery reaguje s aminy
enzymi (Hermanson
2008)
APTES Kyselina ANO Testy stability Tabulka 13
glutarova
Divinylsulfon = NE
Benzochinon NE
Epichlorhydrin NE

Nejvice byl testovan postup s pouzitim APTES k silanizaci povrchu, kde nasledoval proces
dvoustupniové funkcionalizace pomoci SU jako anhydridu ke karboxylaci povrchu a NHS
esteru vytvofené¢ho z NHS a EDC. Pro lepsi orientaci jsem tento postup oznacila jako postup

A-EDC a je rozepsan v nasledujici kapitole.
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3.2.3 Metoda upravy nanovliken A-EDC

Na zaklad¢ velmi rozsahlé reserSe, vySe uvedenym divodim a vysledkiim, byl optimalizovan
nasledujici postup Upravy nanovldken. Tento zplisob upravy nanovldken byl podroben
nejrozsahlejSimu  testovani. Protoze se pifi této metodé¢ pouziva 1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)karbodiimid, tedy EDC, byla tato metoda oznaCena jako metoda
A-EDC.

Kfemicita nanovldkna byla hned po elektrostatickém zvlaknovani tepelné stabilizovana na
z hlinikové folie. Tésné¢ pied pouzitim byla nanovldkna vyhtata na 150 °C po dobu
2 hodin. Poté byla nanovldkna ponotena do 2% roztoku APTES v 95% roztoku IPA. Reakce
probihala pii teploté 70 °C a po reakci byla nanovldkna dvakrat promyta v EtOH. Nasledné byla
nanovldkna opét vlozena do suSarny, kde byla postupné pomalu zvySovéana teplota
azna 110 °C na dobu 0,5 hodiny. DalSim krokem byla karboxylace pomoci sukcinanhydridu.
2% SU byl rozpustén v EtOH a nanovldkna byla ponofena do tohoto roztoku o laboratorni
teploté na 2 hodiny. Poté byla nanovlédkna opét promyta pomoci absolutniho EtOH. Nésledné
byl vyuzit N-hydroxysukcinimidovym ester vytvoreny z EDC a NHS. EDC bylo rozpusténo
v 0,05 M MES pufru s pH = 6,0 a vedle bylo NHS rozpusténo také ve stejném MES pufru. Oba
roztoky byly smichany tak, aby kone¢na koncentrace roztoku byla 2% EDC i 2% NHS. Reakce
nanovlaken v tomto roztoku probihala po dobu 15 min pii pokojové teploté. Nanovldkna byla
dale promyta tikrat v MES pufru. Nyni jiz bylo mozné rozpustit pozadovany enzym v 0,1 M
fosfatovém pufru s pH = 7,2 v kone¢né koncentraci 2 % enzymu. Reakce s enzymy probihala
po dobu 2 hodin pfi teploté 37 °C. Poté nésledoval opét oplach pomoci fosfatového pufru.
Nanovlakna s imobilizovanymi enzymy byla poté vysuSena pfi teploté 34 °C a dale pouzivana

k testovani. Schéma je naznaceno na Obrazku 16.
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Obriazek 16: Schéma postupu imobilizace enzymu na ki‘emic¢itd nanovlakna pomoci modifikace povrchu
(3-Aminopropyl)triethoxysilanem a nasledné funkcionalizace sukcinanhydridem
a N-hydroxysukcinimidovym (Danilova a Lovétinska-Slamborova 2016).

Pomoci tohoto procesu funkcionalizace byla optimalizovdna metoda méfeni proteolytické
aktivity enzymt a byly takto provedeny zakladni testy pH zavislosti a teplotni zavislosti
enzymu. Az v rdmci testl cytotoxicity bylo zjisténo, ze tento postup funkcionalizace vykazuje
pomérmne vysokou cytotoxicitu (kap. 4.2. Obrazek 42 a 43) a zacala byt testovana metoda

s vyuzitim disukcinimidylkarbonatu.
3.2.4 Metoda upravy nanovlaken B-DSC

Dalsi metoda, ktera byla optimalizovana a Siroce testovana, je oznacena jako metoda B-DSC
a vyuziva se pii ni disukcinimidylkarbonat. KiemiCitd nanovlakna, kterd byla ihned
po elektrostatickém zvlaknovani tepelné stabilizovana na pozadovanou teplotu (pozdéji
jiz vzdy na 180 °C), byla skladovéna v suchu, temnu, v obalu z hlinikové folie. Tésné pred
pouziti byla nanovldkna vyhtata na 150 °C po dobu 2 hodin. Poté byla nanovldkna ponofena
do 2% roztoku APTES v 95% roztoku IPA. Reakce probihala pii teploté 70 °C a po reakci byla
nanovlakna dvakrat promyta v EtOH. Nasledné¢ byla nanovldkna opét vloZena
do suSarny, kde byla postupné¢ pomalu zvySovana teplota az na 110 °C na dobu 0,5 hodiny.
Dal$im krokem byla karboxylace pomoci sukcinanhydridu. 2% SU byl rozpustén v EtOH

a nanovlakna byla ponoiena do tohoto roztoku pfi laboratorni teploté na 2 hodiny. Poté byla
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nanovldkna opét promyta pomoci absolutniho EtOH. Nasledné byl ptipraven 2% roztok
disukcinimidylkarbonéatu v EtOH a nanovldkna byla ponotena na 1 hodinu pii pokojové teploté.
Promyti probihalo opét n¢kolikrat v EtOH. Nyni jiz bylo moZné rozpustit pozadovany enzym
v 0,1 M fosfatovém pufru s pH = 7,2 v kone¢né koncentraci 2 % enzymu. Reakce s enzymy
probihala po dobu 2 hodin pii teploté 37 °C. Poté nasledoval opét oplach pomoci fosfatového
pufru. Nanovldkna s imobilizovanymi enzymy byla poté vysuSena pii teploté 34 °C a dale

pouzivana k testovani. Schéma je naznaceno na Obréazku 17.
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Obrazek 17: Schéma postupu imobilizace enzymu na ki‘femicita nanovlakna pomoci modifikace povrchu
(3-Aminopropyl)triethoxysilanem a nasledné funkcionalizace sukcinanhydridem a disuccinimidyl
karbonatem.

3.2.5 Metoda upravy nanovlaken C-GLU

Tato metoda byla optimalizovana na zakladé reSerSe uvedené v kapitole 2.4.3 a byla pouzivana
pouze jako srovnavaci. Kfemicita nanovlakna, ktera byla hned po elektrostatickém zvlaknovani
v suchu, temnu, vobalu z hlinikové folie. Tésn¢ pied pouziti byla nanovldkna vyhrata
na 150 °C po dobu 2 hodin. Poté byla nanovlakna ponotena do 2% roztoku APTES v 95%
roztoku IPA. Reakce probihala pii teploté 70 °C a po reakci byla nanovldkna dvakrat promyta
v EtOH. Nasledné byla nanovldkna opét vlozena do susarny, kde byla postupné pomalu
zvySovana teplota az na 110 °C na dobu 0,5 hodiny. Dale byl glutaraldehyd roziedén v 0,1M
fosfatovém pufru s hodnotou pH = 7,2 na kone¢nou koncentraci 2 %. Nanovldkna byla

ponoiena v roztoku po dobu 2 hodin pfi pokojové teploté a nasledné byla dvakrat promyta
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ve stejném pufru. Nyni jiz bylo mozné rozpustit pozadovany enzym v 0,1 M fosfatovém pufru
s pH = 7,2 v kone¢né koncentraci 2 % enzymu. Reakce s enzymy probihala po dobu 2 hodin
pti teploté 37 °C. Poté néasledoval opét oplach pomoci fosfatového pufru. Nanovlédkna
s imobilizovanymi enzymy byla poté vysusena pfti teploté 34 °C a dale pouzivana k testovani.

Schéma je naznaceno na Obrazku 18.

[ KREMICITA NANOVLAKNA]
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Obriazek 18: Schéma postupu imobilizace enzymu na ki‘emicitd nanovlakna pomoci modifikace povrchu
APTES a nasledné funkcionalizace glutaraldehydem.
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3.3 Imobilizace proteolytickych enzymii

Imobilizovano bylo postupné 7 druhii enzymit, byly vybrany enzymy rostlinné, zivocisné
1 bakterialni. Protoze mé kazdy enzym ve své velmi slozité struktufe pouze jedno aktivni misto,
kde mtize dochézet ke katalyze reakci, zavisi na mnoha podminkach, zda bude enzym opravdu
aktivni a bude danou reakci katalyzovat. Dilezitym parametrem u enzymi je tedy jejich pH
a teplotni optimum. Udaje o teplotnim i pH optimu se v literatufe velmi ¢asto lisi. Diivodem
jsou rizné metody méfeni aktivity (rizné substraty, odlisSné jednotky, ve kterych
se aktivita méfti), dale pfitomnost inhibitord, zda jsou enzymy volné, nebo imobilizované atd.
Seznam enzymii 1 se zakladnimi charakteristikami enzymil jsou uvedeny v Tabulce 9. Nejprve
bylo vybrano 7 enzymt, byly provedeny zakladni testy aktivity enzymu pii standardnich
podminkach (teplota 37 °C, pH = 7, Obrazek 20), v dal§im testovani bylo nasledné pracovano

Jiz s mensim poctem enzymd, byly ale provedeny rozsahlejsi testy zavislosti proteolytické
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aktivity enzymt na hodnoté¢ pH, na teploté, na podminkach uskladnéni, zpiisobu imobilizace
a podobn¢. Zakladnim krokem bylo optimalizovat metodu pro stanoveni proteolytické aktivity
enzymdu.

Tabulka 9: Charakteristika imobilizovanych enzymi, H = izolovano z hub, B = bakterialni,
R = rostlinny, Z = Zivo¢isny, SER = serinova proteiza, MET = metaloproteiza, CYS = cysteinova

proteaza.
PRl  Proteaza typ Bacillus B SER | 6,5-8,5 6570 °C | (Rawlings a Salvesen
‘ XXV licheniformis 2013)
PR2 Proteaza typ Aspergillus B SER | 4,5-5,5 55-60 °C | (de Castro a Sato
‘ XX oryzae 2014)
Kolagenaza Clostridium | B MET | 6,3-8.8 50 °C (Chang et al. 1991),
histolyticum (Allen Foegeding a
Larick 1986)
BR Bromelain stonek R CYS | 6,5-7,5 55°C (Silveira et al. 2009)
ananasu
TR1 Trypsin typ I hovézi Z SER | 7-9 40 °C (Sipos a Merkel
pankreas 1970)
Trypsin typ V-S | praseci V4 SER | 7-9 4045 °C | (Buck et al. 1962)
pankreas
CH Chymotrypsin hovézi Z SER | 7-9 40 °C (Walsh 2002)
typ I pankreas

3.4 Testovani proteolytické aktivity enzymii

Existuje mnoho metod, jak je mozné zjistit kvalitativné, nebo kvantitativné enzymatickou
aktivitu, popf. pfitomnost proteinu — pomoci elektroforézy s vyuziti western blotu, pomoci
metody Bradfordové (Bradford 1976), pouzitim cirkularniho dichroismu, diferen¢ni skenovaci
kalorimetrie, elektronové spinové rezonance nebo snimanim mikrobalance kiemenného
krystalu. Velmi Casto se zejména uzivaji rizné druhy spektroskopie — energiové disperzni
spektroskopie, fluorescencni spektroskopie, infracervend spektroskopie s vyuzitim Fourierovy
transformace a riizné druhy absorp¢ni a emisni spektroskopie (Petkova et al. 2012). Vzhledem
k dostupnosti metody a piistrojovému vybaveni v laboratofich jsem se nejvice vénovala

analyze aktivity enzymu pomoci absorp¢ni spektroskopie.

Diky tomu, Ze enzymy jsou katalyzatory mnoha reakci (napf. hydrolytickych reakci),

je mozné analyzovat produkty, které za ptitomnosti daného enzymu vzniknou. Pokud
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je mozné vznikly produkt stanovit pomoci zmény absorbance elektromagnetického zateni, jinak
fe¢eno, vznikly produkt absorbuje zafeni o urcité vlnové délce, a pfitom piivodni slouceniny
(chemikalie) vstupujici do reakce zafeni o této vlnové délce neabsorbuji, jedna
se o metody spektrofotometrické. Substrat, se kterym ptichdzi enzym do reakce, se v tomto
piipadé nazyvd chromogenni. Nejcastéji se pouziva takovych latek, u kterych je mozné

pozorovat zménu absorbance ve viditelné, nebo ultrafialové oblasti.

