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Abstrakt

Obsahem této prace je studium vlastnosti antiseptické latky chlorhexidinu a kiremicitych
nanovlaken s cilem navrhnout nékolik moZnych zptsobl imobilizace chlorhexidinu na
tento typ nanovlaken. Vysledny material by mohl nalézt uplatnéni v mediciné, napt. jako
kryci material usnadnujici hojeni ran. Na zakladeé resSerse informaci z védecké Cinnosti pie-
vazné z poslednich péti let, ktera se zabyvala problematikou imobilizace chlorhexidinu na
rizné nosice na bazich nanomateridld byly navrzeny tfi mozné postupy imobilizace - po-
moci cyklodextrint (cyklické oligosacharidy které ve své centralni kavité mohou nevazeb-
nymi interakcemi vazat molekuly), kovalentni vazbou pres organokovovy cross-linker
a s vyuzitim nanoporéznich materiald, které uvolni sviij obsah v reakci na pH prostredi.
Prozkoumany byly také jiné zpiisoby imobilizace (napi. s vyuZzitim nanocastic zlata, Zela-
tiny nebo jinych neZz kiremicitych polymernich materialii). Jednim z cili prace bylo alespon
nékteré z navrzenych metod provést v laboratofi, otestovat antibakteridlni aktivitu takto
vytvoirenych materiall a vlastnosti materiali vzajemné porovnat. Nanestésti byl v souvis-
losti se zavedenim nouzového stavu znemoznén piistup do Skolnich laboratoii, coz znemoz-
nilo praktickou Cast vypracovat vdaném Casovém rozmezi (nékteré z navrZzenych syntéz
a testovani kinetiky uvolnovani jsou pomérné ¢asové naro¢né a nemuseji vést napoprvé
k uspokojivym vysledktim). Proto byla misto toho teoreticka ¢ast rozsirena, zejména o in-
formace tykajici se kfemicitych nanovlaken (jakoZto nosice chlorhexidinu, ktery mél byt vy-
uzit v praktické ¢asti), jejich vyroby, vlastnosti a vyuziti. Navrzené postupy budou ptipadné
vyzkouSeny v ramci diplomové prace, ktera bude na tuto bakalaiskou praci navazovat, po-

kud to bude tematicky vhodné vzhledem k jejimu obsahu.
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Abstract

This thesis aims at studying the properties of chlorhexidine (an antiseptic) and silica nano-
fibers, in order to propose several options of immobilization of chlorhexidine onto this type
of nanofibers. The resulting material could potentially find use in medical applications, for
example as a wound dressing which promotes the healing process. Based on the infor-
mation taken from scientific research in this area, mainly from the last five years, three
methods of immobilization were suggested - using cyclodextrins (cyclic oligosaccharides
that have the ability to non-covalently bind molecules in their central cavity), via a covalent
bond using an organometallic cross-linker and with the use of nanoporous materials which
release their contents in response to the pH value of the environment. Other methods of
immobilization were also researched (such as those using gold nanoparticles, gelatine or
different than silica-based polymer materials). One of the goals of this work was to test at
least some of the proposed methods in laboratory conditions, assess the antibacterial activ-
ity of synthetized materials and compare the properties of the individual materials. Unfor-
tunately, due to a state of emergency being declared, the access to school laboratories was
restricted, which caused the work to be impossible to finish in time, because some of the
proposed methods of synthesis and the tests of release kinetics are fairly time demanding
and are not guaranteed to produce satisfactory results at the first attempt. Because of that,
the theoretical part of the thesis was expanded instead and includes information regarding
silica nanofibers (which were supposed to be used as the carrier for chlorhexidine), their
synthesis, properties, and applications. Proposed methods of immobilization might be
tested as a part of author’s master thesis, which is going to further expand the topics pre-

sented in this work.

Keywords

chlorhexidine, silica nanofibers, immobilization, antibacterial activity, drug-delivery

systems
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1 Uvod

Antiseptika a dezinfekce, tedy latky, slouZici k likvidaci potencialné nebezpecnych mikroor-
ganismu na povrchu lidského téla a predmétd, jsou jednim ze zakladnich piliii moderni

mediciny a nenahraditelné jsou zejména pfti chirurgickych zakrocich.

Skutec¢nost, Ze rany je tfeba udrzovat Cisté pro jejich spravné hojeni si uvédomovali jiZ staf{
Sumerové (na zaznamech z hlinénych desticek, pochazejicich z obdobi priblizné
2150 pt. n. 1., byly popsany metody péce o povrchova poranéni, které zahrnovaly napft. vy-
myvani rany horkou vodou a pivem ¢i pouzivani obkladti z usazenin ze dna vinnych sudt ¢i
z jeStércich exkrementi) ¢i nékteii anticti 1ékari (napt. Hippokrates zminuje ddleZitost od-
strafiovani hnisu, pokud se v rané tvori), avSak aZz v 19. stoleti je vSeobecné prijata mys-
lenka, Ze mnohé zdravotni komplikace, vcetné téch vznikajicich pti hojeni Spatné

oSetrenych ran, jsou zptisobovany mikroorganismy, zejména bakteriemi [1].

V roce 1867 byl publikovan ¢lanek Antiseptic Principle of the Practice of Surgery, jehoz auto-
rem byl britsky 1ékar a chirurg Joseph Lister. Ten vychazel z poznatki v oblasti mikrobiolo-
gie u¢inénych Louisem Pasteurem a prisSel s myslenkou, Ze operace je potreba provadét ve
sterilnim prostiedi, aby se zabranilo vzniku infekce [2]. Jako prvni antiseptikum byla pou-
zivana kyselina karbolov4, dnes 1épe znama jako fenol. Jeji pouziti k dezinfekci operované
oblasti vyrazné sniZilo Cetnost pooperac¢nich komplikaci, které predtim neziidka koncily
i smrti pacienta. Lister diky svému objevu ziskal velky ohlas a vyslouZil si prezdivku ,otec

modern{ chirurgie” [3].

0d téchto pionyrskych kricki ubéhlo jiz 150 let a za tu dobu vznikla celd fada antiseptic-
kych prostredki, vyvinutych s cilem maximalizovat jejich i¢innost a omezit nezadouci ve-
dlejsi ucinky. Jednim z nejpouZzivanéjSich antiseptik a desinfektantl se stal chlorhexidin,
ktery naléza uplatnéni v chirurgii, dentalni mediciné a mnoha dalSich oblastech. S pomoci
modernich technologii, zejména nanotechnologii, jsou otevirany stale nové moznosti vyuziti
této latky. Jednou z téchto modernich aplikaci, ktera je zaroven tématem této bakalarské
prace, je imobilizace chlorhexidinu na kfemicita nanovladkna, kterd mohou byt aplikovana
primo do rany a pfi jejich postupné degradaci se chlorhexidin priibézné uvolniuje a udrzuje
ranu sterilni i pri déletrvajicim hojeni.

Teoreticka cast této bakalarské prace pojednava o chlorhexidinu, jeho vlastnostech, moz-
nostech jeho imobilizace a vyuziti. Cilem praktické casti je navrhnout nékolik zptisobi imo-

bilizace chlorhexidinu na krfemicitd nanovlakna a otestovat antibakteridlni tc¢innost

a kinetiku uvolnovani takto funkcionalizovanych vlaken.
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2 Chlorhexidin

Chlorhexidin (anglicky chlorhexidine), obvykle vyuZivany ve formé glukonatu (chlorhexidine
gluconate - CHG), je organicka latka, ktera je vyuZivana jako dezinfek¢ni a antisepticky pro-
stredek. Nasledujici kapitoly rozeberou chlorhexidin z rtiznych hledisek, od historie vyuZiti,
pres chemickou strukturu, syntézu a vlastnosti, aZ po aplikace, a to jak dlouhodobé zaZité,

tak i zcela nové nebo pravé vyvijené.

2.1 Historie vyuziti

Chlorhexidin je v mediciné vyuzivan jiz vice nez 70 let. Za dobu jeho pouzivani byla proka-
zana jeho efektivita vii¢i Sirokému spektru mikroorganismi a také jeho zdravotni nezavad-
nost, ktera ¢ini pouZiti v naprosté vétsiné pripadd bezpecnym [4]. O jeho vyznamu svédci
fakt, Ze je dnes zapsan na seznamu Model List of Essential Medicines (Modelovy seznam esen-
cidlnich 1éciv) Svétové zdravotnické organizace (WHO) [5]. Tento seznam obsahuje 1éCiva,
ktera jsou povazovana za natolik efektivni a bezpecna, Ze jsou v modernim lékarstvi nena-
hraditelna. Ackoliv je tato latka vyuZzivana jiZ pomérné dlouhou dobu, v kombinaci s novymi
technologiemi (ve velké mife s nanotechnologiemi) jsou nalézany stale nové moznosti jeho

vyuziti, nebo zvySovana efektivita téch jiz pouZivanych.

Chlorhexidin byl objeven v 50. letech 20. stoleti védci britského konsorcia ICI (Imperial
Chemical Industries), ve své dobé nejvétsiho vyrobce chemickych latek (vcetné 1éc¢iv) ve
Spojeném Kralovstvi. K objevu doslo béhem vyvoje novych prostredki k 1é¢bé a prevenci
malarie [6]. V médiich byla latka poprvé zminéna v roce 1954, kdy ICI vydaly ¢lanek na-
zvany ,1:6-Di-4'-Chlorophenyldiguanidohexane ("Hibitane"). Laboratory Investigation of
a New Antibacterial Agent of High Potency“, ve kterém pojednavaji o slibnych vlastnostech
chlorhexidinu (tehdy nazyvaného Hibitan) a jeho mozném vyuziti v mediciné [7]. V roce
1954 se také diglukonat chlorhexidinu poprvé objevil na trhu jakoZto dezinfek¢ni a antisep-

ticky prostredek [8].