Kazda z téchto dvou ¢asti elektromagnetického spektra ma své vyhody i nevyhody. Nespornou
vyhodou u elektromagnetického zéafeni ve viditelné oblasti je jist¢ viditelna zména barvy
roztoku pouhym okem. Vyhodou métfeni v UV oblasti je vysSi mira absorbance zareni vétSiny
latek, nez je mira absorbance ve viditelné oblasti. Mira absorbance zafeni v UV oblasti je tedy
u vétsiny latek vyssi, proto staci i mald enzymaticka aktivita, kterd vytvoii velmi malé mnozstvi
produktu absorbujiciho v UV oblasti, a jiz je tato hodnota detekovatelna. Naopak s tim ale také
souvisi nevyhoda méfeni v UV oblasti, v této oblasti totiz absorbuje zafeni i mnoho latek
obsazenych v pufrech a hlavné samotné aminokyseliny, ze kterych jsou enzymy slozeny. Napf.
tyrosin, tryptofan, cystein nebo DNA absorbuji zafeni mezi 260 a 280 nm (Beaven et al. 1950).
Tato vlastnost vnasi do spektrofotometrickych méteni velké neptesnosti. Pokud jsou k méfeni
absorbance urcitych vlnovych délek pouzity UV-VIS spektrofotometry s jamkovymi
destickami, tak desticky, které¢ je mozné pouzit k méfeni v UV oblasti (napi. 96-jamkové
desticky z cyklického olefinového kopolymeru, COC desticky od firmy Greiner

[ 24

spektra. Tento postup byl tedy optimalizovan, vyzkousen, ale dale nepouzivan.

Jako substrat je mozné vyuzit latky piirodni, nebo syntetické. Z téch ptirodnich se ¢asto vyuziva
kasein, hemoglobin a Zelatina, poté existuje nepfeberné mnoZzstvi substratii syntetickych
(N-Benzoyl-L-tyrosine ethyl ester pro stanoveni aktivity chymotrypsinu, N-benzoyl-L-Arg
ethyl ester pro stanoveni aktivity bromelainu, nebo Z-Gly-Pro-Leu-Gly-Pro jako substrat pro
kolagenazy atd.), které jsou ovsem Casto vytvoreny pro jeden enzym, nebo skupinu enzymi
a jejich cena je mnohem vyssi neZ cena piirodnich substrati. V metodach popsanych nize byl
vyuzivan jako substrat kasein. Pro optimalizaci metod byla pouzivana nanovlakna

s imobilizovanymi enzymy pomoci metody A-EDC.

Ze spektrofotometrickych metod, u kterych je vytvoreny produkt mozné detekovat
ve viditelné oblasti elektromagnetického spektra, byly optimalizovany dvé — metoda s vyuziti

Folin-Ciocalteauova ¢inidla a Lowryho metoda (Lowry et al. 1951). Pokud je proteolyticky
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enzym aktivni, katalyzuje hydrolyzu (pfesnéji proteolyzu) kaseinu a uvoliiuje se L-tyrosin,
ktery absorbuje elektromagnetické zateni v okoli vinové délky 275 nm. Z vySe uvedenych
diivodli se ale Casto nechavé vznikly L-tyrosin reagovat s barvivem, které absorbuje zéfeni

ve viditelné oblasti a je tak mozné z miry absorbance opé€t uréit mnozstvi enzymu.

Metoda s vyuziti Folin-Ciocalteauova ¢inidla

Vhodnym barvivem je pro tyto ucely napiiklad Folin-Ciocalteauovo ¢inidlo obsahujici kyseliny
fosfomolybdenové a fosfowolframové, které se redukuji tyrosinovymi zbytky proteint a barvi
se modfe. Tato ¢inidlo dobfe absorbuje zareni s vinovou délkou 750 nm. Zafeni s vinovou
délkou 750 nm az 760 nm je absorpénim maximem tohoto barviva, ¢asto je ovSem uvadéno,
ze se absorbance Folin-Ciocalteauova cinidla odecitd pii vinové délce 660 nm. Vytvoienim
mnoha kalibracnich ki#ivek bylo dokazano, ze je to zplsobeno tim, ze =zavislost
Folin-Ciocalteauova ¢inidla na absorbanci je pii vlnové délce 660 nm mirné linedrnéjsi nez
pfi 750 nm. ProtoZze ovSem mnozZstvi enzymu navazaného na nanovlaknech je velmi malé, byla
pro testovani vybrana vinova délka 750 nm, kde je znatelnd absorbance Folin-Ciocalteauova
¢inidla i pfi velmi malé koncentraci aktivniho enzymu ve vzorku (Obrazek 19). Po ptesné dané
dob¢ je nutné proteolytickou reakci (odstépovani aminokyselin z kaseinu) zastavit. Zptsobi
zastaveni reakce je vice, jedna se o latky, které denaturuji enzym (silné kyseliny, alkalie nebo
detergenty), dale je mozné pouzit teplo, nebo nevratné inhibitory, jako jsou ionty t€zkych kovii.
V nékterych ptipadech mtze byt enzym zastaven pridanim komplexotvorného ¢inidla, jako je
kyselina ethylendiamintetraoctova, kterd odstraniuje kovové ionty nezbytné pro aktivitu
enzymil, dokonce i chlazeni na ledu muze byt dostacujici (Scopes 2002). Aktivitu enzymu by
nebylo nutné zastavovat v piipadé, Ze chceme sledovat vznik produktu po n&jakou dobu. Tento
postup by byl vyhodny, ale je mozny pouze u volnych enzymii a ne v piipad¢ imobilizovanych

enzymu.
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Kalibracni krivka L-tyrosinu
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Obrazek 19: Kalibra¢ni kiivka zavislosti absorbance roztoku pri 660 a 750 nm na mnoZstvi L-tyrosinu,
podle které se pirepocitava mnoZstvi L-tyrosinu vytvoreného pii proteolytické reakci imobilizovanych
enzymi.

Optimalizovand metoda byla stanovena nasledujicim zplsobem. K rozpusténému kaseinu,
ktery se nechal vytemperovat na zvolenou teplotu (37 °C), bylo piidano znamé mnozstvi
nanovléken s imobilizovanym enzymem. Proteolytické Stépeni probihalo ptfesn¢ 20 min, poté
byla reakce zastavena kyselinou trichloroctovou. SraZeci reakce probihala po dobu 30 min. Poté
byl vzorek prefiltrovan pies polyethersulfonovy filtr s pory o velikosti 0,45 pm a byl
k nému ptidan optimalizovany pomé&r uhli¢itanu sodného a Folin-Ciocalteauova ¢inidla. Méteni
absorbance probihalo na pfistroji Synergy HT od firmy Biotech, hodnota absorbance byla
odecitana pii vlnové délce 750 nm. Jako blank byl nakonec zvolen stejny pomér uhli¢itanu
sodného a Folin-Ciocalteauova ¢inidla, ktery byl ptidavan do testovaného vzorku, protoze toto
¢inidlo je zluté az zlutozelené a mirn¢ tedy absorbuje ve zvolené oblasti elektromagnetického
spektra. Testovany byly i jiné druhy filtrd, napt. nylonové a polystyrénové, ale ukdzalo se,
Ze tyto materidly vnasi chybu do méfeni. VySe popsana metoda byla pouzivana asi 2 roky, byl
testovan pomeér uhlic¢itanu sodného a Folin-Ciocalteauova Cinidla, bylo vyzkouseno mnoho
enzymu, ale vysledky obcCas nebyly reprodukovatelné, proto byla hledana metoda, ktera

v

by ptinésela spolehlivejsi vysledky.

Lowryho metoda
Nakonec byla zvolena Lowryho metoda. Jedna se o vylepSeni vySe popsané metody. Po reakci
enzymu se substratem se jeSté pred pridanim Folin-Ciocalteauova Cinidla ptfidava biuretové

¢inidlo, které zajisti chelataci méd’natého iontu imidovymi strukturami polypeptidového

61



fetézce, v dalSim kroku se jiz ptfidava opét Folin-Ciocalteauovo Cinidlo (Lowry et al. 1951).
Tento postup se osvédcil a byl poté pouzivan vzdy k méteni aktivity proteolytickych enzymii,

vysledky ziskané pfedchozi metodou byly zopakovany.

Casto pouzivanou metodu Bradfordové s vyuZitim barviva Coomassie Blue G250
se nepodarilo optimalizovat. Metoda na imobilizovanych vlaknech nebyla reprodukovatelna,
Casto dochazelo k odlisnym vysledklim pfi opakovani testil se stejnymi podminkami, proto

nebyla metoda pouzivéana.
3.4.1 Jednotky proteolytické aktivity

K vyjadieni vysledku méfeni se pouziva nékolik jednotek. Nejcastéji se pouziva k vyjadieni
vysledku jednotka enzymové aktivity (Unit), kterd je rovna mnozstvi enzymu potiebného
k vytvotfeni produktu z 1 umol substratu za minutu. Dale se n¢kdy uvadi vysledky v mg/ml,
v mol/l nebo v procentech relativni aktivity. Pro tcely porovnavani proteolytické aktivity
imobilizovanych enzymu na nanovlakna byla aktivita vzdy vztazena na mg nanovlaken. Tento
zpisob byl piejat z literatury, ktera se zabyva danou tématikou (Srbova et al. 2016). Vysledek
je vzdy uveden v jednotkdch Units na mg nanovlaken, pficemz 1 Unit je definovédna jako

mnozstvi enzymu katalyzujiciho produkci 1 umolu L-tyrosinu za minutu.

Vysledny vzorec pro vypocet aktivity enzymt byl tedy nasledujici (Rovnice 1), kde ntyr
je mnozstvi L-tyrosinu v mikromolech odstépeného z kaseinu za dobu reakce, Vr je celkovy
objem chemikalii vstupujicich do reakce v mililitrech, Mvl je hmotnost nanovléken vstupujicich
do reakce v miligramech, 77 je ¢as reakce v minutach a Vcol je objem chemikalii vstupujicich
do kolorimetrické reakce pfed méfenim absorbance L-tyrosinu pomoci spektrofotometru

v mililitrech.

Units ntyr[umoll]«Vr[ml]

mg viaken . Mvllmgl<Tr[min]+Veol[ml] Rovnice 1 (Srbova et al. 2016)

Vyse popsanou metodou byly tedy provedeny zadkladni testy méteni proteolytické aktivity
imobilizovanych enzymu funkcionalizovanych na kiemicitd nanovldkna pomoci Metody
A-EDC. Pro rozpusténi enzymt pii jejich imobilizaci byl pouzivan fosfatovy pufr — nejcastéji
se pouziva 50 mM fostatovy pufr s pH = 7,2 (Hermanson 2008). Jako zakladni podminky jsou
obecné prijaty hodnota pH = 7 a teplota 37 °C (Obrazek 20). Podrobnéjsi informace

o uvedenych enzymech byly uvedeny v Tabulce 9. Uspé&iné bylo tedy imobilizovano
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7 modelovych proteolytickych enzymiti. Dalsi testy pokracovaly pouze se 4 enzymy: byla
vyfazena protedza snizSi aktivitou (tedy PR1), trypsin sniz$i aktivitou (tedy TR2)
a kolagendza (KO). Prote4za a trypsin byly vyfazeny z divodu nizsi aktivity u stejného druhu
enzymu a kolagenaza byla bohuzel vyfazena proto, Ze jsme v laboratoii nem¢li dostatecné
mnozstvi tohoto enzymu k provedeni vSech uvedenych testli v této disertacni praci. Protoze
chemikalie a spotfebni material potfebny v této praci je velice financné naro¢ny, nebylo mozné

zakoupit novou kolagenazu v prvnich 4 letech vyzkumu.

Proteolyticka aktivita imobilizovanych enzymu: pH = 7,
T =37 °C, metoda A-EDC

0,045

0,04
0,035 { I
0,03
0,025 I
0,02 I
0,015
0,01

0,005
0

mg nanovlaken

Units/

PR1 PR2 KO BR TR1 TR2 CH

Oznadeni enzymu

Obrazek 20: Proteolyticka aktivita 7 riznych imobilizovanych enzymi na kiemicita nanovlakna: proteiza
z Bacillus licheniformis (PR1), proteaza z Aspergillus oryzae (PR2), kolagenaza z Clostridium histolyticum
(KO), bromelain ze stonku ananasu (BR), trypsin z hovéziho pankreatu (TR1), trypsin z prase¢iho
pankreatu (TR2) a chymotrypsin z hovéziho pankreatu (CH).

3.4.2 Testovani proteolytické aktivity enzymii v zavislosti na hodnoté pH

Testy byly nejprve provadény svice druhy proteolytickych enzymi. K podrobnéjSimu
testovani byly vybrany 4 druhy proteolytickych enzymu. Byly vybrany enzymy, které¢ maji pH
optimum podobné hodnoté pH, ktera se objevuje u nekrotické tkdn€. Hodnota pH zdravé
pokozky se pohybuje v rozmezi 4,8 az 6, nejcastéji se uvadi hodnota 5,5. Vyhodou mirné
acidického prostfedi je zejména vys$i schopnost bakterialni bariéry, protoze vétSina

patogennich a saprofytickych bakterii pfeziva v rozmezi hodnot pH 7,2 az 7,6 (Osti 2008).