V 70. letech se chlorhexidin zacal pouZzivat i ve Spojenych Statech a byl proveden vyzkum,
ktery prokazal, Ze latka likviduje 86 aZ 92 % bakterii pfitomnych na lidské kiiZi [9]. V roce
1976 si lidé poprvé uvédomili potencidl, ktery ma chlorhexidin v zubni medicinég, jelikoz se
ukazalo, Ze latka dokaze ucinné omezovat tvorbu zubniho plaku, a to dokonce 1épe nez ja-
kykoliv jiny do té doby znamy prostiedek. Navic se chlorhexidin vyznacoval i vy$si bezpec-

nosti s minimem vedlejSich uc¢ink? [8].

Vroce 1981 byl americkym tiradem FDA (U. S. Food and Drug Administration) schvalen

k pouziti prvni urologicky lubrikant s chlorhexidinem. O 11 let pozdéji, vroce 1992, se
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poprvé objevil cévni katétr, impregnovany touto latkou (spolecné se sulfazidinem stribr-
nym). Casem se chlorhexidin za¢al vyuzivat k dezinfekei i dalsich lékatskych nastroji, napf-.
nasad na injek¢ni stiikacky. V roce 2005 se zacala vyuZivat k predoperacni pripravé paci-

entd textilie napusténa 2% roztokem glukonatu chlorhexidinu [4].

V soucasnosti je chlorhexidin soucasti vice nez 60 1éki a 1é¢ebnych prostredki a ve vétSiné
zemi je dostupny i bez 1ékarského predpisu. Také se objevuje (v malém mnoZstvi) v komerc-
nich produktech, jako jsou dezinfek¢ni prostfedky, deodoranty, zubni pasty, tstni vody [10]
apod. Chlorhexidin samotny ma mnoho obchodnich nazvil, mezi néZ patii napr. Betasept,

Hibistat nebo ChloraPrep [11].

2.2 Chemicka struktura

Chlorhexidin je zastupcem tzv. bisbiguanidti, coz je skupina chemickych latek, které obsa-
huji dvé biguanidové funkéni skupiny. Bisbiguanidy se obecné vyznacuji svymi baktericid-
nimi ac¢inky, kromé chlorhexidinu sem patii naptiklad také antimikrobiotika alexidin

a oktenidin [12] [13]. Chlorhexidin je z nich vSak nejdéle pouZivany a nejrozsifené;jsi.

NH

Jp

HoN NH  NH,

Obrdzek 1: Chemickd struktura biguanidu. Bisbiguanidy obsahuji
dvé tyto struktury, navdzané pres koncové -NH; skupiny.

Struktura samotného chlorhexidinu vychazi ze dvou jednotek velmi podobnych chlorgu-
anidu neboli proguanilu (latka, ktera slouzi k 1é¢bé malarie [14]), které jsou spojeny hexa-

methylenovym ,mistkem®, viz schémata:

Cl

LA

NH NH

Obrdzek 2: Chemickd struktura proguanilu. Misto cervené vyznacené izopropylové funkéni skup.
se na aminoskupinu vdZe hexamethylenovy mustek, spojujici dvé tyto struktury dohromady.

Cl
NH NH

LA

NH NH NH

NH NH
Cl

Obrdzek 3: Chemicka struktura chlorhexidinu. Hexamethylenovy mistek je vyznacen modre.
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2.3 Syntéza

Standardni postup syntézy chlorhexidinu byl patentovan v USA v roce 1954 jako patent
US2684924 [15]. Patent zahrnuje dva zptsoby syntézy, které se lisi poiadim krokd. Pii prv-
nim mechanismu nejprve reaguje dikyanoazanidovy anion s hexamethylendiaminem za
vzniku 1,1'-(1,6-hexandiyl)bis(3-kyanoguanidinu). Tato slou¢enina poté reaguje se dvéma

molekulami 4-chloranilinu za vzniku chlorhexidinu. Reakcéni schéma je znazornéno niZze:

Na' NH
X ‘ NQ\ JL NH _NH
N HaN—-CHy——NH N N N
NH
NH,
NH NH
N J_L N
AN ; = + S
2 \NH NH--CH,FNH ™ NH 2
‘6
cl

cl cl
NH  NH NH  NH
S J J A
NH™ NH ONHACHFNH “NH NH
7s

Obrazek 4: Prvni zpusob syntézy chlorhexidinu. Vytvoreno podle zdroje [15].

Druha varianta syntézy obnas$i zdménu prvniho a druhého kroku. Nejprve se tedy vaze
4-chloranilin na dikyanoazanid za vzniku 3-(4-chlorfenyl)-1-kyanoguanidinu a dvé tyto

struktury jsou spojeny pomoci hexamethylendiaminu na jednu molekulu chlorhexidinu:
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.
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1. N + —
NC” TGN NH
Cl
Cl
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NH ™ NH NHACHNH NH - NH
R

Obrdzek 5: Druhy zplsob syntézy chlorhexidinu. Vytvoreno podle zdroje [15].

Reakce probihaji za teplot priblizné 150 °C.
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Misto cistého chlorhexidinu byva ¢asto pouZzivan glukonat (resp. diglukonat) chlorhexidinu,
ktery se oznacuje zkratkou CHG. Formalné se jedna o stl kyseliny glukonové, ktera vznika
z glukézy oxidaci jedné z koncovych hydroxylovych funkénich skupin na karboxylovou.
Chemicka struktura CHG vypada nasledovné [16] (Ize se setkat i se vzorcem, ve kterém je

glukonat navazany piimo na chlorhexidin pies =NH skupinu v biguanidu):

Cl Cl
NH NH NH NH

PPN

NH NH NH—GCHZ}NH NH NH
) 6

OH OH O

"2 HO OH

OH OH
Obrdzek 6: BéZné uvdadénd struktura diglukondtu chlorhexidinu [16].
2.4 Mechanismus uGcinku

Mechanismus uc¢inku lze stru¢né shrnout tak, Ze chlorhexidin je diky svému kladnému na-
boji pritahovan k bunécné sténé bakterii, ktera je obvykle zaporné nabita, a zplisobuje jeji
narus$eni, coZ ma za nasledek vyliti obsahu burniky a jeji smrt [17]. Kromé bakterii vykazuje
CHX aktivitu i proti butikdm plisni i jinych mikroorganismt, a dokonce i proti virtim, i kdyz

v daleko mensSi mite.

U¢inek chlorhexidinu je silné zavisly na pH prosttedi, pficemz chlorhexidin samotny je siln&
zasadity. Aby se ucinek viibec projevil, musi pH dosahovat hodnoty alespon 3,5. Pti pirekro-
Ceni této hodnoty se chlorhexidin vyskytuje ve formé dikationtu se dvéma kladnymi naboji
na koncich jeho centralniho hexamethylenového miistku. Nejvyssiho tcinku je dosazeno pri
pH v rozmezi 5,5 - 7, coz odpovida pH bézné piitomnému v lidském téle. Na celém rozmezi
ucinného pH se chlorhexidin vyskytuje témér vyhradné ve formé kationtu ¢i dikationtu, pH
tedy neovliviiuje ani tak chlorhexidin samotny, ale spiSe buné¢né stény cilovych mikroor-
ganismd, na kterych se se stoupajicim pH nachazi ¢im dal vice zaporné nabitych funkcnich

skupin a iontové interakce s chlorhexidinem jsou tak silnéjsi.

Uclinek také vyrazné zavisi na cilovém mikroorganismu a na koncentraci chlorhexidinuy,

obecné vsak probiha nasledujicim mechanismem [17]:

1. Kladné nabitd molekula chlorhexidinu je rapidné pritahovana k povrchu bakterie, ktery
nese zaporny naboj.
2. Dochazi k silné adsorpci na slozky bunécné stény, obsahujici fosfaty.

3. Diky efektu pasivni difize dochazi k proniknuti chlorhexidinu skrze bunécnou sténu.
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4. Chlorhexidin je ptritahovan na cytoplazmatickou membranu, ktera je tvorena dvojvrst-
vou fosfolipidi, obsahuje tedy opét negativné nabité fosfatové skupiny. Dochazi k pri-
niku chlorhexidinu membranou, coZ vede k jejimu protrZeni.

5. Trhliny v cytoplazmatické membrané jsou dostate¢né velké na to, aby doslo k odchodu
nékterych nizkomolekularnich latek z nitra bakterie. Jedna se piedevsim o draselné (K+)
ionty, jejichZz koncentrace v cytoplazmé bakterie a mimo ni miZe byt za normalnich
okolnosti vyrovnavana pouze osmoézou. Poskozeni membrany rovnéz vede k inhibici
(potlaceni) aktivity nékterych enzymd, jejichz funkce s cytoplazmatickou membranou
souvisi.

6. Chlorhexidin zplisobi sraZeni cytoplazmy, protoZe vytvari komplexy s fosforylovanymi
slouc¢eninami, jako je ATP (adenosintrifosfat) ¢i nukleové kyseliny (RNA a DNA). Trans-
portni funkce cytoplazmy je timto naruSena a vysrazené ¢astice se nedostavaji na mista,
kde jsou potieba. To vede k zdvaznému naruseni funkce jednotlivych bakterialnich or-
ganel (ATP slouZi jako zdroj energie diky Stépitelnym makroergnim vazbam a nukleové
kyseliny zastavaji nezastupitelnou roli v syntéze bilkovin - zdkladnich stavebnich slo-

zek vSech bunék, vCetné bakterii), které vede ke smrti bakterie.

Plisobenim kladné nabitého chlorhexidinu se ptivodné negativné nabita bunécna sténa bak-
terii rychle stava neutralni a tim se sniZuje sila interakce a tim i mira navazovani dalSich
molekul chlorhexidinu. Ztohoto divodu také chlorhexidin funguje daleko 1épe proti
Gram-pozitivnim bakteriim, jejichZ bunécna sténa ma vyrazné vétsi zaporny naboj, nez

u Gram-negativnich bakterii.

V zavislosti na pouZité koncentraci je ucinek na patogenni kmeny bud bakteriostaticky
(zptisobuje pouze inhibici neboli zastaveni mnoZeni), nebo baktericidni, tedy vedouci ke
smrti mikroorganismi. Obvykle staci koncentrace cca 10 pg/ml na inhibici Gram-pozitiv-
nich bakterii (napt. u kmenu Streptococcus mutans je minimalni inhibi¢ni davka (MIC) do-
okolo 200 pg/ml. Koncentrace potrebna kinhibici Gram-negativnich bakterii je obecné
vyssi a daleko vice zavisi na konkrétnim bakteridlnim kmenu a druhu, vétSinou vSak nepre-
kracuje 50 pg/ml. Pri inhibi¢ni koncentraci nedochazi ke srazeni cytoplasmy popsaném
v bodé 6, pouze k poSkozeni bunécné stény a vyplaveni iontli. Timto zpisobem muze bak-
terie ztratit az 50 % svych K+ iont. Dochazi rovnéz k uvolnovani divalentnich iontd,
zejména vapenatych (Ca2+). Predpoklada se, Ze tyto ionty pochazeji z bunécné stény a jsou
uvoliiovany, kdyz se chlorhexidin navaze na zaporné nabité peptidoglykany. Uéinek lze

zvratit odstranénim chlorhexidinu z prostredi, ve kterém se bakterie nachazeji.
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Pii vyssi koncentraci chlorhexidinu dosahuje poSkozeni bunécné stény takové miry, Ze
umoziuje i prichod vétSich molekul (napf. nukleotidii) z cytoplazmy do okolniho prostredi.
Ztrata vice nez 15 % nukleotidli vede k nevratnému poskozeni bakterie. Mira poskozeni bu-
nécné stény stoupa s koncentraci, dokud neni rovna 100-500 mg/l, poté dochazi ke srazeni
cytoplazmy a vzniku vypukliny tvofené srazeninou na povrchu bakterie v misté ptisobeni,
ktera ucpe trhliny v cytoplazmé. Rychlost absorpce chlorhexidinu také postupné klesa, pro-

toZe vhodna cilova plocha na povrchu bakterie se postupné zmensuje.

Stejnym zplisobem jako na bakterie plisobi chlorhexidin i na plisné. BunKky plisni rychle vy-
chytavaji molekuly chlorhexidinu, coZ vede k naruseni jejich bunécné stény i cytoplazma-
tické membrany (bunécna lyze) a uniku obsahu bunky do okoli, ¢imz bunka umira. Pri

zlikvidovani dostate¢ného poctu bunék umira celé mycelium plisné.

vvvvvv

rodé shluky (agregaty) mikroorganismi rostouci na pevném podkladu (substratu). Uvnitr
biofilmu dochazi k celé skale interakci mezi rliznymi organismy, které ho tvori a na jeho
povrchu vznikaji polymerni struktury, které chrani jeho vnitrni struktury. Z tohoto diivodu
je pro vétSinu antimikrobialnich latek slozitéjsi uc¢inné likvidovat mikroorganismy uvnitr

biofilmu. Vyjimkou neni ani chlorhexidin, jehoz efektivita viici jiz vytvorenému biofilmu je

také nizsi, dokaze vsak ztizit mikroorganismiim ulpivani na substratu, proto ho lze vyuzit

jako prevenci vzniku a vyvoje biofilmu.

Narozdil od vétSiny antimikrobialnich latek se u chlorhexidinu prokazaly jisté ucinky i proti
jinym formam mikroorganismu. Sem patti napt. bakterialni spory (latentni stav, kdy se bak-
terie ,zapouzdri“ do odolné schranky v reakci na nepriznivé vnéjsi podminky) ¢i prvoci (jed-
nobunécné eukaryotni organismy, které mohou vystupovat jako parazité a zplsobovat
rizné zavazné choroby - prikladem muze byt Plasmodia neboli zimnicka, ktera je prenasena
komary rodu Anopheles a u clovéka zpiisobuje malarii). In vitro byla dokonce pozorovana
aktivita vici tzv. obalenym virim (skupina vira s fosfolipidickou membranou, kam patfi
napft. herpes simplex, ktery zplisobuje jednoduchy opar, virus HIV nebo koronaviry, zptiso-
bujici napt. nemoci SARS a Covid-19). Mira dc¢innosti vSak neni dost vysoka na to, aby se

chlorhexidin dal vyuzivat jako spolehlivé antivirotikum ¢i ptipravek proti prvokim.

Vyznamny vliv na vysokou ucinnost chlorhexidinu coby dezinfekce ma jeho unikatni schop-
nost vazat se na proteiny piitomné v lidskych tkanich, napt. na kizi nebo sliznice. Pouze
nizky podil chlorhexidinu je vstieban do téla, zbytek zlistane vazany na proteiny a postupné
se uvoliuje, coz prodluzuje dobu tcinnosti. Tento jev se oznacuje jako substantivita. Bylo

prokazano, Ze chlorhexidin aplikovany na kGzi ma antibakteridlni ucinky po dobu
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minimalné 48 hodin. Na rozdil od jinych dezinfekci vyuzivanych v 1ékarstvi, napt. jodova-

nému povidonu, neni chlorhexidin ovlivnén pritomnosti télnich tekutin (napft. krve).

Pti aplikaci v dentdlni mediciné a hygiené se chlorhexidin dokdze navazat a postupné uvol-
novat nejen na tkané a sliznice ustni dutiny, ale dokonce i na povrch zubii, coz znacné zvy-

Suje jeho efektivitu pti prevenci vzniku zubniho plaku [17].

2.5 Toxicita a vedlejsi ucinky

Vv

Ke znacnému rozsiieni chlorhexidinu jako antibiotika a antiseptika piispéla skutecnost, ze
u vétsSiny pacientl nejsou pozorovany zadné zavazné vedlejsi ucinky. Byly vSak popsany
pripady alergickych reakci a podrazdéni ktize, zptisobené pripravky obsahujicimi chlorhe-
xidin [18]. Pouziti v dentalni mediciné a v Gistnich vodach miiZe vést ke zméné barvy zubi,
tento efekt je vSak méné drasticky u novéjsich ustnich vod obsahujicich kromé CHX také
chelatovany zinek [19]. Chlorhexidin je ototoxicky (zplsobuje posSkozeni vnitinich ¢asti
ucha, zejména sluchové rovnovazného nervu (nervus vestibulocochlearis) a hlemyzdé
(cochlea)), proto ho nelze vyuzit pii operacich ucha. Pti vniknuti do vnitiniho ucha (za usni

bubinek) mize zpisobit az ztratu sluchu [20].

V soucasné dobé se také vedou diskuse o mozné karcinogenité chlorhexidinu pti dlouhodo-
bém pravidelném uzivani, ta vsak dosud nebyla prokdzana. FDA piesto doporucuje nepou-

zivat Ustni vody s chlorhexidinem po dobu delsi nez 6 mésict [21].

Byl zaznamenan piipad, kdy vysoka koncentrace chlorhexidinu v plicich vedla ke vzniku
syndromu akutni respiracni tisné (ARDS - Acute Respiratory Distress Syndrome), coZ zpi-
sobilo smrt zasaZené osoby. Obéti byla osmdesatileta seniorka trpici demenci, ktera nedo-
patienim poziela 200 ml pripravku Maskin, ktery obsahuje 5 % glukonatu chlorhexidinu.
Pfi nasledném daveni/zvraceni nejspiSe doslo ke vniknuti obsahu Zaludku do dychaciho
ustroji, odkud se chlorhexidin vstiebava do téla mnohem snadnéji nez z traviciho traktu
[22]. Jednad se vSak o ojedinély incident, diky Spatnému vstiebavani obvykle pozreni

chlorhexidinu nevede k zavaznym komplikacim.

Jednim ze zavaznych a nedavno potvrzenych probléma je vSak spojitost chlorhexidinu
s anafylaktickym Sokem pfi jeho pouZiti v chirurgii [23]. Anafylakticky Sok je akutni forma
alergické reakce, ktera se projevuje svédivou vyrazkou, otoky (které mohou vést az k zablo-
kovani dychacich cest a uduseni) a nebezpetnym snizenim krevniho tlaku. Obvykle byva
vyvolan potravinami nebo hmyzim Stipnutim, mohou ho vsak zptsobit i léky. V soucasnosti
je anafylakticky Sok nejcastéjsi pricinou komplikaci a imrtnosti, spojenych se samotnym

pribéhem operace. Vroce 2019 byly publikovany zavéry 6. narodniho auditu (NAP6)
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provedeného britskou lékarskou odbornou organizaci The Royal College of Anaesthetists,
které prokazaly, Ze ve Velké Britanii je chlorhexidinu béhem operativniho zakroku vysta-
veno az 73,5 % pacienti [23]. Alarmujici je skute¢nost, Ze chlorhexidin se ukazal byt treti
nejcastéjsi pricinou perioperativniho (objevujiciho se pifimo béhem operace) anafylaktic-
kého Soku, priCemz jen ve velmi malém procentu pripadi 1ékaii dokazali spravné identifi-
kovat chlorhexidin jako pri¢inu komplikaci. Prizkum provedeny béhem auditu, kterého se
zucastnilo 34 anesteziologli s riznou mirou profesnich zkusenosti, prokazal, ze pres 20 %
respondentti povazuje chlorhexidin za vzacnou pric¢inu perioperativniho anafylaktického
Soku a pouze 6 % z nich dokazalo spravné identifikovat priznaky zvySené citlivosti pacienta
na chlorhexidin. Povédomi o spektru 1ékaiskych pripravkl obsahujicich chlorhexidin také
nebylo uspokojivé, prestoze jich audit na lékarskych pracovistich identifikoval celou fadu.
Zavéry auditu byly pouZzity k proskoleni lékarskych pracovniki o rizikach spojenych
s chlorhexidinem a byl sestaven seznam lékaiskych pripravki, které je bezpecné pouzit pro

pacienty se zvySenou citlivosti na tuto latku.