Ve chvili, kdy dojde k popaleni kiize, zvySuje se hodnota pH na neutralni az mirné alkalickou.
U prvnich a druhych stupiiti popalenin dojde k zpétné epitelizaci v prubehu 14 dnti, zatimco

u hlubokych druhych a tfetich stupiii popalenin dochazi k zpétné epitelizaci béhem 30 dnti
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a zéroven vzniku hypertrofickych jizev a keloidu. Jak je vidét z grafti na Obrazku 21 pfevzatych
ze studie Enzo Osti (2008), hodnota pH se ¢asem méni a tésné po popaleni (méfeno 30 min
po popaleni) byla u prvniho pacienta 8,5 a u druhého 8, poté¢ se do 4. dne zvySovala
az k hodnotam vyrazn¢ alkalickym, nasledn¢ zacala klesat. Na fyziologickou hodnotu (pH
pokozky = 5,5) se troven pH vratila po 18 dnech u obou pacientii. Hodnota pH v rané velmi
zavisi také na zptusobu 1éCby pacienta s hlubokou popaleninou. Ve vyse uvedené studii byly
popaleniny vzdy nejprve 15 minut chlazeny fyziologickym roztokem o teploté 23 °C, poté byl
proveden chirurgicky debridement okrajii popaleniny a néasledné byl aplikovan polopropustny
hydrogel. Po n¢kolika dnech byl prvni pacient 1éCen pomoci obvazu Hyalomatrix (synteticka
kyselina hyaluronova), u druhy pacient pomoci ptipravku Dermasilk (¢isté hedvabi obsahujici

7078 % fibroinu a sericinu).

pH measurement of burned skin pH measurement of burned skin
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Obrazek 21: Zména hodnoty pH v popaleniné den po dni u dvou pacientii — prvni pacient byl 1é¢en
pomoci obvazu Hyalomatrix a druhy pomoci piipravku Dermasilk (Osti 2008).

Pro nase ucely je nejdilezitéjsi, aby imobilizované enzymy na kiemicitych nanovlaknech byly
aktivni zejména v prvni fazi hojeni rany, tedy ve chvili, kdy ma dojit k odstranéni nekrotické
tkang. Z grafli na Obrazku 21 je mozné odecist, ze hodnota pH ihned po popaleni je v rané 8,0
popt. 8,5, dalsi studie uvadi, ze pH v popaleniné se pohybuje v prvni fazi spiSe v neutralnim pH
(Smith & Nephew, Inc. 2002). Z toho divodu byly vybrany zéstupci enzymu, u kterych
se uvadi, ze jejich pH optimum je v okoli 7,0. Protoze se velmi lisi informace o optiméalnim pH
jednotlivych enzymi, bylo provedeno i rozsdhlé meéteni proteolytické aktivity zavislé

na hodnoté pH.

Pro prvotnim testovani zavislosti pH byly zvoleny 4 hodnoty: pH = 5 déale 7,8 a 9.

Na nanovlakna o dané hmotnosti byly uvedenou metodou imobilizovany enzymy. Tyto vzorky
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byly ponofeny vzdy piesné na 1 hodinu do uvedeného pufru, poté vytaZeny
a proteolyticka aktivita byla ihned métena pomoci Lowryho metody uvedené v kap. 3.4. Byly
pouzity tyto pufry: 0,1 M acetatovy pufr s pH = 5,0 dale 0,1 M fosfatovy pufr (pH = 7,0 a pH
= 8,0) a 0,1 M Tris-HCI pufr s pH = 9,0. Tyto pufry byly vybirdny tak, aby jejich slozeni
neovlivitovalo aktivitu enzymu. Napftiklad pufr Tris-EDTA nemohl byt pouzit, protoze EDTA
inhibuje aktivitu velké fady proteolytickych enzymii. Vysledky testu proteolytické aktivity
imobilizovanych enzymti pomoci metody A-EDC v zavislosti na hodnoté pH, jsou uvedeny
v grafu na Obrazku 22. Test byl proveden 2x vzdy po 4 vzorcich od kazdého enzymu
a hodnoty pH. Primérovano bylo tedy vzdy 8 hodnot. Pro svou nizkou aktivitu pifi vSech
testovanych hodnotach pH byl dale z vyzkumu vyfazen chymotrypsin z hovéziho pankreatu EC
3.4.21.1 (CH). Vice vysledkt z testovani proteolytické aktivity v zavislosti na teploté a hodnoté
pH je uvedeno v kapitole 4.1, protoze vysledky byly hodnoceny pomoci komplexni statistiky.

Proteolyticka aktivita imobilizovanych eznym v zavislosti
na hodnoté pH, T = 37 °C, postup A-EDC
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Obrazek 22: Graf zavislosti proteolytické aktivity enzymii na hodnoté pH. Enzymy: proteaza z Aspergillus
oryzae (PR), bromelain ze stonku ananasu (BR), trypsin z hovéziho pankreatu (TR) a chymotrypsin
z hovéziho pankreatu (CH).

3.4.3 Testovani proteolytické aktivity v zavislosti na teploté

Proteolyticka aktivita imobilizovanych enzymii byla testovana také v zavislosti na teploté. Byly
vybrany 4 teploty: 4, 23, 37 a 45 °C, které koresponduji s podobn¢ zaméfenymi vyzkumy.
Teplota 4 °C byla vybrana, jako teplota skladovani vzorki v lednici. Teplota 23 °C byla vybrana
jako ptirozena teplota v laboratofi, teplota 37 °C jako teplota téla a teplota 45 °C jako optimalni

teplota pro enzymy, pfi které jesté¢ nedochazi k denaturaci proteinti. Pfi méfeni proteolytické
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aktivity v zavislosti na teploté byl substrat kasein vzdy vytemperovan na danou teplotu (4, 23,
37, nebo 45 °C), poté bylo pfidano zvazené mnozstvi nanovldken s imobilizovanym enzymem
a proteolytické $tépeni probihalo pfesné 20 min opét za dané teploty. Reakce byla zastavena
kyselinou trichloroctovou pusobici 30 min. Poté byly vzorky prefiltrovany pies
polyethersulfonovy filtr a dale byla vSechna cinidla (Lowryho a Folin-Ciocalteauovo)
Jiz s pokojovou teplotou, protoze jiz byla proteolyticka reakce zastavena. Po testovani byly
jako teplotné nezavislé enzymy oznaceny bromelain a chymotrypsin a jako teplotné zavislé

trypsin a proteaza (viz. vysledky na Obrazku 38 v kapitole 4.1.3).

3.5 Sterilizace vyrobenych vzorku

Pfed samotnymi testy cytotoxicity bylo nutné vyfeSit problém, jak sterilizovat kiemicita
nanovlakna s imobilizovanymi enzymy. Nejcastéj$i metody sterilizace biodegradabilnich
vzorkil jsou uvedeny na konci kap. 3.5.5 v Tabulce 11. Mnoho z téchto metod ov§em nemohlo
byt pouzito. Napftiklad sterilizace vysokou teplotou nemohla byt pouZzita kviili imobilizovanym
enzymum, protoze diky své proteinové povaze ztraci enzymy aktivitu jiz pti 55-60 °C, kdy
dochazi k dentauraci proteinti a ke konformac¢nim zménam. Dalsi dlouho zvazovanou moznosti
byla sterilizace pomoci gama zafeni. Nejcastéji se pro sterilizaci vzorkt vyuziva zafeni
s absorbovanou davkou 10 az 30 kGy/h (Dai et al. 2016). Podle (Plikk et al. 2006; Yunoki et
al. 2006; Cottam et al. 2009) neni gama zafeni ale vhodné na tento druh vzorka, protoze
po tomto procesu dochazi ke zméné chemickych vlastnosti sterilizovanych vzorkt, ke snizeni
mechanické odolnosti vtahu a molekulové hmotnosti a ke zvySeni rychlosti degradace

materiald.
3.5.1 Sterilizace UV zarenim

Dalsi moznosti, ktera se ke sterilizaci bézn¢ pouziva (a nebylo mozné ji vyuzit) je ozareni
vzorkli pomoci UV-C, které rozklad4d nebo narusuje organické slozky a zejména bilkoviny,
ze kterych jsou enzymy tvofeny. Nevhodnost pouziti UV-C zafeni pro sterilizaci dokazuje
1 studie na podobnych materialech, jako jsou pfedkladany v této disertacni praci. Po sterilizaci
UV-C chitosanovych nanovldken s imobilizovanou colagenazou z Clostridium histolyticum
(y = 253,7 nm, vzdalenost 1 m, doba 30 min) se snizila katalyticka aktivita enzymu o 13 %

(Slovakova et al. 2015).
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Protoze existuje studie (Gupta et al. 2013) ktera dokazuje steriliza¢ni u€inky 1 UV-A zéfeni,
byla vyzkousena i tato metoda. UV-A zafeni se vyznacuje vinovou délkou 315 az 400 nm.
Podle vysledkli Oshita a kolektivu (2007) nemélo zadny sterilizaéni efekt zareni s vinovou
délkou 405 nm, ale zafeni s vinovou délkou 365 a 385 jiz vykazovalo vysokou sterilizacni
aktivitu. Jako modelové vzorky pro zkousky sterilizace pomoci UV-A zafeni byla pouzita
kfemicitad nanovldkna stabilizovana na teplotu 260 °C / 2 hod., nebo 550 °C / 2 hod., silanizace
byla provedena pomoci metody A-EDC a imobilizovany byly opét 3 enzymy zvlast’ — proteaza
z Aspergillus oryzae, bromelain ze stonku ananasu a trypsin z hovéziho pankreatu. Popis vzorka
je nize v Tabulce 10. Vzorky byly ozafeny pomoci UV-A zateni o vinové délce A =375 nm po
dobu 90 min z jedné a 90 min z druhé strany vzorku. Nasledné byla testovana antibakterialni

aktivita metodami AATCC 147 a AATCC 100 podle normy CSN EN ISO 20645.

Pti metodé AATCC 147 je 1 ml bakteridlniho kmene Escherichia coli a Staphylococcus aureus
(SA) o koncentraci 10® CFU/ml vyo¢kovan jednotlivé na Petriho misku s Nutrient agarem
¢. 2., kterd obsahuje zkoumany vzorek o rozmérech 1,8 x 1,8 cm. Kultivace trvd 24 hodin
pti 37 °C. Na Obrazku 23 jsou vysledky tohoto testu pro vzorek ozna¢eny 260 N B (Tabulka

10) s pouzitim kmene Staphylococcus aureus. U tohoto vzorku nebyl objeven naznak halo zony.

Na Obrazku 24 je vysledek stejného vzorku po testovani pomoci metody AATCC 100, kde
bylo aplikovano 100 pl bakterialniho inokula o koncentraci 10° CFU/ml na vzorek o velikosti
1,8 x 1,8 cm. Vzorek byl umistén do kontejnérku a kultivovan 24 hod / 37 °C. Po 24 hodinach
bylo ptidano 10 ml fyziologického roztoku, vzorek byl zvortexovan — protfepan — a byl odebran
1 ml roztoku na Petriho misku s Nutrient agarem ¢. 2. Nasledovala kultivace 24 hod pti 37 °C.
Kazdy vzorek byl proveden v tripletu. Je vidét, Ze po ozéafeni pomoci UV-A (vzorek 4A) prezilo
na vlaknech jen nepatrné mnozstvi bakterii. Neupraveny vzorek nanovlaken s imobilizovanym

bromelainem vykazoval vyrazné niz8i antibakterialni aktivitu.

Tento fakt byl potrvzen u opakovanych antibakterialnich testi metodou AATCC100. Vzdy byl
ale vyrazn¢ vys$i efekt na antibakteridlni aktivitu pii ozafeni UV-A zafeni pro kmen
Staphylococcus aureus nez pro Escherichia coli. Jedna se o porovnani nanovldken
funcionalizovanych pomoci metody A-EDC s pouzitim protedzy z Aspergillus oryzae, kde
pramér poctu kolonii z triplikatu byl 570 kolonii S.A. (Obrazek 25) a v piipad¢ stejného vzorku
ozafeného UV-A byl primérny pocet kolonii 1 (Obrazek 26).
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Obrazek 23: Vysledky testu AATCC 147, Obrazek 24: Porovnani poctu kolonii

kde nebyl prokazan vznik halo zény ani u Staphylococcus aureus mezi vzorky po
vzorku sterilizovaného pomoci UV-A (4A) i ozaieni UV-A (4A) a bez ozateni (4B),
nesterilizovaného (4B). metoda testu AATCC 100.

Obrazek 25: Vysledek testu AATCC100 pro nanovliakna s imobilizovanym enzymem bez ozaieni
UV-A. Priumérny pocet kolonii S.A. byl 570.

Obrazek 26: Vysledek testu AATCC100 pro nanovlakna s imobilizovanym enzymem po ozaireni
UV-A. Primérny pocet kolonii S.A. byl 1 kolonie.
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Antibakterialni aktivita vzorkli po ozéfeni se sice zvysila, protoze ale existuje jen velmi malo
studii, které poukazuji na dostatecnou sterilizaci UV-A zafenim a muselo by byt provedeno
velmi mnoho testl pro dokazani tohoto tvrzeni, bylo od této metody sterilizace upusténo. Proto
v této praci nejsou ani uvedeny vSechny vysledky antibakteridlnich testi. Naopak jako velmi
piekvapivy se ukazal ale vliv UV-A zaieni na proteolytickou aktivitu imobilizovanych enzymd.
U vSech 6 vzorkli, které byly podrobeny antibakteridlnim testim, byla zméfena
1 proteolyticka aktivita pfed ozafenim a po ozareni UV-A. Aktivita byla méfena pfi teploté
37 °C a pH = 7 pomoci Lowryho metody. U péti vzorkl ze Sesti se aktivita po ozafeni vzorku
zvysila. Pouze u vzorku stabilizovaného na teplotu 260 °C, funkcionalizovaného pomoci
metody A-EDC s imobilizovanym trypsinem se proteolytickd aktivita mirn€ snizila
(viz. Tabulka 10). Ozafeni UV-A ziejmé tedy napomahd zvysit stabilitu enzym, a tim 1 jeho
aktivitu. Pfi in vitro testovani vyrobenych vzorkii na praseCi kzi bylo prokazano,
ze proteolyticka aktivita imobilizovanych enzymu je dostacujici k odstranéni nekrotické tkané
(viz. kapitola 3.10) a stabilita vzorkt byla také dobra (viz. kapitola 4.3.), proto se jiz vzorky

po vyrobé neozarovaly UV-A. Opét by to znamenalo nutnost velkého mnozstvi dalsich testa.

Tabulka 10: Vliv ozafeni pomoci UV-A na proteolytickou aktivitu enzymii.

Bez ozaieni Po ozaieni UV-A
260 ST 260 °C e e 0,005+ 0,001 0,009 £ 0,001
260 G P C-GLU Protedza 0,301 £0,010 0,367+ 0,018
260 N P A-EDC Proteaza 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 Protedza 0,412+ 0,016 0,414 £ 0,020

Dalsi testy antibakterialni aktivity jiz v rdmci této prace provadény nebyly, protoze stézejnim
bodem bylo navrhnout material pro bezbolestné odstranéni tkané, ne material s antibakterialni
aktivitou. Nizka antibakteridlni aktivita by se u vzorkli mohla objevit ztoho davodu,
ze enzymy diky proteolytické aktivité rozkladaji také proteiny, kterymi se bakterie udrzuji

na materialu.

3.5.2 Sterilizace ethylenoxidem

Vyzkousena byla i metoda sterilizace pomoci studeného etylenoxidu, po které nasledovalo
14 dni odvétrani vzorkd. Po této dobé byly vzorky podrobeny cytotoxickym testim podle
normy CSN EN ISO 10993-5. Konkrétné byla pouZita metoda MTT (vice o metodé v kapitole
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3.6.1) a byly pouzity 3T3-SA mysi fibroblasty (pasaz 16, nasazeno 5*10° bun&k / 96well). Testy
byly provadény piimym kontaktem. Slozeni média bylo nésledujici: DMEM High Glucose,
10% FBS, 1% ATB, 1% L-glutamin a bylo ménéno kazdé 3 dny. Nasazena byla i pozitivni
a negativni kontrola, ze kterych byla vypocitdna 100% mira viability bunék. Hodnoty byly
prumérovany z 10 vzorki od kazdého. Proliferace bunck byla jasn€ nejvyssi 7. testovany den
(testovaci dny: 1., 4. a 7. den) u vSech vzorkd, piesto byla ale hodnota proliferace velmi nizka
(Obrazek 27 vlevo). Pti porovnani vysledkii MTT testu standardnich kfemicitych nanovlaken
stabilizovanych na teplotu 260 °C a sterilizovanych pomoci ethylenoxidu (oznaceno na levém
grafu obrazku jako STA 1) a stejnych kiemicitych vlaken sterilizovanych v autoklavu
(oznaceno na pravém grafu obrazku jako STA 2), byla proliferace vldken po autoklavovani
vys$si zhruba desetkrat. Proto byl ethylenoxid oznacen za Spatnou metodu sterilizace a dale
nepouzivan. VSechny vzorky na levém grafu byly sterilizovany pomoci ethylenoxidu.
Diky grafu napravo bylo prokdzéno, ze sterilizace v autoklavu nemd negativni vliv
na viabilitu bunék. Tuto metodu sterilizace neni z diivodu vysoké teploty ale mozné pouzit

u nanovléken s imobilizovanymi enzymy, proto byla hledana dalsi alternativa.

MTT test; 3T3 buriky
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Obrazek 27: MTT test viability 3T3 bunék — graf nalevo: standard sterilizovany ethylenoxidem (STA_1),
nanovlakna funkcionalizovana metodou A-EDC s proteazou (A_PR), nanovlakna funkcionalizovana
metodou A-EDC s bromelianem (A_BR), nanovlakna funkcionalizovana metodou A-EDC s trypsinem
(A_TR), nanovlakna funkcionalizovana metodou C-GLU s proteazou (A_PR), nanovlikna stabilizovana
na teplotu 550 °C a funkcionalizovani metodou A-EDC s proteiazou (A_PR _550). Graf napravo: standard
sterilizovany v autoklavu (STA_2).

70



3.5.3 Sterilizace ethanolem

Ethanol je velmi dobrou metodou sterilizace pro kiemicita nanovlakna, bohuzel tomu jiz tak
neni v piipad¢ enzymil, protoze stejné jako plsobi ethanol na bakterie (denaturuje proteiny,
dehydratuje buniky a rozpousti lipidy v bunéénych membranéch), tak piisobi 1 na enzymy
a diky denaturaci proteinil inhibuje aktivitu enzymu (Dai et al. 2016). Dokézala to opét 1 studie
s chitosanovymi nanovlakny s imobilizovanou colagendzou z Clostridium histolyticum,
(sterilizace po dobu 5 min v 80% ethanolu, poté 10 minut v 50% ethanolu a nakonec byla vlakna
promyta tfikrat ve sterilni destilované vodé.), kdy se aktivita imobilizované colagenazy po
tomto druhu sterilizace zmenSila o 33 % (Slovdkova et al. 2015) Nejcastéji se pouziva
ke sterilizaci roztok 60-80% ethanolu, ktery je mozny tedy pouzit bez problému az do faze
funkcionalizace nanovlaken, protoze jeste¢ v tomto kroku je ethanol standardné pouzivan jako

rozpoustédlo.

3.5.4 Sterilizace polyvalentnimi alkoholy

Jako dalsi metodou sterilizace byly postupné testovany polyvalentni alkoholy — propylenglykol
a glycerol. K této metod¢ se pieslo na zéklad¢ patentu Process for sterilization of enzyme
contaminated by bacteria (US4612169A), ve kterém byl dokdzan sterilizaéni efekt
polyvalentnich (kombinovanych) alkoholli s 2 az 3 hydroxylovymi skupinami (Iwasaki et al.
1986). Jednd se tedy o latky: 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 podobné. Testy uvedenymi v patentu bylo dokazano, ze tyto alkoholy
ve vice jak tficetiprocetnim vodném roztoku (doba reakce 3 hodiny az 5 dni, teplota
20 az 40 °C), maji steriliza¢ni G¢inek enzymi. V patentu je pfimo uvedeno, ze princip
sterilizacniho ucinku neni jasny, ale predpoklada se, ze tyto polyvaletni alkoholy vyrazné
zvySuji osmoticky tlak bakterii. Z uvedenych polyvalentnich alkoholl se v mediciné vyuziva
(a za vSeobecné bezpecny je povazovan) glycerol a propylenglykol (Gaunt et al. 1972). Podle
vysledkli z (Iwasaki et al. 1986) byl ke sterilizaci pouzit bud® 52% propylenglykol,
nebo 52% glycerol (doba reakce 3 hodiny, teplota 40 °C). AvSak v nasem ptipadé doslo
po vyndani vlédken z roztoku glycerolu k vyraznému zhorseni manipulace s nanovlakny, ktera

se uplné rozpadala. Déle byl tedy vyuzit pouze roztok propylenglykolu.

Zvlaknéna kiemicitd nanovlakna s teplotou stabilizace 180 °C / 2 hod. byla ponofena bud’

do 52% propylenglykolu, nebo 70% ethanolu a tyto vzorky byly podrobeny MTT testu
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cytotoxicity bunék (vice o metod¢€ v kapitole 3.6.1) a vysledky testu na Obrazku 39 v kap. 4.3).
Pouzity byly bunky 3T3 (mysi fibroblasty). Viabilita bunék sterilizovanych propylenglykolem
byla nékolikandsobné niz8i nez pii pouziti ethynolu. Testovana byla i proteolyticka aktivita
imobilizovanych enzymii na kfemicitd nanovldkna nesterilizovanych a sterilizovanych
propylenglykolem (vice o principu méteni proteolytické aktivity je uvedeno v kapitole 3.4.).
Enzymaticka aktivita se ve vSech tech pfipadech po sterilizaci propylenglykolem snizila, coz

neni opét zadouct.
3.5.5 Sterilizace pomoci filtrace kapalin

Pteslo se tedy k metod¢ sterilizace pomoci filtrace. Filtrace kapalin je moznd pomoci filtra
s pramérem port 0,22 um (Jornitz et al. 2007). ProtoZe neni mozné nyni zajistit z provoznich
diivodti sterilni prostfedi pro vyrobu nanovléken (na piistroji Nanospider™) a nasledné sterilni
prostiedi pii teplotni stabilizaci, byl nakonec zaveden proces dvoustupiiové sterilizace. Vlakna
byla po =zvlakiiovani, tepelné stabilizaci, silanizaci a prvnim kroku funkcionalizace
sterilizovdna pomoci ethanolu. Dale byly vSechny dalsi reagencie sterilizovany pomoci filtrace
ptes filtry s primérem port 0,22 um a bylo jiz déle pracovano pouze ve sterilnim biohazard

boxu. Porovnani v§ech metod sterilizace je uvedeno v Tabulce 11.

Tabulka 11: Metody sterilizace biodegradabilnich vzorki.

Zahviivani Autoklavovani  Ne -
Zareni Gama Ne -
uv UV-Cne -
UV-A ano Zvyseni proteolytické Tabulka 10
aktivity imobil. enzymu
Chemické Ethylenoxid Ano, Testy viability Zvyseni cytotoxicity Obrazek 27
bunék materialu
Ethanol Ano, Testy viability, Mozné pouzit pouze do  Obrazek 41
Testy aktivity kroku funkcionalizace Obrazek 34
Propylenglykol Ano, Testy viability, Zvyseni cytotoxicity Obrazek 41,
Testy aktivity materialu, snizeni
aktivity enzymu
Glycerol Ano, ale vlakna se Zmény struktury vlaken
rozpadala
Mechanické Filtrace Ano, Testy viability, Vhodné od kroku Obrazek 41,
Testy aktivity funkcionalizace vlaken 34

72




3.6 Testovani cytotoxicity vyrobenych materiali in vitro

U vSech lécebnych preparath je vzdy nutné dodrzet posloupnost pozadovanych testl in vitro
a poté in vivo. Je vZdy nutné testovat, zda buiiky pteziji pii kontaktu s danym materidlem (testy
cytotoxicity), zda materidly nepodporuji vznik nezddoucich chemickych sloufenin a zda
nepodporuji riist bakterii. Testovani se provadi v souladu s normou CSN EN ISO 10993-5, kde
je také uvedeno, Ze sniZeni Zivotaschopnosti bunék o vice nez 30 % oproti kontrole
je povazovano za cytotoxicky ucinek. Testy in vitro je mozné provadét bud’ formou pfimého
kontaktu (na nanomaterialy s imobilizovanymi enzymy by byly pfimo aplikovany bunécéné
linie) nebo formou extraktu (vyluhu). Pokud byl pouzit vyluh, byla vysusend nanovldkna ptred
testy cytotoxicity zvazena a vyluh byl provadén v médiu. Pokud neni uvedeno jinak,
byla pouzita koncentrace 0,25 ml média na 1 mg nanovldken. Zakladni testy cytotoxicity
se velmi Casto provadi pomoci mySich fibroblastl, poté se pfechazi k lidskym liniim
(endotelialni bunky, fibroblasty, osteoblasty, keratinocyty). Zalezi vzdy na pfedpokladaném

vyuziti vyvijenych materialt.

Nejcastéji je cytotoxicita testovana bud’ pomoci metody MTT, XTT, AlamarBlue nebo cck-8.
Pouzité metody jsou popsany v nasledujicich podkapitolach a vysledky jsou uvedeny v kap.

4.2.

3.6.1 Test viability bunék — metoda MTT

Metoda vyuziva (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid (MTT), ktery
je mitochondridlnimi dehydrogendzami dychaciho fetézce redukovdn na modrofialovy
formazan. Tento formazan je v dalSim kroku rozpustén dimethylsulfoxidem proto, aby bylo
mozné stanovit jeho koncentraci spektrofotometricky. Absorbance roztoku je méfena
pfi vinové délce 570 nm. Cim vys§i procento Zivotaschopnych bunék bylo v jamce, tim vyssi
je absorbance a tim niz8i byla cytotoxicita zkoumaného materialu. Pokud testujeme tedy
cytotoxicitu nanovldken, je mozné buiky vystavit pfimému kontaktu s nanovldkny,
nebo vytvofit vyluh z téchto nanovlaken. Pfi testovani cytotoxicity materidlu, nebo roztoku
se vzdy stanovi vice dntl, kdy bude test MTT proveden, naptiklad 1., 4. a 7. den. pokusu. Cely
postup tohoto testu je uveden napiiklad v (Roche 2016).
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3.6.2 Test viability bunék — metoda cck-8

Jedna se obdobu metody MTT. Opét je pomoci metody zjiStovana viabilita a proliferace bunck,
které jsou vystaveny piimému kontaktu nebo vyluhu zkoumaného materialu, nebo roztoku.
Pouziva se Dojindova vysoce rozpustna tetrazoliova siil WST-8 (2-(2-methoxy-4-nitrofenyl) -
3- (4-nitrofenyl) -5- (2,4-disulfofenyl) -2H-tetrazolium, monosodna siil), ktera je redukovana
dehydrogendzovou aktivitou v bunikdch za vzniku zlutého formazanu. Ten je rozpustny
v tkdnovém kultivatnim médiu. Mnozstvi formazanového barviva, generované¢ho aktivitou
dehydrogendz v bunkéch, je pifimo umérné poctu zivych bunék. Miru viability
je mozné urcit promefenim absorbance pii vinové délce 450 nm, podrobny postup testu

je popsan v (Dojindo Molecular Technologies, Inc. 2016).