Poznamka autora: Zavéry tohoto vyzkumu potvrdily vyznam presné cilenych nosicl
chlorhexidinu na bazi nanocastic a nanovlaken, jelikoZ pfti jejich pouZiti je mozné vyrazné

snizit nepotfebny kontakt této latky s organismem a tim i riziko vzniku alergické reakce.
2.6 Tradicni zpUsoby vyuziti

Tato kapitola zahrnuje aplikace chlorhexidinu zndmé a pouzivané jiz delsi dobu, pti kterych
navic latka obvykle neni vazana na zadny specialni nosi¢ (napf. na nanocdastice nebo nano-

vlakna) ale pouziva se ve formé roztoku, prasku nebo jako soucast 1écebného piipravku.

Chlorhexidin je tradi¢né vyuzivan zejména k oSetteni klize pacienta pied operaci, k dezin-
fekci rukou 1ékare provadeéjiciho zakrok nebo ke sterilizaci l1ékarskych nastroji [24]. Speci-
fické vyuziti ma chlorhexidin v zubni mediciné, kde slouZi k oSetfeni otevienych ran
v dutiné ustni (napf. po extrakci zubu) a nékdy se také vyuziva k prevenci vzniku zubniho
plaku a k 1é¢bé kvasinkovych infekci v dstech [25]. Kromé toho Ize prostirednictvim chlorhe-
xidinu (nékdy vyuzivajictho nanomaterialové nosice) zabranit infekci pti zavadéni katetru
do mocové trubice pri procedure zvané cévkovani (anglicky urinary catheterization) a udr-

zovat ho prichozi [26].

Chlorhexidin je pouzivan i ve veterindrni mediciné. Zde slouzi naptiklad k1é¢bé koznich
onemocnéni. U psi se pouziva jednak pii onemocnéni dasni a také k periodickému ciSténi
usni dutiny u plemen, ktera maji dlouhé svésené usni boltce. Divodem je, Ze tento tvar ome-
zuje cirkulaci vzduchu okolo usniho otvoru a ¢ini vnitrek ucha vlhkym, temnym prostorem,
idealnim k mnoZeni bakterii [27].
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Chlorhexidin mél vyznam i pti epidemii ptaci chiipky v prvnim desetileti 21. stoleti, zptiso-
bované virem H5N1. Klinické studie spolec¢nosti Skinvisible prokazaly, Ze dezinfekce na ruce
s touto latkou dokaZe deaktivovat ¢i pfimo zlikvidovat virus H5N1 po vyznamné delsi dobu
po aplikaci nez jiné dezinfek¢ni prostredky, napt. na bazi alkoholu [28]. Chlorhexidin byl
také zminén jako mozZny piipravek pro oSetieni driilbeze s cilem zamezit $ifeni této nakazy

[27].

V poslednich letech roste vyznam chlorhexidinu v rozvojovych zemich se Spatnou zdravotni
péci. V Nepalu se v jako prvni zemi na svété zacal chlorhexidin vyuzivat k oSetfovani ran po
prerusSeni pupecni $niry u novorozenych déti. Posouzeni provedené v roce 2015 britskou
organizaci Cochrane prokéazalo, Ze tato praktika vedla ke sniZeni vyskytu novorozenecké

vvvvv

nosti nepalskych novorozenct o 12 % [29].

2.7 Soucasny vyzkum a priklady konkrétnich aplikaci

Tato kapitola obsahuje priklady vyuziti chlorhexidinu, ktera jsou predmétem aktudlniho
nebo nedavného vyzkumu a vétSina informaci je piebrana z ¢lanka z védeckych Casopist.
Obvykle je vyuzivano specialnich nosici, nezridka na bazi nanotechnologii, ktera umoznuji
pripravek efektivné dopravit do cilového mista a omezit kontakt s okolni tkani a mozné ne-
Zadouci ucinky s nim spojené nebo ho priibézZné uvoliovat a tim zajistit dlouhotrvajici anti-

bakterialni efekt, napt. béhem hojeni pooperac¢nich ran.

2.7.1 Vyuiiti cyklodextrint k imobilizaci CHX

V roce 2016 tym pod vedenim doktora Markuse |. Kettela z némeckého Leibniz Institute for
Interactive Materials e. V. and Textile and Macromolecular Chemistry ptipravil nanogel na
bazi PMMA (polymethylmethakrylatu) obsahujici chlorhexidin, ktery mize slouzit jako an-
timikrobialni povlak k oSetieni povrcht [30]. Kimobilizaci chlorhexidinu byl pouzit cyk-
lodextrin, coz je cyklicky oligosacharid, sestavajici zrtzného poctu (obvykle 6-8)
glukézovych jednotek. a-, 3- a y-cyklodextrin (o poctu 6,7 a 8 glukézovych jednotek) byl
preveden na cyklodextrin-methakrylat (CD-MA) reakci cyklodextrinu s methakryloylchlo-
ridem v dusikové atmosfére s vyuzitim takzvané Schlenkovy aparatury, kterd umoznuje
provadét reakce sloucenin citlivych na vzdu$nou vlhkost [31]. Vznikly CD-MA poslouzil
spolu s methylmethakryldtem (MMA) a N,N-methylen-bisakrylamidem, (ktery slouzil jako
cross-linker) k pripraveé nanogelu. Byla vyuzita heterogenni polymerizace, produkt byl tedy
nerozpustny v roztoku monomert a béhem polymerizace se srazel v reak¢ni smési. Jako ini-
ciator poslouzil azobisizobutyronitril (AIBN). Pripraveno bylo nékolik vzorkd, které se lisily
typem a zastoupenim navazaného cyklodextrinu. K pfipravenému nanogelu byl ptidan
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roztok chlorhexidinu v acetonu o hmotnostni koncentraci 2,08 g/1. Smés byla promichavana
24 hodin, béhem kterych doslo k odpareni rozpoustédla. Po vysrazeni a odfiltrovani neza-
komplexovaného CHX bylo mnoZstvi imobilizovaného chlorhexidinu vyhodnoceno spektro-
fotometricky. Nasledovaly testy uvoliiovani chlorhexidinu z nanogelu. Pro tyto tucely byl gel
nanesen na sklenéné desticky o plose 225 mma2. Testovano bylo uvolnovani do destilované
vody a do izotonického roztoku pufru o pH 7,4, ktery simuloval podminky panujici v krev-
nim Fecisti. V intervalu 30 minut byla koncentrace uvolnéného CHX vyhodnocovana foto-
metricky. Stejné vzorky na sklenéném podkladu byly také umistény do Petriho misek
s koloniemi zlatého stafylokoka (Staphylococcus aureus) pro otestovani antibakterialni ak-

tivity nanogelu.

Vysledky ukazaly, Ze nejlépe komplexovat chlorhexidin dokaZe nanogel nesouci (3-cyklode-
xtrin (7 gluk6zovych jednotek). Ve vodném prostiedi bylo uvoltiovani rychlejsi neZ v roz-
toku pufru a do 240 minut se ze vSech vzorkil uvolnilo témér 100 % ptvodniho mnoZstvi.
V roztoku pufru bylo uvoliiovani pomalejsi, do 240 minut se uvolnilo pouze okolo 60 % na-
vazaného CHX z gelu s B-cyklodextrinem, okolo 40 % z gelu s a-cyklodextrinem a méné nez
30 % z gelu s y-cyklodextrinem a uvoliiovani v ¢ase dale pomérné stabilné pokracovalo
v Fadu jednotek mikrogramii CHX na 1 ml kapaliny béhem 30 minut. VSechny t¥i typy vzorki
byly také schopné potlacit riist bakteridlnich kolonii zlatého stafylokoka, ¢imz byla proka-
zana jejich antibakterialni Gi¢innost. Experiment prokazal, Ze imobilizace chlorhexidinu po-
moci cyklodextrinu miize byt dobrou cestou kpfipravé materialti s kontrolovanym

dlouhodobym uvolnovanim tohoto antibiotika [30].

Pozitivem pouziti cyklodextrint je skutecnost, Ze jsou kompatibilni se Sirokou $kalou cross-
linkerti a je tak mozné je pripojit na mnoho riznych nosici. Jednou z moznosti je i vyuziti
kiremicitych nanovlaken, ktera maji tu vyhodu, Ze jsou biokompatibilni a v organismu se ca-
sem vstrebavaji (podrobnéji viz kapitola 3 - Kfemicita nanovlakna). K ptipojeni cyklodex-
trinu na kremicitd nanovldkna je nutné ho nejprve modifikovat pomoci
p-toluensulfonylchloridu (také znamého pod nazvem tosylchlorid). Tato sloucenina muize
reagovat s hydroxylovou skupinou na cyklodextrinu a za odstépeni HCI se na néj navazat.
Tosylat je dobie odstupujici funk¢ni skupina a k pripojeni takto modifikovaného cyklodex-
trinu na nosic Ize tak vyuzit substituci nukleofilni [32]. Vhodnym cross-linkerem pro tuto
funkcionalizaci je tzv. APTES neboli (3-aminopropyl)triethoxysilan. Ten je svou strukturou
podobny tetraethylorthosilikatu (TEOS) ktery se vyuziva k syntéze kiremicitych nanostruk-
tur, jedna z ethoxylovych skupin je vS§ak nahrazena propylenovym fetézcem nesoucim na
svém konci -NH; skupinu. Diky své podobnosti s TEOS lze APTES zakomponovat do struk-

tury kiemicitych nanocastic nebo nanovlaken, ¢imZ na jejich povrch zaneseme uhlikaté
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Fetézce zakoncCené aminoskupinou. K optimalizaci vznikajici povrchové struktury je vhodné
reakci kiremicitého povrchu s APTES provadét pii teploté okolo 70 °C [33]. Substitucni re-
akci, ve které aminoskupina vystupuje jako nukleofil, 1ze poté pripojit cyklodextrin modifi-

kovany tosylatem na konec téchto uhlikovych retézcli. Popsany proces znazoriuje schéma

nize:
CHX
NH
OH APTES 2 <>
L = \co/
Silika Silika
3 TsClI 3 -
—_— Silika
Acetonitril,
on NaOH, H0 OTs

Obrazek 7: Schéma postupu pripojeni cyklodextrinu (CD) na kiemicité nanostruktury (,Silika”
znaci kfemicity nanomateridl, ktery je funkcionalizovdn). Vytvoreno podle zdroji [30], [32], [33].

2.7.2 Napojeni CHX na nanovlakna pomoci organokovového cross-linkeru

Védci z Massachusetts Institute of Technology (MIT) vyrobili metodou elektrostatického
zvlaknovani vldkna o tloustce v radu desitek aZ stovek nm, ktera na sobé nesou navazany
CHX pftipojeny pomoci cross-linkeru [34]. Jako rozpoustédlo pro zvlaknovany roztok byl
zvolen dimethylformamid (DMF), protoze dokaze dobte rozpoustét jak acetat celuldzy, tak
praskovy CHX. Roztok CA v DMF obvykle postrada elasticitu potfebnou ke zformovani stej-
nomérnych vladken a pokus o elektrostatické zvlaknéni v takovém pripadé misto toho vede
ke vzniku kapek. Tento problém byl vyresen na zakladé vyzkumu jiného védeckého tymu,
ktery priSel na to, Ze pridani malého mnozZstvi vysokomolekularniho polyethylenoxidu
(PEO) vede k vyraznému zvySeni elasticity a umoZiiuje spravné zformovani vlaken béhem
zvlakiovani [35]. Bylo pripraveno nékolik roztok o rtizné koncentraci PEO a jejich vlast-

nosti byly otestovany rheometrem k nalezeni moznych souvislosti mezi vlastnostmi roz-

o T\

K pripojeni CHX k CA vlaknim byl pouZit cross-linker Tyzor® / N

0-Ting” ™"
TE, coz je organicky triethanolamintitanat (TTE), ktery se ob- ’{ \O\J

vykle pouziva pii vyrobé pojiv, ropnych produkti a textilu [36].

tokt a z nich vzniklych vlaken.

Obrdzek 8: Struktura cross-

linkeru TTE. Vytvoreno
méru 8:1, vysledkem byla naZloutla homogenni suspenze. podle zdroje [34].

Roztok TTE byl smichan s praskovym CHX ve hmotnostnim po-
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Ptidanim malého mnozstvi vody a ohfevem smési na 70 °C bylo urychleno vazani CHX na
TTE, coz se navenek projevilo zménou barvy nejprve na ¢irou a poté na nartizovélou spolu
s vyraznym nartstem viskozity - produkt mél pastovitou konzistenci. Formalné se jedna
o transesterifikacni reakci mezi jednou z aminoskupin na CHX a TTE. Za podobnych podmi-
nek je mozné pripojit TTE na jednu z hydroxylovych skupin, nachazejicich se na povrchu
acetatu celuldzy. Pomoci TTE Ize tedy vytvorit kovalentni spoj mezi strukturnimi jednot-
kami obsahujicimi hydroxylové skupiny a molekulou chlorhexidinu. To je mozné provést

pred zvlaknovanim, nebo lze timto zplisobem oSetFit jiZ pripravena CA vlakna.

Cl : NH
Cl

Obrdzek 9: Schéma pripojeni CHX na CA vidkna pomoci TTE. CA v krouZku zndzorfiuje prurez po-
lymerniho vldkna, Ti(OR), je TTE. Vytvoreno podle zdroje [34].

Nasledné testy na bakteridlnich koloniich kultivovanych na agaru (pouzity byly bakterialni
kmeny Escherichia coli a Staphylococcus epidermidis) ukazaly, ze pokud nejsou vldkna pred
pouZzitim promyta vodou, obsahuji nezanedbatelné mnozstvi nenavazaného CHX, ktery se
diky diftizi uvolni a zplsobi vznik inhibi¢ni zény (prstenec, ve kterém je diky antibiotiku
zamezen rust bakterialni kolonie) okolo vzorku. Pokud je volny CHX odstranén, vznik inhi-
bi¢ni z6ny neni pozorovan, bakterie v pfimém kontaktu se vzorkem jsou vSak usmrceny
CHX navazanym pres cross-linker. Vzorky obsahujici 8,1 hm. % navazaného CHX dokazaly
za 1 hodinu usmrtit 99,1 % bakterii E. coli a azZ 99,9 % bakterii S. epidermidis, které s nimi
prisly do kontaktu. Z toho plyne, Ze CA vlakna s navazanym CHX maji baktericidni ucinky,

které mohou pretrvavat i dlouho po uvolnéni nenavazaného CHX z jejich struktury [34].

Postup pouzity v tomto experimentu by teoreticky mélo byt mozné opakovat i s jinymi na-
novlakny nesoucimi na svém povrchu hydroxylové (-OH) funkéni skupiny, véetné kiemici-

tych nanovlaken.
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2.7.3 Nanoporézni kiemicitany schopné pH-responzivniho uvolfiovani CHX

Védecky tym sestavajici z pracovnikl dvou riiznych univerzit v Hannoveru vytvoril pH-re-
sponzivni systém uvoliovani chlorhexidinu z kiemicitych nanoporéznich nanocastic pro
aplikaci ve stomatologii. MySlenka spociva v tom, Ze bakterie v pocinajicim zanétu produ-
kuji metabolity, které snizuji pH prostredi a pH-responzivni systém by tak uvolnil antibio-

tikum pouze, je-li to skutecné potieba [37].

Postupem zaloZenym na procedufe navrzené A. Neumannem a jeho spolupracovniky byly
syntetizovany nanoporézni kifemicité nanocastice s nizkou polydisperzitou se stiednim
primeérem cca 40 nm [38]. Primér p6ri dosahoval velikosti pfiblizné 3,6 nm a celkovy ob-
jem po6rt byl 1,1 cm3 na 1 g nanocastic. Jiz ze syntézy na povrchu tyto nanocastice nesly
aminopropylové skupiny, na které byl nasledné navazan bismaleinimidovy cross-linker
BMPM. Pres druhy konec cross-linkeru byl pripojen poly(4-vinylpyridin) (PVP), coz je po-
lymer citlivy na pH prostiedi.

@/\NHz
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1,1'-(methylendi-4,1-fenylen)
| N CH, N Il pismaleinimid (BMPM)
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Obrdzek 10: Modlifikace nanoporéznich édstic (NC) pomoci cross-linkeru BMPM a pH-senzitiv-
niho polymeru PVP. Vytvoreno podle zdroje [37].
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Takto modifikované nanocastice byly umistény do vody a do ziedéné kyseliny chlorovodi-
kové, aby byla otestovana reakce na rtizné hodnoty pH. V neutralnim vodném prostiedi byl
naméfen primér modifikovanych nanoc¢astic cca 100 nm s lehce zvySenou polydisperzitou
v porovnani s nemodifikovanymi ¢asticemi. Ve zfedéné kyseliné chlorovodikové (prostrredi
s pH = ~4) byl pozorovan vyrazny narust velikosti, primér ¢astic dosahoval az 250 nm.
Tento jev byl pripsan naptimeni retézct PVP diky naprotonovani jejich pyridinovych jed-
notek (téch, které nebyly vazané cross-linkerem k nanocastici) zptisobenému kyselym pro-
stfedim a elektrostatickému odpuzovani, diky kterému se zaroven sniZila mira shlukovani
(aglomerace) ¢astic. Naprimeni polymernich retézcti také znamena otevieni pord v nano-
Castici, coZ umoznuje uvolnéni 1é¢iva v nich neseného, coz byl vtomto pripadé pravée

chlorhexidin.

Obrazek 11: Schéma mechanismu pH-responzivniho uvolfiovani CHX z funkcionalizovanych na-
nocdstic. Sedomodfre je zndzornéna nanoporézni édstice, zelené molekuly CHX a ervené povr-
chové retézce PVP. VVytvoreno podle zdroje [37].

Ke vpraveni chlorhexidinu do nanoporéznich ¢astic poslouzil vysoce koncentrovany roztok
diglukonatu chlorhexidinu (c = 118 mmol/1), ktery je dobie rozpustny ve vodé. Aby byl
umoznén prechod chlorhexidinu z roztoku do pért, bylo nutné je oteviit snizenim pH.
K tomu poslouzil piidavek kyseliny D-glukonové, pomoci které bylo pH upraveno na hod-
notu 3. Castice byly v roztoku ponechany 3 dny. Termogravimetrickou analyzou (TGA) bylo
poté urceno, Ze Castice obsahuji 24 hm. % CHX. Stejny proces byl vyzkousen s dichloridem
chlorhexidinu, ovsem s daleko méné uspokojivymi vysledky (presné hodnoty autofi neuva-

d&ji).

Pti testovani kinetiky uvoliovani pti pH = 7,4 (hodnota priblizné odpovidajici pH krve) se
béhem prvnich par hodin uvolnilo cca 220 pg CHX na mg Castic (tzv. burst release) a poté se

uvoliiovani témér zastavilo. V kyselém pH (okolo hodnoty 4,0) bylo skokové uvolnéné
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pocatecni mnozstvi zvySeno na priblizné 260 ug CHX na mg Castic, ale celkovy priibéh uvol-
novani byl plynulejsi a malé mnoZstvi antibiotika bylo z ¢astic uvoliiovano i po nékolika
dnech. Skokové vyssi uvoliiovani na pocatku experimentu bylo pfipsano uvolnéni molekul
CHX, které nebyly zachyceny uvnitf pérd, ale adsorbovany na povrchu ¢astic a polymerniho

obalu. Pred dalSimi experimenty proto byly ¢astice diikladné promyvany.