3.6.3 Test viability bunék — metoda AlamarBlue

Test je zalozen na schopnosti zivych bun¢k redukovat resazurin (piivodni ndzev pro Alamar
Blue) na resorufin. K redukci dochazi pii spotiebé kysliku metabolismem bunék (diky
mitochondridlnim enzymiim) a vznika rtizové fluorescentni barvivo. Resorufin je mozné
detekovat spektrofotometricky nebo fluorometricky. Vysledky jsou opét vyhodnocovany oproti
kontrole. Je mozné pouzit vyluh i pfimy kontakt. Vice o metod¢ v publikaci (O’Brien
et al. 2000). Nevratna redukce resazurinu na resorufin mize probihat i diky mitochondrialnim
enzymium (De Fries and Mistuhashi, 1995). Vyhodou testu AlamarBlue kromé cenové
dostupnosti je, Ze nevykazuje zadné cytotoxické ucinky pii nizkych koncentracich vici bunikam
(pfi expozici maximalné 4 hodiny) (Gloeckner et al., 2001), a tak testované buiniky nejsou
zni¢eny, coZz umoziuje provadét na stejné sad€¢ bunék dalsi méfeni (Schreer

et al., 2005).

Hlavni vyhodou metody AlamarBlue proti dal§$im dvéma uvedenym je netoxi¢nost metody.
Je tedy mozné provadét na stejné sadé bun€k dal§i méteni. Vyhodou metody cck-8 proti metodé
MTT je vyssi citlivost. V prvnim letech vyzkumu na mé disertacni praci kolegyné z tkanovych
laboratofi, které mi pomadhaly stesty, pouzivaly metodu MTT, pozd€ji vSechny

ale optimalizovaly a pouzivaly metodu cck-8 nebo AlamarBlue.
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3.7 Testovani stability nanovlaken s imobilizovanymi enzymy

Enzymy jsou imobilizovany na vhodné materidly zejména proto, aby byla prodlouZena jejich
stabilita, nebo aby bylo mozné je pouzit opakovan¢. V nasem piipad¢ jde zejména
o prodlouzeni stability, aby enzymy na nanovldknech byly aktivni po del$i dobu od vyroby
tohoto materidlu. Testovani stability bylo tedy diillezitym krokem v této diserta¢ni praci. Bylo
testovano, za jakych skladovacich podminek se udrzi nejvyssi aktivita enzymii po co nejdelsi

dobu a jaky proteolyticky enzym je nejstabilnéjsi.

Po elektrostatickém zvldkiiovani byla kifemicitd nanovlakna vzdy uchovavana v obalu
z hlinikové folie, v zip sacku ve tmé¢, pti pokojové teploté. Pfed prvnim krokem tpravy povrchu
nanovldken byla nanovldkna vzdy vsusarn¢ vyhtata na teplotu 150 °C po dobu
2 hodin pro znic¢eni vazeb mezi povrchem nanovldken a naabsorbovanymi molekulami z okoli.
Dale byla nanovlakna zpracovana podle jedné z vyse uvedenych metod v kapitole 3.2. Enzymy
byly vzdy imobilizovany na povrch nanovldken ihned po funkcionalizaci povrchu. V ramci
testi stability byla nanovldkna senzymy uchovana v hlinikové folii, v zip obalu bud
pii pokojové teploté, v lednici pii teploté 4—6 °C anebo v mrazaku pfi teploté 18-20 °C. V této
kapitole jsou uvedeny modelové testy stability po 7 a 30 dnech pro metodu upravy A-EDC
s imobilizovanou proteazou (Tabulka 12) a pro metodu s vyuzitim kyseliny glutarové
(Tabulka 13). Kyselina glutarova byla v koncentraci 2 % rozpusténa ve fosfatové pufru
s hodnotou pH = 7,2. V ptipadé pouziti kyseliny glutarové se proteolyticka aktivita vyrazné

snizila jiz po 7 dnech. Dalsi vysledky testt stability jsou uvedeny v kapitole 4.3.

Tabulka 12: Rezidualni proteolyticka aktivita proteazy po 7 a 30 dnech skladovani v zavislosti na teploté
skladovani, metoda dpravy nanovliken A-EDC.

PR 100 % 97 % 89 % 97 % 96 % 75 %

Tabulka 13: Rezidualni proteolyticka aktivita proteazy po 7 a 30 dnech skladovani v zavislosti na teploté
skladovani, metoda dpravy nanovliken: APTES a kyselina glutarova.

PR 52% 43 % 41 % 13 % 4 % 9%
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3.8 Testovani rozpustnosti nanovlaken s enzymy

Dalsi analyza byla provedena pomoci méfeni zmény hmotnosti nanovldken pii louhovéni
vzorkt v 0,1 M fosfatovém pufru (PBS) s pH = 7,4. Nanovlakna o rozméru cca 1 x 1 cm (vzdy
hmotnost 5—6 mg) byla nejprve zvazena a poté vlozena do 3 ml PBS. Po 4 a 24 hodinach byly
vzorky vyjmuty, vysuseny pii 23 °C v susarné pfes noc a poté byly znovu zvazeny. Tento druh
meéfeni byl proveden pro standard kiemicitych nanovladken bez enzymu, pro metodu A-EDC,
metodu B-DSC a srovnavaci metodu C-GLU vzdy s imobilizovanym 2% enzymem protedzou
z Aspergillus oryzae. Testy byly provadény v tripletu a vysledky jsou znazornény na Obrazku
26. Pocatecni hmotnost byla vzdy zprimérovéna a do grafu byly poté uvedeny zmény hmotnosti
mezi pocatkem pokusu a vylouzenymi vlakny po 4, popt. po 24 hodinach. Z grafu je patrné,
ze pouze u standardu se hmotnost po 4 1 po 24 hodinach zvysila od ptivodni hmotnosti. Tento
fakt zfejme souvisi s vysokou reaktivitou povrchu nanovlaken. Samotné kiemicitd nanovlakna
s SI-OH vazbami na povrchu naabsorbuji na svlj povrch molekuly obsazené
ve fosfatovém pufru. U metody A-EDC i metody B-DSC doSlo vzdy ke sniZeni hmotnosti,
a tedy je patrné, ze dochazi k vymyvani pouzitych chemikalii pti upravé povrchu, které nejsou
kovalentné navazany, ale jsou navazany mén¢ pevnou vazbou. Tento fakt potvrzuje i vyrazné
snizeni cytotoxicity vzorkl bez oplachu PBS a po oplachu 2 x 2 hodiny v PBS — viz. Obrazek
41 a 42 v kap. 4.2. Ke snizeni hmotnosti ¢astecné samoziejmé také dochazi diky rozpousténi
samotnych nanovlaken. Protoze ale podle in vitro testll na prase¢i kiizi (viz. kap. 3.10.), vlakna
s enzymy svij hlavni ucel plni 1 po vymyvani v PBS, byl krok promyvani v PBS zafazen
na konec procesu vyroby nanovlaken. U metody A-EDC a B-DSC dochdzi k nejrychlejsi ztraté
hmotnosti pravé v prvnich 4 hodinach. Jsem si samoziejm¢ védoma, Ze tento fakt vnasi chybu
do meéfeni proteolytické aktivity, protoze je aktivita vztazena na hmotnost nanovlaken

a ne ve vSech testech v disertacni praci byla aktivita métfena az po vymyvani v PBS.
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Zména hmotnosti nanovlaken bez / s enzymy v PBS v zavislosti na dobé
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Obrazek 28: Graf zavislosti zmény hmotnosti vzorki nanovlaken bez / s imobilizovanymi enzymy
v mg vyluhu nanovliken po 4 a 24 hodinach.

3.9 Testovani zmény pH roztoku po louhovani nanovlaken s enzymy

Podobné jako v kapitole 3.7 byly vzorky o rozméru cca 1 x 1 cm (vZdy hmotnost 5—6 mg)
ponoieny do 3 ml 0,1 M fosfatovém pufru s pH = 7,4. Po 4 a 24 hodinach byla nanovlakna
vyjmuta a byla méfena zména hodnoty pH vyluhu. Tento druh méfeni byl proveden
pro standard kfemicitych nanovlaken bez enzymu, pro metodu A-EDC, metodu B-DSC
a srovnavaci metodu C-GLU vzdy s imobilizovanym 2% enzymem protedzou z Aspergillus
oryzae. Z vysledkll je opét patrné, ze k nejvétsi zmeéné — snizeni hodnoty pH — dochazi
v prvnich 4 hodinach a u vSech vzorkl. Nejvétsi zména hodnoty pH vyluhu se projevila
u vzorku pfipraveného metodou A-EDC. Tento fakt koreluje 1 s nejvétsi zménou hmotnosti
na Obrazku 26. Pokud tedy dochézi k snizeni hmotnosti vzorku (tedy jeho rozpousténi

a vyluhu), dochézi zaroven ke snizeni hodnoty pH vyluhu.
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Obrazek 29: Graf zavislosti zmény hodnoty pH vyluhu nanovliken bez / s imobilizovanymi enzymy
po 4 a 24 hodinach.

W e

3.10 In vitro testy na praseci kaz

Byly také provedeny in vitro testy ptisobeni proteolytickych enzymu na popaleniny vytvorené
na prase¢i kiizi. Na popdlenou praseci kiizi byly umistény vzorky nanovlédken s rozméry
1,8 x 1,8 cm. Nanovlakna s praseci kiizi byla ponechana ve vlhkém prosttedi po dobu 24 hodin
v inkubatoru pii teploté 37 °C. Dalsi den byla vlakna odebrana z povrchu klize a bylo okamzité
vidét, ze v ptipad€ nanovlaken s imobilizovanym proteolytickym enzymem §la popélena ktize
oddélit od spodiny rdny s minimalnim Usilim, pouze velmi malym tlakem skalpelu nebo
dokonce pouze oplachnutim destilovanou vodou. V ptipadé standardii bez enzymii nedoslo

vubec k oddéleni popalené kiize od spodiny rany.

V ramci modelového testovani byla nanovlakna stabilizovana na 260 °C po dobu 2 hodin a byl
porovnadn zaroven vliv UV-A zafeni. V prvnim piipad¢ se jednalo o nanovlédkna upravena
pomoci metody A-EDC senzymem protedza s Aspergillus oryzae (Obrazek 30 a 31,
bez ozareni UV-A = vzorek A, po ozafeni UV-A zéafenim = B), vedle byly umistény standardy
vldken bez enzymu (bez ozéfeni = vzorek C, po ozéfeni ultrafialovym zafenim = D). V tomto

makroméfitku nebyly pozorovany zadné vlivy UV-A zéteni. Po plisobeni nanovldken s enzymy
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bylo mozné znekrotizovanou tkan jemné setfit, coz v pfipad¢ nanovlaken bez enzyml mozné

nebylo.

Obrazek 30: Praseci kiiZe s nanovliakny po Obrizek 31: Prasedi kiize po odstranéni
24 hodinach inkubace. Nanovlikna nanovliken a mirném setfeni mist. Nanovliakna
upravena metodou A-EDC s proteiazou bez upravena metodou A-EDC s proteazou bez
ozafeni (A), s proteazou po ozafeni UV-A ozafeni (A), s proteizou po ozafeni UV-A (B),
(B), standard bez ozafeni (C), po ozafeni (D). standard bez ozafeni (C), po ozafeni (D).

V dalsich testech byla pouzita kfemicita nanovlédkna stabilizovana na teplotu 180 °C. Metoda
testu byla stale stejna a vysledky jsou uvedeny na Obrazku 32. Testovana byla nanovlakna
upravena metodou A-EDC s protedzou z Aspergillus oryzae (oznaceno A a E), dale s metodou
B-DSC se stejnou proteazou (oznaceno B a F), nebo s trypsinem (oznaceno C a G). Porovnani
probéhlo opét se standardem nanovldken, které nebyly nijak upraveny (oznaceno D a H).
Z fotografii je dobfe znatelné, Ze nejlépe bylo mozné nekrotickou tkan jemné setfit
po pouziti nanovlaken upravenych metodou B-DSC s proteazou. V prvnim piipadé doslo pouze
k malému naruseni nekrotické tkdn¢ a ve tietim pfipad€ k odstranéni pouze povrchové ¢asti

nekrozy. Po plisobeni standardu opét nedoslo k zadné zméné.

79



Obriazek 32: Praseci kuZe po 24 hodinach inkubace, v levém sloupci s nanovlakny, v pravém po odstranéni
nanovlaken. Nanovlakna upravena metodou A-EDC s proteazou (A, E) upravena metodou B-DSC
s proteazou (B, I), upravena metodou B-DSC s trypsinem (C, G), standard bez apravy (D, H).