Celkové se tedy ukazalo, Ze uvoliiovani antibiotika za fyziologického pH je velmi pomalé,
ovSem rychlost vyrazné narlista pri sniZeni pH, které miize byt jednim z dtisledki bakteri-
alni infekce. Dalsi experiment prokazal, Ze pokud se pozdéji pH vrati zpatky na hodnotu
okolo 7,4, rychlost uvoliiovani se opét vyrazné snizi, proces je tedy reverzibilni a po odstra-

néni infekce tak neni organismus zatéZovan zbytecnym uvolniovani dalsiho chlorhexidinu.

Dalsi test se zabyval cytokompatibilitou vytvoreného drug-delivery sytému. Bylo zjiSténo,
Ze samotné kiemicité nanocdastice nijak vyrazné neomezuji metabolickou aktivitu bunék
(konkrétné byl testovan efekt na gingivalni fibroblasty, tedy butiky tvotici tkdné dasni),
ovSem nanocastice obsahujici chlorhexidin (avSak bez povrchové polymerni upravy) akti-
vitu vyrazné omezuji (coZ znaédi poskozeni bunék) pri koncentraci vy$si nez 25 pg/ml. Cas-
tice s pH-senzitivni polymerni tpravou, které navic byly tyden promyvany v roztoku pufru
o pH 7,4 vyrazné neposSkozovaly buniky az do koncentrace 200 pug/ml. Pfi zkraceni doby

promyvani na 8 hodin byla maximalni akceptovatelna koncentrace 50 pg/ml.

Pro test antibakterialni aktivity byly vybrany kmeny Streptococcus mutans (ktery zptisobuje
zubni kaz a je acidogenni, tedy jeho metabolismus produkuje kyseliny snizujici pH pro-
stredi) a Staphylococcus aureus (ktery Casto zplsobuje infekce po nahradé zubu implanta-
tem, ale oproti S. mutans neni vyrazné acidogenni). Ukazalo se, Ze nanoporézni castice
s polymerni tpravou nesouci CHX dokazou jiz pti koncentraci 5 pg/ml témét dokonale inhi-
bovat bakterie v tvoricim se biofilmu (proti plné vyzralému biofilmu vSak byly netcinné,
coz se dalo ocekavat, jelikoz vyvinuté biofilmy jsou velmi odolné vii¢i antiseptickym lat-
kam), sniZujice jejich metabolickou aktivitu aZ 0 95 %. Po promyti k odstranéni CHX adsor-
bovaného na povrchu sice znatelné klesla uc¢innost pri koncentracich 5-10 pg/ml, pri
koncentraci 20 pg/ml a vyssi vsak zlstala témér nezménéna a tyto hodnoty jsou stale hlu-
boko pod maximalni koncentraci snesitelnou buiitkami dasné (viz vyse). K inhibici vSak pri
vSech testech dochazelo u obou bakterialnich kmend, prestoZe S. aureus neni acidogenni
a pH prostiedi pti experimentu nekleslo pod hodnotu 6. Toto zjisténi naznacuje, Ze CHX se
z nanocastic pravdépodobné do znacné miry uvolnuje i kdyz jsou pory ,zaviené“ (moznym
zdrojem jsou i molekuly adsorbované na povrchu polymeru) a strukturu polymerniho obalu
je tak potreba zdokonalit. DalSim potencialnim problémem mtize byt skutecnost, Ze efekti-
vita chlorhexidinu se snizuje s klesajicim pH (viz Mechanismus tc¢inku), coz by mohlo vést
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k nutnosti pouzit vyssich koncentraci k dosazeni pozadovaného u¢inku. Zakladni princip to-
hoto drug-delivery systému je vSak funk¢ni a pouzité materidly a metody jsou snadno do-

stupné, proto je ocekavan dalsi vyzkum v této oblasti [37].
2.7.4 Imobilizace CHX na zlaté nanocastice

Doposud zminéné metody imobilizace chlorhexidinu vétSinou vyuzivaly jako nosi¢ néjakou
formu polymeru nebo kifemicitany. Zcela jinym materidlem, ktery rovnéz miize poslouzit
jako nosic¢ chlorhexidinu, jsou zlaté nanocastice. Mezinarodni tym americkych, malajskych
a pakistanskych védct prozkoumal potencial nanocastic kovii konjugovanych s chlorhexidi-
nem jako mozny prostiredek pro 1é¢bu keratitidy (zanétu rohovky) zptisobené ménavkovi-
tym prvokem rodu Acanthamoeba [39]. Tato nemoc byva spojena s nevhodnym pouZivanim
kontaktnich ¢ocek (nedostatecné ¢asta vymeéna, Spatna hygiena apod.) amiize vést az k osle-
pnuti. Glukonat chlorhexidinu se ukazal byt vhodnym prostiedkem pro 1é¢bu tohoto one-
mocnéni, jeho aplikace bézZnym zptlisobem vsak vyzaduje pouziti koncentraci potencialné
fatalnich i pro bunky, na kterych ménavka parazituje [40]. Védci se proto obratili na zlaté

nanocastice jako na vhodny nosic 1é¢iva, zvySujici jeho tc¢innost.

K syntéze zlatych nanocastic byl vyuZit roztok chloridu zlatitého (AuCls), ktery byl smichan
s roztokem chlorhexidinu o stejné koncentraci a umistén na tiepacku. Po 10 minutach byl
pridan tetrahydridoboritan sodny (NaBHa4), ¢imZ doSlo k vyredukovani zlata z chloridu. Re-
akce se projevila zménou barvy roztoku na syté cervenou, coz obvykle znaci vznik zlatych

nanocastic o priiméru nékolika desitek nm. Roztok byl dalsi 2 hodiny promichavan.

Pomoci UV-viditelné spektrofotometrie (UV-Vis) bylo potvrzeno, Ze produktem syntézy
jsou skute¢né nanocastice zlata. Dale byla vyuzita hmotnostni spektrometrie vyuzivajici de-
sorpci iniciovanou laserovym paprskem (MALDI-MS) ktera identifikovala produkt jako
komplex chlorhexidinu konjugovaného se zlatem. Pomoci mikroskopie atomovych sil
(AFM) byla zmérena velikost nanocastic tohoto komplexu, ktera se pohybovala v rozmezi

20 az 100 nm.

K otestovani amébocidniho uc¢inku byly vyuzity ménavky druhu Acanthamoeba castellanii.
Nékolik vzorkd 0,5 ml roztoku, z nichZ kazdy obsahoval ptiblizné 106 ménavek, bylo inku-
bovano s riiznou koncentraci zlatych nanocastic konjugovanych s CHX (koncentrace se po-
hybovala od 1 uM az po 20 uM). Pro porovnani byla jedna kultura inkubovana také s ¢istym
nekonjugovanym chlorhexidinem. Posledni vzorek byl kontrolni a neobsahoval Zadné na-
nocastice ani antibiotikum. Inkubace probihala pfti teploté 37 °C (priblizné teplota lidského
téla) po dobu 48 hodin. MnoZstvi ménavek v jednotlivych vzorkach bylo poté urceno pomoci

hemocytometru.
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Podobna sada testii zopakovana s kulturou lidskych mozkovych mikrovaskularnich endo-
telnich bunék (HBMEC), naockovanych meénavkami stejného druhu jako v predchozim
testu. Inkubace tentokrat probihala po dobu 18 hodin pfi teploté 37 °C v atmosfére s 5 %
oxidu uhli¢itého. Negativni kontrolni vzorek obsahoval pouze kulturu HBMEC, kontrolni
vzorek predstavujici 100% bunécnou smrt byl vytvofen pomoci piipravku Triton X-100,
kterym byla provedena bunécna lyze. Cilem tohoto testu bylo porovnat, jak velky podil bu-
nécné populace ménavky zlikviduji svymi cytotoxickymi ti¢inky bez aplikace antibiotika, pri

aplikaci nekonjugovaného CHX a pii aplikaci zlatych NC s konjugovanym CHX.

Testy prokazaly, Ze zlaté ¢astice nesouci CHX maji pomérné silné amébocidni ucinky. Kon-
centrace 5 uM stacila k inhibici ristu a mnozeni ménavek a zna¢né zredukovala jejich mnoz-
stvi - po 48hodinové inkubaci se ve vzorku nachazelo jiz pouze 40 % ptvodniho mnozstvi.
Nekonjugovany chlorhexidin o stejné koncentraci nemél tento inhibi¢ni ti¢inek a po 48 ho-
dinach ve vzorku preZilo celych 60 % plivodniho mnoZstvi ménavek, o 20 % vice nez u zla-
tych nanocastic konjugovanych s CHX. Koncentrace 7,5 uM nanocastic stacila ke sniZeni
populace ménavek na pouhych 10 %, zatimco samotny CHX o stejné koncentraci ji zreduko-
val pouze na 25 %. Ukazalo se také, Ze pti aplikaci nanocastic s CHX preZije po 18 hodinach
okolo 80 % bunék vystavenych ménavkam, ale pouze 40 % bunék oSetfenych samotnym
chlorhexidinem (pro porovnani: bez jakéhokoliv oSetieni preZilo po stejné dobé pouze 10 %

bun&k).

Na zakladé vysledki testt Ize rict, Ze amébocidni uc¢inky chlorhexidinu stoupnou, pokud je
konjugovany se zlatymi nanocasticemi. To vede k u¢innéjsimu potlaceni populace ménavek,
coz umoziiuje prezit daleko vétSimu podilu hostitelskych bunék. Zlaté nanocastice jsou
v moderni dobé slibnym kandidatem pro vyuziti jako nosice 1éciv, coz je dané jejich nizkou
cytotoxicitou a schopnosti zvysit G€innost jimi nesenych latek, at' jiz diky jejich presnéjSimu

zacileni, nebo jejich chemické stabilizaci, ktera jim umozni zlstat déle aktivni.