Vysledky stejnych testll jsou uvedeny i na Obrazku 33. Zde bylo testovano vétsi mnozstvi
vzorkl. Porovnén je vliv vSech tii metod a proteazy a trypsinu. Vzorky upravené metodou
A-EDC s protedazou jsou oznaceny A a H, upraveny stejnou metodou, ale s trypsinem jsou
oznaCeny B a I. Nanovldkna upravena metodou B-DSC s protedzou jsou oznacena C a J,
s trypsinem D a K. Pro porovnani byla testovana i nanovldkna upravena metodou C-GLU

s proteazou, oznaceno E a L a s trypsinem je oznaceno F a M. Jako posledni miizete vidét vliv
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neupravené¢ho standardu nanovlaken — ozna¢eno G a N. U metody A-EDC a metody B-DSC
byl prokazan vzdy vétsi vliv protedzy nez trypsinu. V piipadé pouziti protedzy doslo
k odstranéni nekrozy v celé jeji Sitce. U pouziti trypsinu doslo k odstranéni pouze povrchové
casti nekrdzy, pricemz ke kompaktnéjSimu odstranéni doSlo v piipadé metody B-DSC.
Pti upravé nanovlaken pomoci metody C-GLU nedoslo k tak dokonalému odstranéni jako
v predchozich dvou ptipadech. Pii pouziti proteazy doslo alespon k odstranéni povrchni casti
nekrozy, po pusobeni trypsinu ale nedoslo jiz k Zddnému odstranéni nekrozy. Bez ptsobeni

na nekrozu opét byla pozorovana i standardni nanovlakna.
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Obrazek 33: Prasedi kiiZe po 24 hodinach inkubace, v levém sloupci s nanovlakny, v pravém po odstranéni
nanovliken. Nanovliakna upravena metodou A-EDC s proteazou (A, H), s trypsinem (B, I), upravena
metodou B-DSC s proteazou (C, J), s trypsinem (D, K), upravena metodou C-GLU s proteazou (E, L),

s trypsinem (F, M), standard bez tpravy (G, N).
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4 Vysledky

Dil¢i vysledky jednotlivych testd byly uvedeny jiz v kapitole 3, kde byly uvedeny
1 nekvantifikovatelné vysledky. V kapitole 4.1 jsou uvedeny zejména vysledky, které¢ byly
zpracovany pomoci statistického programu. Pouzit byl program TIBCO Statistica. VSechny
naméiené vysledky byly rozd€leny podle druhu vysledku do 3 skupin tak, aby byly

porovnatelné.

4.1 Vliv metody funkcionalizace, hodnoty pH a teploty na aktivitu enzymii

Nejveétsi skupinu vysledkl tvorily testy proteolytické aktivity imobilizovanych enzymu
v zavislosti na metod¢ imobilizace — metoda A-EDC, metoda B-DSC a metoda C-GLU,
zaroven v zavislosti na teploté (4, 23, 37 nebo 45 °C), hodnoté pH (5, 7, 8 nebo 9) a druhu
proteolytického enzymu (PR, BR, TR, CH). Tyto vysledky proteolytické aktivity byly vzdy
uvedeny v jednotkach Units/mg nanovlaken, byly mezi sebou tedy porovnatelné. Ocekavanym
vystupem této skupiny testi bylo oznaceni nejlepsi metody imobilizace a nejvhodnéjsiho
proteolytického enzymu, ktery bude vykazovat vysokou aktivitu za podminek odpovidajicich
v popalené tkani — hodnoté pH = 8 a teploté 37 °C. Protoze vyroba kazdé série vzorki trva
1 az 2 dny a testovani aktivity trva dalsi cely den, z casovych a zejména finan¢nich divoda
nebyly provedeny vSechny testy v zavislosti na vSech 4 proménnych. Nebylo tedy mozné pfti
hodnoceni vzdy pouzit vicerozmérnou statistiku a vysledky byly hodnoceny pomoci
deskriptivni statistiky, post hoc testl, testii pro analyzu rozptylu atd. Vychozimi podminkami
pro vSechna méfeni aktivity enzymi je teplota 37 °C a hodnota pH = 7,0, proto pokud byla
testovana aktivita v zavislosti na teploté, byla hodnota pH vzdy 7,0 a obracené, pokud byla

testovana aktivita v zavislosti na hodnot¢ pH, byla teplota reakce vzdy 37 °C.

4.1.1 Vliv metody funkcionalizace nanovlaken

Nejvice testi bylo provedeno pro metodu A-EDC, kde byla aktivita imobilizovanych enzymt
meéfena v zavislosti na teploté, hodnoté pH a druhu imobilizovaného enzymu. Na Obrazku
34 je videt box plot statistika pro ty kombinace hodnoty pH a teploty, které byly pro metodu
A-EDC méreny.
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Box & Whisker Plot: A)EDC
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Obrazek 34: Box plot statistika pro metodu A-EDC. Mean znamena primér, mean+SD oznacuje
smérodatnou odchylku od priméru a meanz1, 96*SD oznacuje 95% interval spolehlivosti. Osa y vZdy
znazoriuje proteolytickou aktivitu enzymi v jednotkach Units/mg nanovlaken.

Proveden byl také post hoc test, ktery na rozdil od ANOVY nepotvrdi pouze, Ze mezi skupinami
existuje rozdil, ale zjisti 1, které skupiny jsou odliSené od ostatnich. Konkrétné byl pouzit LSD
(least significant difference) test, ktery aplikuje standardni t-testy na vSechny mozné pary
sttednich hodnot vybranych skupin. Pfedpokladem pro pouziti post hoc testll jsou stejné
rozptyly skupin. Rozdily mezi skupinami byly testovany na hladin¢ vyznamnosti a = 5 %.
Pro kontrolu byl pouzit jesté¢ ze skupiny post hoc testi Tukeyiv HSD (honestly significant
difference) test a bylo vzdy porovnano, zda LSD a HSD test oznacil vzdy stejné dvé
porovnavané skupiny vzorkl za odliSné na hladin€ vyznamnosti 5 %. VSechny vzorky byly

provedeny ve 12ti opakovanich.

V Tabulce 14 je uveden vysledek LSD testu pro metodu A-EDC teplotu 4 C° a pH = 7. Hodnoty
oznacené Cervené se 1i8i na hladiné vyznamnosti 5 % a hodnoty oznafené Cern¢ se na této
hladin€ vyznamnosti nelii. ProtoZe byla tato statistika provedena pro vSechny namétené

kombinace pH a teploty, je mozné vytvorit Tabulku 13. V té je uvedeno, u kterého enzymu byla
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znaménko =, neliSila se jejich aktivita na hladin€ vyznamnosti 5 %. Z Tabulky 15 je tedy patrné,
ze nejvyssi aktivita byla u enzymu protedza (PR) detekovéana ve 4 ptipadech, pro bromelain
(BR) v 1 ptipadé¢, pro trypsin (TR) v 6 ptipadech a pro chymotrypsin ani v jednom ptipadé.

Nejvyssi proteolytickou aktivitu za riznych podminek vykazuje tedy trypsin a déle proteaza.

Tabulka 14: LSD test pro porovnani v§ech moZnych pari stiednich hodnot vybrané skupiny — ervené
oznacené se lisi, Cerné oznacené se nelisi, metoda A-EDC, teplota =4 °C, pH =7.

Teplota=4, pH=7

LSD test; variable A)JEDC (Spreadsheet1)

Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = 00001, df = 44000

Enzym {1 2} 3} 4
Cell No 01639 | 02403 | 02306 | 01894
1 | PR 0.000001] 0.000011  0,063582
2 BR| 0.000001 0474234 0,000458
3 TR[ 0,000011 0.474234 0.003703
4 CH| 0.063582 0.000458/ 0.003703

Tabulka 15: Porovnani aktivity enzymi bromelain (BR), trypsin (TR), proteiaza (PR) a chymotrypsin
(CH) pro metodu A-EDC. V 6 piipadech ze 7 byla nejvétsi proteolyticka aktivita namérena u trypsinu.

4 23 37 45
PR>BR>TR>CH
BR=TR>PR=CH PR=TR>BR=CH PR=TR>BR>CH | PR=TR>BR=CH
TR>PR>BR=CH
TR>PR=BR=CH

\DOO\IUII

Jiz vyse bylo uvedeno, proc¢ byla dalsi méfeni provadéna v mensim rozsahu. Byl vyfazen enzym
chymotrypsin, nebyla jiz métena hodnota pH = 5 a po testech stability vzorka (viz. kap. 4.3.,
Tabulka 18 a Tabulka 19) byl také vyfazen bromelain. Na Obrazku 35 je tedy ptehled box plot
statistik naméfenych pro metodu B-EDC. Opét byl proveden Tukeiv HSD test
a na jeho zéklad¢é bylo mozné vytvoftit Tabulku 16. V té jsou porovnany proteolytické aktivity
enzymil a opét byla nejvyssi aktivita v ptipadé trypsinu (pro 4 ptipady ze 6), v jednom byla
nejvyssi aktivita pfi pouziti proteazy a v jednom piipad¢ byla aktivita protedzy a trypsinu stejna.
Nikdy nebyla proteolyticka aktivita nejvyssi pti vyuziti bromelainu, coz je jeden z diivoda, proc

pii testech zavislosti na hodnot¢ pH jiz nebyl dale pouzivan.
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Box & Whisker Plot: B)DSC
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Obrazek 35: Box plot statistika pro metodu B (DSC). Mean znamena priumér, mean=SD oznacuje
smérodatnou odchylku od priméru a meanz1, 96*SD oznacuje 95% interval spolehlivosti. Osa y vZdy
znazornuje proteolytickou aktivitu enzymii v jednotkach Units/mg nanovlaken.

Tabulka 16: Porovnani aktivity enzymii bromelain (BR), trypsin (TR) a proteaza (PR) pro metodu B-
DSC.V 6 pripadech ze 7 byla nejvétsi proteolyticka aktivita naméfena u trypsinu.

CModwompH.| 4 2 0n ¥ 45

7 TR>BR>PR | TR>BR=PR PR=TR>BR PR>TR>BR
8 TR>PR
9 TR>PR

Pro porovnani byly provedeny stejné testy pro metodu imobilizace C-GLU, jako pro metodu
B-DSC. Vysledna box plot deskriptivni statistika je na Obrazku 36. I v tomto piipad¢ byl
proveden Tuketv HSD test a na jeho zaklad¢ bylo mozné vytvoftit Tabulku 17. Vysledky jsou
velmi podobné jako v pfipadé metody B-DSC. Pouze v jednom piipade (teplota = 23 °C
a pH = 7) byla aktivita protedzy niz§i na hladin€¢ vyznamnosti 5 % nez u bromelainu.

U metody B-DSC nebyl rozdil mezi témito dvéma enzymy vyznamny.
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Box & Whisker Plot: C)GLU
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Obrazek 36: Box plot statistika pro metodu C-GLU. Mean znamena primér, mean+SD oznacuje
smérodatnou odchylku od priméru a meanl, 96*SD oznacuje 95% interval spolehlivosti. Osa y vidy
znazornuje proteolytickou aktivitu enzymii v jednotkach Units/mg nanovlaken.

Tabulka 17: Porovnani aktivity enzymii bromelain (BR), trypsin (TR) a proteaza (PR) pro metodu
C-GLU. V 6 pripadech ze 7 byla nejvétsi proteolyticka aktivita naméfena u trypsinu.

=]

4 23

37

45

TR>BR>PR TR>BR>PR PR=TR>BR PR>TR>BR
TR>PR
TR>PR

Z téchto vysledkt vyplyva, Ze nejvyssi proteolyticka aktivita byla nejCastéji naméifena

u enzymu trypsin. Akorat ve dvou ptipadech byla vyssi aktivita u protedzy (nejprve v piipadé

pH=5piiat=37 °C ataky v ptipadé pH =7 at =45 °C). V 5 ptipadech byla aktivita proteazy

a trypsinu stejnd. Pokud se zaméfime na porovnani metod funkcionalizace, miZzeme vidét

na Obrazku 37 rozdily v aktivit¢ trypsinu podle zvolené metody a hodnoty pH,

vvvvv

= 8 at =37 °C, byla aktivita trypsinu vzdy vyssi nez aktivita protedzy. Z hlediska metody

87



funkcionalizace bylo prokdzéano, ze aktivita trypsinu byla stejna pro metodu A-EDC a B-DSC,
pro metodu C-GLU byla mirné nizsi. V pfipadé protedzy byla aktivita nejvyssi pro metodu
A-EDC, mirné niz$i byla pro metodu B-DSC a opét nejnizsi pro metodu C-GLU. Celkové
je ale z vysledktl patrné, Ze metoda funkcionalizace vyrazny vliv na aktivitu imobilizovanych
enzymu nema. K porovnani byla pouzita mnoharozmérna analyza rozptylu. Testovaci statistika
— Wilksova lamba slouZzi k testovani hypotézy odliSnosti priméra znakt v jednotlivych tiidach,
¢im vice se blizi ¢islo k hodnoté 1, tim se pruméry v jednotlivych tfidach lisi méné, opak plati,
¢im vice se Cislo blizi k hodnoté 0. Z Obrazkt 37 a 38 a jejich hodnot na nich je patrné,
ze primery v pripad¢ pouziti trypsinu se 11§ mén¢, nez praméry v ptipad¢ proteazy. Je to dano

zejména tim, ze aktivita protedzy je vice zavisld na hodnoté pH nez u trypsinu.

Enzym=TR, Teplota=37
pH; LS Means
Wilks lambda=,58805, F(6, 62)=3,1418, p=,00938
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
0,044

0,042

0,040

0,038

0,036

0,034 Vo

0,032

0,030

== AEDC
! 8 ? =& B)DSC
pH = C)GLU
Obrazek 37: Graf vicerozmérné statistky proteolytické aktivity trypsinu v zavislosti na hodnoté pH
a metodé funkcionalizace nanovliken, vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti. Osa
y znazoriuje proteolytickou aktivitu enzymi v jednotkach Units/mg nanovlaken.
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Enzym=PR, Teplota=37
pH; LS Means
Wilks lambda=,02542, F(6, 62)=54,481, p=0,0000
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Obrazek 38: Graf vicerozmérné statistky proteolytické aktivity proteazy v zavislosti na hodnoté pH
a metodé funkcionalizace nanovliken, vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti. Osa
y znazoriuje proteolytickou aktivitu enzymi v jednotkach Units/mg nanovlaken.

4.1.2 Vliv hodnoty pH na proteolytickou aktivitu enzymi

Na Obrazku 37 je mozné vidét pH zavislost jednotlivych enzyml pro metodu Upravy
nanovldken A-EDC. V méfeném rozsahu pH hodnot se aktivita protedzy a bromelianu
se zvySujicim pH sniZzuje a u trypsinu a chymotrypsinu naopak zvySuje. Pokud bychom
porovnali vysledky z téchto grafii s uvadénymi pH optimy z Tabulky 9, neshoduje se uvedené
a naméiené optimum pouze u bromelainu (nejvyssi aktivita byla naméfena pii hodnoté pH = 5,
ale v tabulce je uvedeno 6,5-7,5). Toto mlze nastat pravé disledkem imobilizace enzymu
na substrat, kdy se mirné¢ zméni konformaéni struktura enzymu a zvysi se jeho stabilita. Proto
se vzdy doporucuje, proméfit tyto zavislosti znovu po imobilizaci. Pokud srovname
proteolytickou aktivitu enzymil v jednotkdch Units/mg nanovlédken (osa y na Obrazku 39),
tak nejvyssi aktivita byla v rozmezi pH = 7-9 méfena u trypsinu, mirné niz$i u protedzy
u chymotrypsinu. Pro pouziti pfi 1écbé popalenin samoziejmé vyzadujeme enzym, ktery
vykazuje nejvyssi aktivitu v uvedeném intervalu pH a zaroven jeho aktivita je nejméné na této

hodnot¢ zavisla. Podle uvedenych vysledki toto spliluje trypsin.
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Obrazek 39: Grafy zavislosti proteolytické aktivitu (vZdy osa y) imobilizovanych enzymii metodou A-EDC
na hodnoté pH — proteaza vlevo nahofie, trypsin vpravo nahoi'e, bromelain vlevo dole, chymotrypsin
vpravo dole. Osa y vidy znazoriuje proteolytickou aktivitu enzymi v jednotkach Units/mg nanovlaken.

4.1.3 Vliv teploty na proteolytickou aktivitu enzymu

Podobné byla prométena 1 zdvislost aktivity na teploté. Vysledné grafy jsou uvedeny
na Obrazku 40. VSechny méfené enzymy maji nejvyssi aktivitu ze zvolenych teplot pti t = 45
°C. Je to déno zejména tim, ze kromé¢ trypsinu (kde je uvedené pH optimum jiz pii t = 40 °C,
viz. Tabulka 9) je u vSech enzym teplotni optimum jesté vyssi nez je nejvyssi mefena teplota
v této disertaci. Vyssi teplota nez 45 °C nebyla ale testovana z toho diivodu, Ze by nebylo mozné
na popalenin¢ ktize vyssi teplotu aplikovat. Rozdil v aktivit¢ mezi 4 a 45 °C byl u proteazy
0,029 Units/mg nanovlaken, u trypsinu 0,019 Units/mg nanovldken, u bromelianu 0,002
Units/mg nanovldken a u chymotrypsinu 0,006 Units/mg nanovldken. Nejvice tedy zavisi
aktivita na teploté v piipad¢ proteazy a trypsinu, je to ovSem dano zejména tim, ze u téchto

vV

dvou enzym je aktivita pii vysSich teplotach vyrazné€ vyssi nez u bromelainu a chymotrypsinu.
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Obrazek 40: Grafy zavislosti proteolytické aktivitu (vZdy osa y) imobilizovanych enzymi metodou A
(EDC) na teploté — proteaza vlevo nahofe, trypsin vpravo nahore, bromelain vlevo dole, chymotrypsin
vpravo dole. Osa y vZdy znazoriuje proteolytickou aktivitu enzymi v jednotkach Units/mg nanovliken.

4.2 Vliv metody imobilizace enzymi na cytotoxicitu

v

Dil¢i vysledky testli cytotoxicity buné€k jiz byly uvedeny na Obrazku 27 v kap. 3.5.2. Hlavnim
vysledkem testu byla 10ti ndsobné vys$i cytotoxicita materidlu v pfipadé standardnich
kfemicitych nanovléken stabilizovanych na teplotu 260 °C sterilizovanych ethylenoxidem proti
stejnému vzorku sterilizovanému v autoklavu. Po téchto testech byl hledan jiny zptisob
sterilizace. A¢ se sterilizace ethylenoxidem pouZiva ve zdravotnictvi (viz. Norma CSN EN ISO
10993-7 Biologické hodnoceni zdravotnickych prostiedkii: Rezidua pfi sterilizaci
ethylenoxidem), na nanovldkna s enzymy mé negativni vliv i po 14ti dennim odvétrani.
Zpomaleni proliferace fibroblasti na elektrostaticky zvldknénych biodegradabilnich
polyesterech sterilizovanych ethylenoxidem proti sterilizovanym stejnym vzorktim ethanolem,

uvadi 1 dalsi publikace (Horakova et al. 2018).

91



V ramci dalsiho testu cytotoxicity provedeného vyluhem po dobu 24 hodin v mediu DMEM
a méfeného metodou cck-8, byl mimo jiné testovan 1 vliv sterilizace ethanolem
a propylenglykolem. Pouzity byl 3T3 mysi fibroblasty (pasaz 21, nasazeno 1*10* bungk
/ 96well). SloZeni média bylo nasledujici: DMEM High Glucose, 10% FBS, 1% ATB, 1%
L-glutamin. Nasazena byla i pozitivni a negativni kontrola, ze kterych byla vypocitana 100%
mira viability bunék. Hodnoty byly primérovéany z 10 vzorkl od kazdého. Kolorimetricky test
byl proveden po 24 hodinéch kultivace vyluhu s buiikami. Vysledky tohoto testu jsou uvedeny
v grafu vlevo na Obréazku 41. Sterilizace standardnich kifemicitych nanovlaken probihala bud’
v 70% ethanolu (vzorek STA 1), nebo pomoci 52% propylenglykolu (vzorek STA 2).
Sterilizace vzorki s imobilizovanymi enzymy probihala kombinaci ethanolu a filtrace kapalin
(viz nize). Z grafu vlevo je opét patrné, ze vzorky (kromé standardu sterilizovaného ethanolem
byly cytotoxické). Nové vzorky ze stejné série byly tedy jesté v biohazard boxu oplachnuty 2x
na 2 hodiny ve fosfatovém pufru (PBS) a byly provedeny stejné testy (Obrazek 41, graf vpravo).
Viabilita bun¢k se u vSech vzorkil zvysila. Jako netoxické materialy byly pro buitky 3T3 poté
oznateny vzorky B BR (metoda B-DSC sbromelainem), C BR (metoda C-GLU
s bromelainem) a STA 1 (standard nanovlaken sterilizovany ethanolem), pfi¢emz pro vzorek
C_BR bylo toto rozhodnuti oznac¢eno za sporné vzhledem k smérodatné odchylce. V tomto
testovani byl pouzit i vzorek oznaceny jako D BR. Jednalo se o metodu D — vzorek nanovléken
upraveny pouze DSC bez ptedchozi silanizace a karboxylace (viz. Kap. 3.2.2 a Tabulka 8).
Tento vzorek byl ale oznacen jako cytotoxicky pfed oplachem i po oplachu a nebyl tedy dale
v disertaci pouzivan. Sterilizace propylenglykolem byla také oznacena za nevhodnou

a sterilizace vzorku probihala jiz vzdy nasledujicim zptisobem.

Sterilizace u metody A-EDC

Nanovlakna byla zvlaknéna, tepelné stabilizovana, poté silanizovana pomoci APTES
a karboxylovdna pomoci SU. Po tomto kroku byla nanovldkna sterilizovana vzdy 10 min.
postupné 100%, 70% a 50% ethanolem fedénym deionizovanou vodou. Nanovldkna byla
pfedana do sterilniho biohazard boxu a vSechny dalsi chemikélie (EDC, NHS, pufry, enzymy
v pufru) byly filtrovany pomoci filtri s primérem pori 0,22 um.

Sterilizace u metody B-DSC

Nanovlakna byla zvlaknéna, tepelné stabilizovana, poté silanizovana pomoci APTES
a karboxylovdana pomoci SU a funkcionalizovdana pomoci DSC. Po tomto kroku byla
nanovlakna sterilizovana vzdy 10 min. postupné 100%, 70% a 50% ethanolem fedénym
deionizovanou vodou. Nanovldkna byla ptedana do sterilniho biohazard boxu a vSechny dalsi
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chemikalie (pufr s enzymy i bez enzymu) byly filtrovany pomoci filtrii s primérem péra
0,22 pm.

Sterilizace u metody C-DSC

Nanovlakna byla zvldknéna, tepelné stabilizovana, poté silanizovana pomoci APTES. Po tomto
kroku byla nanovldkna sterilizovana vZdy 10 min. postupné 100%, 70% a 50% ethanolem
fedénym deionizovanou vodou. Nanovldkna byla ptfedana do sterilniho biohazard boxu

a vSechny dal$i chemikalie (GLU, pufr s enzymy i bez enzymil) byly filtrovany pomoci filtr

s pramérem pora 0,22 um.

Viabilita 3T3 bunék bez oplachu PBS Viabilita 3T3 bunék bez oplachu PBS
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Obriazek 41: Procentualni viabilita 3T3 bunék, test cck-8: negativni kontrola (NC), pozitivni 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 sterilizovany ethanolem (STA 1),
standard sterilizovany propylenglykolem (STA_2).

Porovnani zmény viability bun¢k pted oplachem fosfatovym pufrem a po oplachu bylo jeste

zpracovano do grafu na Obrazku 42.
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Obrazek 42: Porovnani viability 3T3 bunék pied oplachem a po oplachu PBS: negativni kontrola (NC),
pozitivni 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 sterilizovany
ethanolem (STA_1), standard sterilizovany propylenglykolem (STA_2).

V dalsim kroku byla métena proteolyticka aktivita imobilizovanych enzymu ptfed oplachem
a po oplachu PBS. Protoze se proteolytickd aktivita na hladin¢ vyznamnosti 5 % statisticky
vyznamn¢ nesnizila, byly provedeny dalsi testy cytotoxity s vybranymi materialy po oplachu
v PBS (Obrazek 43). Protoze pfi testech stability materialu se ukazal bromelain jako nejméné
stabilni enzym z testovanych (vice v kap. 4.3.) a pfi testech proteolytické aktivity vykazoval
nizs8i aktivitu nez protedza a trypsin, byly dalsi testy provedeny s proteazou. Pouzita byla opét
metoda cck-8 a 3T3 mysi fibroblasty (pasaz 14, nasazeno 1*10* bunék / 96well). Slozeni média
bylo nasledujici: DMEM High Glucose, 10% FBS, 1% ATB, 1% L-glutamin. Nasazena byla
1 pozitivni a negativni kontrola, ze kterych byla vypocitana 100% mira viability bunék. Hodnoty
byly primérovany z 10 vzorkii od kazdého. Vzorky byly 2x oplachnuty v PBS po dobu 2 hodin,
poté byly vytvoteny vyluhy v DMEM po dobu 24 hodin. Kolorimetricky test byl proveden po
dalSich 24 hodinéach kultivace vyluhu s buiikkami. Z testovanych vzorkti byl opét vyhodnocen
jako netoxicky vzorek upraveny metodou B-DSC s proteazou. Mimné toxicky byl vzorek

s upravou metodou A-EDC a vice s metodou C-GLU.
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Obriazek 43: Procentualni viabilita 3T3 bunék, test cck-8: negativni kontrola (NC), pozitivni kontrola
(PC), metoda A-EDC s proteazou (A_BR), metoda B-DSC s proteazou (B_BR), metoda C-GLU
s proteazou (C_BR), standard sterilizovany ethanolem (STA).

Pro potvrzeni vysledki byla jesté testovana viabilita 3T3 bunék vyluhem metodou AlamarBlue
pro metodu upravy nanovlaken B-EDC s trypsinem. Standard byl sterilizovan ethanolem,
vzorek s trypsinem dvoustupfiovou sterilizaci ethanolem a filtraci kapalin. Vzorky byly
provedeny v tripletu, opét promyty v PBS a nésledné byl proveden vyluh bud’ 24 hodin nebo
72 hodin. Vysledky oproti kontrole (100 %) jsou uvedeny na Obrazku 44. Testovany standard

nanovléken i vzorku se prokazaly jako netoxické pro 3T3 bunky.