2.7.5 Vyuiiti Zelatiny k imobilizaci CHG

Jinou moZznosti k vytvoreni systému kontrolovaného uvolnovani chlorhexidinu je vyuZiti Ze-
latiny, kterou tvofi zejména hydrolyzovany kolagen (fibrilarni bilkovina). Touto metodou
se zabyval jihoamericky tym pod vedenim N. Ricarda a F. G. de Souzy, sloZeny ze zastupct
ti{ brazilskych univerzit. Imobilizace diglukonatu chlorhexidinu na Zelatinu byl prvni krok
v navrhu drug-release systému zaloZeného na hydrofobnim nosici, ktery by mohl umoznit
pomalejsi a dlouhodobéjsi uvolnovani chlorhexidinu nez bézné vyuzivané hydrofilni nosice.
Systém by mohl usnadnit 1é¢bu periodontitidy, pokrocilého zanétu dasni bakterialniho pi-

vodu, ktery miize vést az ke ztraté zubli a ustupu gingivalni (dasnové) tkané. Proti
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podobnym zanétlivym onemocnénim se chlorhexidin jiz fadu let vyuziva, forma jeho apli-
kace a zajiSténi dlouhodobého postupného uvoltiovani vSak stile zlstavaji problematic-
kymi, obzvlasté v ustni duting, kde je antimikrobiotikum neustale vystaveno ptlisobeni slin
a diky polykacimu reflexu, konzumaci potravin a mluveni mize rychle dochazet k rapid-

nimu poklesu jeho koncentrace [41].

Na trhu jiz existuji prostredky vyuzivajici Zelatinové hmoty k imobilizaci chlorhexidinu
a jeho lokalnimu uvoliiovani. Jednim z nich je PerioChip®, biodegradabilni ptripravek vkla-
dany na postizené misto, ktery obsahuje 2,5 mg chlorhexidinu zakomponovaného do Zela-
tinového nosice. Tento piipravek vSak neni bez svych nedostatkd. Jednim znich je
skutecnost, Ze okolo 40 % neseného chlorhexidinu, ktery neni pevnéji navazan v Zelatinové
hmoté, je uvolnéno béhem prvnich 48 hodin po aplikaci (tzv. burst release, tento jev byl jiz
zminén v kapitole 2.7.2) [42]. Potencidl ke zlepSeni této technologie nabizeji polyestery,
které v organismu podléhaji pomalé biodegradaci, vykazuji vysokou permeabilitu pro
mnoho lé¢iv a nizkou toxicitu. Probéhlo jiz nékolik pokusti k zapouzdreni chlorhexidinu do
podobnych polymernich nosic¢l s vyuZzitim emulze, problém vSak vyvstava s nekompatibili-
tou velmi hydrofilniho chlorhexidinu se spise hydrofobnimi polyestery [43] [44]. Popiso-
vand metoda brazilského tymu navrhuje vyuZit Zelatinu kimobilizaci chlorhexidinu
a ziskany zelatinovo-chlorhexidinovy prasek zakomponovat do jiného polymerniho (napft.
polyesterového) nosice prostym vmichanim do taveniny (tzv. melt blending ¢i melt mixing).
To by predstavovalo pomérné levny a jednoduchy zptlisob vyroby systému schopného po-

malého uvoliiovani chlorhexidinu po delsi casovy interval nez pri vyuziti samotné Zelatiny.

K testovani byly ptipraveny tfi vzorky s riznym obsahem CHG. Zaklad kazdého z nich tvo-
tilo 10 g zZelatinového prasku, ktery byl rozpustén ve vodé a doplnén na 50 ml. Do prvniho
vzorku bylo ptridano 15 ml roztoku 20% CHG (pribliZzné odpovida 3 gramlim c¢istého CHX
a 23,1 obj. % vzniklého roztoku), do druhého bylo ptriddno 25 ml roztoku CHG (5 g CHX,
33,3 obj. %) a do tretiho 50 ml roztoku CHG (10 g CHX, 50 obj. %). Roztoky byly umistény
na 24 hodin do lednice, poté prosly lazni s tekutym dusikem, a nakonec byly lyofilizovany
k odstranéni prebytecné vody (doba lyofilizace zavisela na obsahu CHX ve vzorku - 30 h pro
vzorek s 3 gramy CHX, 24 h pro vzorek s 5 g CHX a 18 h pro vzorek s 10 g CHX. Vysledny
material byl rozdrcen a prosivan sitem o priiméru oka 100 um, ¢imz byl ziskan jemny prasek

Zelatiny s imobilizovanym CHX.

Pomoci TGA bylo nasledné zjiSténo, Ze Zelatinovy prasek s imobilizovanym CHX je stabilni
az do teploty priblizné 130 °C. Tato informace je diilezita pro pripadnou inkorporaci do ji-
ného polymeru pomoci melt blending metody (pro porovnani, Cisty CHX je stabilni do tep-
loty cca 160 °C). Pomoci FTIR (Infracervené spektroskopie s Fourierovou transformaci)
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bylo také dokazano, Ze vzorky skutectné obsahuji navazany chlorhexidin pomoci charakte-

ristické transmitance N-H vazby.

Nasledné byly se vSemi tfemi vzorky provedeny antibakterialni testy na bakterialnich kolo-
niich na agaru. K testim byly vybrany bakterie Aggregatibacter actynomicetemcomitans
a Porphyromonas gingivalis, které patri mezi nejcastéjsi ptivodce periodontickych onemoc-
néni. VSechny tfi vzorky zptsobily formaci inhibi¢ni zény, coZ znaci antibakterialn{ aktivitu,
pricemzZ ucinnéjsi byly pripravky proti bakterii P. gingivalis. Experiment dokazal, Ze Zelatinu
1ze pouzit jako prostredek schopny imobilizovat a nasledné uvolnovat CHX a lze ocekavat
dalsi vyzkum, ktery se bude zabyvat zakomponovanim vytvoieného Zelatinového prasku do

jiného polymeru a studiem kinetiky uvoliiovani CHX z takto vytvoreného systému.

VyzkouSena imobilizace CHX na Zelatinu je pomérné levna a snadno proveditelnd metoda,
ktera navic nevyzaduje vyuziti organickych rozpoustédel, jejichz rezidua by se mohly z ma-

terialu uvoliiovat a piisobit nepfizniveé na organismus.

Poznamka:

Informace uvedené v této kapitole a jejich podkapitolach predstavuji pouze priiiez soucas-
nym vyzkumem, ktery se zabyva imobilizaci chlorhexidinu na rizné nanomaterialové no-
si¢e a vyuzitim takto funkcionalizovanych materialG k riznym medicinskym aplikacim.
Vybirany byly prednostné metody navzajem se co nejvice liSici povahou nosice nebo zpiso-
bem imobilizace CHX a bylo brano v potaz i to, zda by je bylo mozné modifikovat k vyuziti

kiremicitych nanovlaken nebo jinych kiemicitych materiali jako nosice.
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3 Kfemicita nanovlakna

Kremicitd nanovlakna (anglicky silica nanofibers, kde termin silica obecné oznacuje che-
mické struktury a mineraly zaloZené na oxidu kifemicitém (SiOz) s minimalnim obsahem
vody [45]) jsou jednodimenzionalni nanostruktury (maji jeden makroskopicky rozmér,
ostatni jsou v fadu nanometrii), které maji Sirokou Skalu potencialnich vyuziti, zejména
v mediciné a tkanovém inZenyrstvi. K tomu je predurcuje jejich biokompatibilita a schop-
nost degradace v organismu bez vzniku zdravi $kodlivych produktii [46]. Tyto vyhodné
vlastnosti také vedly k vybéru kiremicitych nanovlaken jako vhodného nosice chlorhexidinu

pro tuto praci.
3.1 Syntéza kiemicitych nanovlaken

3.1.1 Princip elektrostatického zvlakfiovani

NejbéZnéjsi metodou syntézy kiemicitych nanovlaken je tzv. elektrostatické zvlaknovani
(v anglictiné znamé jako electrospinning). Jedna se o metodu, pri které vznikaji vlakna
z proudu polymerniho roztoku usmérnovaného elektrickym polem. Jako vychozi material
béZné slouZi roztok nebo tavenina polymeru. Princip elektrostatického zvlakiiovani je po-
mérneé jednoduchy, presto se jedna o metodu umoznujici vyprodukovat velmi jemna vlakna
(mikro- nebo nanovldkna) s velkym specifickym povrchem a rtiznou velikosti pori [46]

[47].

Polymerni roztok/
tavenina

Vysokonapétovy
/—stejnosmérn\? zdroj

¥ Proud polymerniho

roztoku

/— Kolektor

Obrazek 12: Schéma typické aparatury pro elektrostatické zvlakriovani. Vytvoreno na zdkladé
zdroje [48].
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Roztok nebo tavenina zvlakiiovaného polymeru je vytlacovan(a) skrze trysku, na jejimz
konci se vlivem elektrického pole z kapaliny vytvari tzv. Tayloriv kuZel. Pii piekroceni ur-
¢itého (prahového, nebo také kritického) napéti z jeho Spic¢ky vytryskne proud nabitého ma-
terialu, ktery je dale elektrickym polem usmeériiovan na kolektor. Béhem letu prostorem
polymer tuhne a elektricky naboj se hromadi na jeho povrchu. V drobnych zahybech a ne-
stabilitdch proudu materialu je poté vlivem elektrostatického odpuzovani iniciovan proces
dlouzeni neboli ,bi¢ovani“ (anglicky whipping), pti kterém dochéazi k prodluzovani a zten-

¢ovani vznikajiciho vlakna, které je nakonec zachyceno na uzemnény kolektor [49].