Viabilita bunék oproti kontrole 100 %
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Obrazek 44: Procentualni viabilita 3T3 bunék, test AlamarBlue: vyluh 24 hodin standardu nanovliken
(STA 24h), vyluh 72 hodin standardu nanovlaken (STA 72h), vyluh 24 hodin nanovlaken upravenych
metodou B-DSC s trypsinem (B_TR 24h), vyluh 72 hodin nanovliken upravenych metodou B-DSC
s trypsinem (B_TR 72h).
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Celkové testy cytotoxicity prokazaly jako nevhodnou metodu sterilizace bud’ pomoci
propylenglykolu, nebo ethylenoxidu. Vhodnd je pouze sterilizace kombinovana
ethanol—filtrace kapalin. Z metod upravy povrchu nanovlaken se netoxicka prokazala metoda

B-DSC. Pouzity proteolyticky enzym nemél vliv na cytotoxicitu bunék.

4.3 Vliv podminek skladovani na stabilitu imobilizovanych enzymi

Nakonec byly provedeny testy stability materiali — zajimalo nas zejména zachovani
proteolytické aktivity enzymu. Vzorky byly uchovavany bud’ v mrazaku (t = -20 °C), v lednici
(t =4 °C), nebo v laboratorni skiiiice (t = 21 °C). Po 90 dnech a po 180 dnech byla zmétena
aktivita imobilizovanych enzymu podle Lowryho metody (viz. kap. 3.4). Vysledky jsou
uvedeny v Tabulce 18 (pro metodu A-EDC) a v Tabulce 19 (pro metodu B-DSC). Priimérovany
byly ze 3 vzorka. Jako 100% proteolyticka aktivita byla vzdy zvolena hodnota namétfend ihned
po vyrobé nanovlaken simobilizovanym enzymem. Na strukturu a manipulovatelnost

nanovldken nem¢éla teplota skladovani vzorkt zadny vliv.

Tabulka 18: Rezidualni proteolyticka aktivita enzymiu po 90 a 180 dnech skladovani v zavislosti na teploté
skladovani, metoda upravy nanovliken A-EDC.

PR 94 % 97 % 70 % &1 % 85 % 68 %
BR 64 % 65 % 61 % 31 % 19 % 27 %
TR 122 % 96 % 103 % 85 % 63 % 71 %

Tabulka 19: Rezidualni proteolyticka aktivita enzymu po 90 a 180 dnech skladovani v zavislosti na teploté
skladovani, metoda upravy nanovliken B-DSC.

PR 90 % 95 % 62 % 82 % 73 % 62 %
BR 50 % 70 % 55 % 20 % 25% 27 %
TR 98 % 100 % 94 % 92 % 93 % 79 %

Celkove byly vysledky testi stability vzhledem k hlavnimu ukolu disertacni prace velmi
priznivé. Kovalentné navézané enzymy si udrzely svoji aktivitu i po 180 dnech. Pro uchovani

aktivity enzyml se neosvédcila laboratorni teplota, protoze v tomto piipad¢ byla aktivita
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enzymu nejnizsi, jak po 90 1 180 dnech. Z hlediska metody imobilizace nebyl mezi vzorky
rozdil. Metoda imobilizace tedy nema vliv na zbytkovou aktivitu enzymu. Prokazano bylo,
a trypsin byla rezidualni aktivita vyssi pii pouziti teploty skladovani -20 °C. Pokud si budeme
v§imat vysledkii nejlepsi metody upravy — metoda B-DSC a nejlepSiho enzymu — trypsin,
rezidudlni proteolyticka aktivita enzymu byla po 90 dnech 98 % a po 180 dnech stale 92 %.

Timto byl kol disertacni prace splnén.
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5 Doporuceni na pokracovani ve vyzkumu

Rozhodné bych velmi nerada ukoncila vyzkum v této oblasti v den odevzdani disertacni prace.
Myslim si, ze téma je dobfe rozvedeno a ma smysl v ném pokracovat. At bych pokracovala ja,
nebo nékdo jiny. V zavéru prace se vyttibily hlavni sméry, kterymi by bylo dobré se zabyvat.
Optimalizovan byl piesny postup Upravy povrchu nanovldken a vhodny enzym. Proto bych
se spiSe zamgéfila na testovani cytotoxicity in vitro na lidskych keratinocytech vyluhem
1 kontaktem a dale na testovani in vivo. NiZze je uvedeno, z jakého diivodu nebyla prace
zameétena vice na testovani kinetiky imobilizovanych enzymi. Tyto druhy testovani bych tedy
do budouciho planu také navrhla. Z laboratornich testl 1ze jeSte provést v rdmci testll na praseci
kGzi porovnani aplikace nanovlaken s enzymy a komeréné dostupnych masti a hydrogeli
s obsahem proteolytickych enzymii. UrCité ma smysl se vice zaméfit 1 na prekvapivé vysledky
souvisejici s ozatenim pomoci UV-A (zvySeni proteolytické aktivity enzym, antibakterialni
aktivita atd.) Pfed uvedenim vzorkd do praxe je jisté nezbytny také krok chemické analyzy
— jaké prvky a slouCeniny, v jaké koncentraci a za jakych podminek by se z nanovldken

s enzymy pii aplikaci na nekrézu uvolnovaly.
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6 Diskuze a zavér

Dovolila jsem si diskuzi a zavér spojit, protoze si myslim, Ze spolu tyto dvé ¢asti prace souvisi.
Zacala bych shrnutim vysledku prace. Byla provedena rozsahla feSerSe tématu, optimalizovana
metoda Upravy nanovlaken, kterd neni cytotoxickd pro fibroblasty (metoda B s vyuZzitim
N,N'-Disuccinimidyl karbonatu), byl vybran nejvhodnéjsi proteolyticky enzym — trypsin
z hovéziho pankreatu. Byla optimalizovdna metoda sterilizace vzorkti (kombinovand metoda
ethanolfiltrace kapalin). Uginnost vytvofenych materialti byla ovéfena in vitro testy na praseéi

kazi a testy stability materialti az po dobu 180 dnti.

Hlavni myslenka disertacni prace — navdzat na uspéSnou metodu vyroby kiemicitych
nanovldken a vyuzit je k imobilizaci proteolytickych enzymi, je vyborny, i kdyz opravdu tézky
ukol. Stejné jako v jinych inovativnich odvétvich vyzkumu, je zde prostor pro plné novy smer,
vlastni myslenky, ale zaroven nardzite na problém, Ze byste po modelovych testech museli
provést jesté nepreberné mnozstvi opakovanych testl, abyste tento fakt ovétili a dostatecné
prokazali, protoze odbornd literatura na toto téma neexistuje. Zde mluvim napiiklad o vlivu

UV-A zéfeni na sterilizaci vzorkl a aktivitu enzymu.

Zejména v prvnich letech prace existovalo velmi malo studii simobilizaci enzymi
na nanovlakna — u imobilizovanych enzymu se ale urcovala jejich aktivita jinak nez u volnych
enzymu v roztoku. Pfipocitame-li k tomu nepfeberné mnozstvi substratl (v naSem piipadé
kasein), které se vyuzivaji ke stanoveni proteolytické aktivity enzymi, dostaneme né¢kolik
praci, kde je aktivita enzymu vzdy vyjadiena v jinych jednotkdch — metody jsou mezi sebou

tedy neporovnatelné.

Samoziejmé jsem si védoma nedostatkii — zejména velké rozsahlosti prace na tkor poctu
opakovani testi a Casto nedostatecné¢ho vysvétleni chemickych procesti v kazdém kroku
praktické ¢asti. Pii sestavovani osnovy prace jsme spani docentkou samoziejme
ale nepfedpokladaly, Zze se prace takto rozvétvi — jmenovala bych napiiklad problém
se sterilizaci vzorkl, kterému nakonec bylo vénovano nékolik mésicti, nebo problém
s optimalizaci metody meéfeni proteolytické aktivity. Opravdu hodné téchto metod
je optimalizovdno na volné enzymy, poté existuji substraty pouze pro jeden druh
proteolytickych enzymt. Toto je také vysvétleni, pro¢ se prace vice neveénovala kinetice

enzyml. Zde by byl jist¢ prostor pro rozsédhlejsi testovani. Z hlediska vysvétleni vSech
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chemickych procesii si myslim, ze jsem se studiu tohoto tématu jako student oboru Materialové
inZenyrstvi a textilni technika vénovala maximalnim moZznym zptsobem. Jinak by z tohoto

hlediska jist¢ vypadala disertacni prace organického chemika.

Pokud se zaméfim na nedostatky prace, jsem si védoma jeSté jedné véci — obcasného
poangli¢téni nazvl. V nékolika piipadech ani ¢esti odbornici nepouzivaji ceské nazvy, nebo jen
velmi ziidka a orientuji se pouze v nazvech anglickych. Tento problém jsem vétSinou feSila
dodrzovanim jednoho zpiisobu popisu, popt. jsem se fidila jednou literaturou, anebo jsem

vyhledala, jaky ndzev se pouZziva nejcastéji.

Pti hledani vhodné metody imobilizace enzymti mi byla napomocna kniha Bioconjugate
Techniques (Hermanson 2008). V knize s 1230 stranami jsem ovSem neobjevila chemikalii,
kterou by bylo mozné pouzit na nas ptipad imobilizace enzym a v jejim bezpecnostnim listu
bych se docetla, Ze je naprosto bezpecna. Tohoto faktu jsem si tedy védoma a proto jsem
se také vénovala opakovanym testim cytotoxicity, které mély jasn€ podle normy oznacit vzorky
cytotoxické a netoxické. Z hlediska bezpecnosti pii pouziti chemikalii samoziejmé také zavisi
na koncentraci latky (v naSem piipad¢ jsou koncentrace velmi nizké) a na dobé kontaktu
nanovldken s popaleninou. In vitro testy na prase¢i kuzi potvrdily, Ze neni nutné aplikovat
nanovldkna s enzymy del$i dobu nez 24 hodin. Podle rozsahu a stupné nekrézy by se spise tato
doba zkracovala. Biokompatibilita samotnych kiemicitych nanovlédken zde také jiz feSena
nebyla, protoze byla jiz pfedmétem studii pani docentky Lovétinské-Slamborové a pana
docenta Exnara. Opét ale nepiedpokladdme, Ze by nanovlédkna byla na ran¢ déle jak 24 hodin.
Pokud by nekroza nebyla za tuto dobu odstranéna v celém svém rozsahu, byl by po 24 hodinach

vzorek nanovlédken nahrazen novym.

Pii testech cytotoxicity jsem se v tkanovych laboratofich Casto také setkavala s otazkou,
pro¢ vyuzivam k odstranéni nekrézy trypsin a ocekavam, ze se na vzorku bude dobie dafit
bunikdm (bude zde probihat jejich rast a proliferace). V tkanovych laboratofich se totiz tento
enzym pouziva pro oddéleni bun€k od dna kultivacnich lahvicek. Pokud by nékomu opravdu
vadilo pouZiti trypsinu ve spojitosti s oznacenim — vyhovujici materidl pro bezbolestné
odstranéni nekrézy — mizeme tedy pouzit protedzu, kterd dosahovala neméné dobrych
vysledki. Slo by oviem pouze o slovikaieni, protoZze enzymy maji stejny proteolyticky u¢inek.
V naSem piipadé je samoziejme trypsin pouzivan v mensi koncentraci. V principu ma ale stejny
ukol jako pfi praci s tkanémi — rozdélit proteinovou vazbu mezi nekrotickou a zdravou tkani

(jako v tkanové laboratofi rozdélit proteinovou vazbu mezi buitkami a kultivacni lahvickou).
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Nasim ukolem bylo vymyslet, jak bezbolestn¢ oddélime zdravou a nekrotickou tkan,
nanovlakna by se tedy pouzivala v prvni fazi hojeni rany, v této fazi ale neptedpokladame rist

novych zdravych bun¢k, cemuz by trypsin branil.

Upozornila bych jesté na jeden problém, ktery jsem pii vybéru tématu disertacni prace nevidéla
a diky kterému, bych si toto téma znovu ziejmé nevybrala. Jedna se o finan¢ni naro¢nost
metody. Enzymy a chemikalie potfebné k praci byly mnohdy nékolikandsobné drazsi nez
finanni potfeby mych kolegi — studentli doktorského studia. Diky této skutecnosti
se dokonceni disertace velmi prodlouzilo. Jiz jsem v praci uvedla jeden z mnoha piikladi
— enzym kolagenaza se z reSerSe jevil, jako velmi vhodny pro mé ucely, z divodu financi
by bylo ale mozné ho pofidit az ve ¢tvrtém roku doktorského studia. Opét by se tedy musely

opakovat vSechny testy.

Po ptiznani vSech nedostatkt prace, kterych jsem si védoma a zopakovani dosazenych vysledka
si na jednu stranu uvédomuji, ze nékteré nedostatky prace jsou sice vyrazng, ale na druhou jsem
si pfipomnéla, co vSechno bylo dokdzano. Bylo provedeno opravdu rozséhlé, komplexni
méfeni, které diky ¢asové naro¢nosti vyroby nanovlaken, jejich tpravy a testovani, zabralo tolik
casu, jako mnohdy vice jinych disertacnich praci dohromady. A o to s vétsi radosti nyni
disertacni préci predkladam a doufdm v pokraovani vyzkumu. Nejsem rozhodné zastancem
moderniho zplisobu vyzkumu — s minimélnim mnoZstvim analyz a vysledki in vitro piejit
k testovani in vivo na zvifatech, nyni si ovSem myslim, Ze po testech in vitro na lidskych

koznich burikach je tato prace ptipravena se posunout pravé do tohoto bodu.
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