V praxi lze zatizeni na elektrostatické zvlaknovani realizovat riznymi zptsoby. Taylortv
kuzel nemusi vznikat pouze na vrcholu kapilary/trysky, ale i z tenké vrstvy roztoku poly-
meru. Toho vyuZiva zarizeni Nanospider, jehoZ novéjsi generace vyuziva pohyblivé hlavice,
natirajici polymernim roztokem kovovou strunu, ktera slouZi jako jedna z elektrod. Z vrstvy
polymeru na struné vznikaji mnohacetna ohniska Taylorovych kuZelli a vznikajici vlakna
jsou zachytavana na podklad (napft. vrstvu spunbondové textilie nebo folii), kterd prochazi
zarizenim v prostoru mezi elektrodou a protielektrodou a postupné se pohybuje [50]. Zati-

zeni Nanospider vyuziva k syntéze kiremicitych nanovlaken i Technicka univerzita v Liberci.
3.1.2 Parametry zvlaknovaciho procesu a jejich vliv na vyprodukovany material

Morfologii vznikajicich nanovlaken ¢i to, zda elektrostatické zvlakiiovani viibec uspésné za-
toku. Roztok o prili§ nizké viskozité neni schopny dostate¢né soudrznosti (kohezni sily jsou
ptili§ malé) a proud polymerniho roztoku se tak rozpada na kapky - misto zvlakniovani do-
chazi k takzvanému electrosprayingu, jehoz produktem jsou castice namisto vlaken. Na-
proti tomu prili§ vysoka viskozita vede ke vzniku tlustSich vldken (nékdy aZ v radu
mikrometrii) a zvySuje riziko vzniku defektd. Extrémné vysoka viskozita zcela zabrani
vzniku Taylorovych kuzeli a proces zvlaknovani tak nemtize ani zacit. Viskozitu lze ovlivnit
koncentraci roztoku (tedy pomérem zvlakiiovaného polymeru a rozpoustédla), pridavkem
tzv. pomocného (auxiliary) polymeru, napi. PVA [51], a také zavisi na teploté, pti které
zvlaknovani probiha. Roli hraje také povrchové napéti roztoku, které nesmi byt prili§ vy-
soké, coz by opét branilo vzniku Taylorovych kuzeld. Pro zvlaknovani jsou obecné vhodnéjsi

v v/

delsi molekuly (s vy$si molekulovou hmotnosti), nesmi byt vsak prilis rozvétvené [52].

Elektrostaticka povaha procesu je pfic¢inou toho, Ze dalsim dileZitym parametrem je vodi-
vost roztoku. Vodivost je primarné ovlivnéna typem zvlakiiovaného polymeru a pouzitého

rozpoustédla, Ize ji vSak také ovlivnit pridavkem ionti soli. Vy$si hodnoty vodivosti napo-

mahaji ke vzniku homogennich vlaken a omezuji riziko vzniku defektt [53].
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Pouzité rozpoustédlo se nesmi vypaiovat prilis rychle, zalezi tedy na jeho teploté varu. K vy-
parovani dochazi béhem dlouzeni vlaken pri procesu ,bicovani“ a pokud je prilis rychlé,

vznikaji ve vlaknech péry a trhliny [52].

Kromé fyzikalné-chemickych parametrt pouzitych latek zalezi také na parametrech samot-
ného procesu, které je mozno nastavit na zvlaknovacim zarizeni. Napéti mezi elektrodami
musi byt vyssi nez prahové napéti, aby dochazelo ke vzniku Taylorovych kuzelt, ale nesmi
byt prilis vysoké, protoze proces by poté prechazel v electrospraying. PouZivané napéti ob-
vykle dosahuje radoveé desitek kV. Lze nastavit také vzdalenost elektrod a rychlost navijeni
podkladu, ktera urcuje tloustku vznikajiciho materialu a také rychlost jeho produkce. Dile-
Zita je také teplota ve zvlaknovaci komore a vlhkost vzduchu, ktera miiZze ovlivnit tloustku
vlaken a jejich stejnorodost a vznik defektd [53]. Zatizeni pro elektrostatické zvlaknovani
ma obvykle vlastni klimatiza¢ni jednotku, ktera umoziuje regulovat parametry vzduchu uv-
nitf zvlaknovaci komory a udrzovat je stabilni po celou dobu zvlakinovani. U zarizeni Na-
nospider lze také regulovat rychlost pojezdu hlavice, kterd natird strunu roztokem
polymeru a hlavice mohou byt osazeny privlaky o rizném priméru [50]. Tyto dva faktory
ovliviiuji mnoZstvi polymerniho roztoku, které bude pti kaZzdém prejezdu hlavice naneseno
na strunu. Mnozstvi by mélo byt takové, aby nedoslo k jeho spotfebovani vyrazné diive, nez
dojde k dalsimu prejezdu hlavice, ale nemélo by byt prilis velké, protoze poté hrozi riziko

vzniku kapek, které znehodnoti vyslednou nanovlakennou vrstvu.

3.1.3 Priprava solu pro syntézu kiemicitych nanovlaken

Jako vychozi material pro elektrostatické zvlaknovani slouzi pfti \
syntéze kremicitych nanovlaken sol (koloidni suspenze) pripra-

veny metodou sol-gel. BEZné vyuzivanym postupem pripravy solu ‘Si,O
je rizena hydrolyza tetraethylorthosilikatu (TEOS) a jeho nasledna /\O b
polykondenzace v roztoku ethanolu nebo izopropylalkoholu (slou- <

ziciho zde jako rozpoustédlo) za katalyzy kyselinou chlorovodiko-

Obrazek 13: Struktura

o L 5 .. tetraethylorthosilikatu.
elektrostatickém zvladknovani, mize byt nasledné do solu pfi-

vou. Pro zlepSeni vodivosti, kterd je klicovym parametrem pfi

dan cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB) spolu s hydrogenperoxosiranem draselnym
(MPS), slouzicim jako oxidacni ¢inidlo. Poté je sol zahtivan na 60 °C a michan po dobu 60 mi-
nut. Jak jiz bylo zminéno, nékdy je také pred samotnym zvlakiiovanim do solu pridavan tak-
zvany pomocny (auxiliary) polymer, napriklad polyvinylalkohol (PVA), ktery ovlivni mimo

jiné viskozitu roztoku ke zvlakiovani.
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VysSe uvedené informace pochazeji z patentovaného postupu, kterym jsou pripravovana

kiemicitd nanovlakna na Technické univerzité v Liberci [51] [54].

3.2 Vlastnosti kiemicitych nanovldken

Kiemicitd nanovladkna jsou jednim z mala zndmych materialti, které splnuji vysoce speci-
fické poZadavky pro mozné vyuziti v biomediciné. Mezi né patii vysoka porozita a velky spe-
cificky povrch umoznujici imobilizaci raznych typt biomolekul, vCetné antibiotik a jinych
1é¢iv, enzymi, peptidi a jinych. Kremicita nanovlakna je mozné pripravit bez vyuZiti stabi-
lizujicich aditiv, ktera by se z nich mohla uvolilovat a predstavovat zdravotni riziko pro or-

ganismus.

Pokud je preci jen potieba dosdhnout zvysené stability nanovlaken (napft. ke zpomaleni je-
jich biodegradace, ktera piimo ovlivituje rychlost uvoliiovani neseného 1é¢iva), stabilizuji se
nanovlakna jesté pred jejich funkcionalizaci plisobenim vysoké teploty (napt. vystavenim
teploté 180 °C po dobu dvou hodin, pokud je potieba dosdhnout vyssi stability, je vSak
mozné vyuzit i vyssi teploty, az okolo 500 °C [55]). ZvySena teplota zptsobi uvolnéni zbyt-
kovych rezidui latek pouZitych pii syntéze (napft. izopropylalkoholu), odpateni vody, ktera
je nasorbovana na povrchu vlaken, ale také vede k odstranéni vody vazané v podobé hydro-
xylovych skupin na povrchu nanovlaken [54] [56]. Pri teplotach okolo 800 °C dochazi
k téméf dokonalému odstranéni —-OH skupin a vysledny material poté pripomina kiemicita
skelna vlakna. Pri takto vysokych teplotach také mutze dochazet k ¢astecné karbonizaci na-
novlaken, ¢ehoz lze vyuZit k ptipravé hybridnich uhlikovo-kiemicitych nanovlaken s hlad-

kou morfologii [57].

Kiemicita nanovlakna na svém povrchu nesou vazby Si-OH, kterd umoziuji imobilizaci bio-
molekul a jejich pozdéjsi uvoliiovani v prostiedi télnich tekutin. Primarni metody imobili-
zace spocivaji ve vytvoreni kovalentnich vazeb mezi biomolekulou a povrchem nanovlaken,

1ze vSak také vyuZit nekovalentnich vazeb nebo adsorpce.

Schopnost postupného uvolnovani je klicovy faktor ve zvySovani efektivity 1éCiv a omezeni
rizika vedlejsich ucinki, zplsobenych vystavenim organismu prilis velké davce 1éciva
v kratkém casovém intervalu. Pfi vystaveni nanovlaken prostiedi télnich tekutin dochazi
nejprve k uvolnéni latek navazanych nekovalentnimi vazbami ¢i naadsorbovanych na po-

vrchu, pozdéji k rozruseni kovalentnich vazeb a tim k uvolnéni zbytku biomolekul.

Zaroven dochazi k postupné degradaci (rozpousténi) nanovlaken a jejich vstiebavani orga-
nismem. Produktem degradace je oxid kiremicity (SiOz). Tato latka mize v urcitych formach

predstavovat zdravotni riziko, napt. dlouhodobé vdechovani jemného kiemicitého prachu
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miZe vést k chronickému zanétlivému onemocnéni plic - silikéze - ¢i dokonce k rakoviné
plic. Kfemicité materialy se vsak jiz radu let vyuzivaji v mediciné napr. k pripravé zubnich
vyplni nebo jako soucast kostnich nahrad a pti téchto aplikacich jsou povazovany za zdra-
votné nezavadné. Velmi tedy zaleZi na konkrétni formé latky, na misté a dobé ptlisobeni, na
jeji koncentraci a podobné. Pii vyuziti kifemicitych nanomateriali v biomediciné hraje
v tomto ohledu velkou roli jejich bioperzistence, tedy doba, po kterou v organismu setrva-
vaji, nez dojde k jejich kompletni degradaci. Podle Hesterbergovy a Hartovy prace zabyva-
jici se zdravotnimi riziky kiemicitych latek Ize tyto latky povaZovat za zdravotné nezavadné,
pokud je jejich polocas rozkladu v prostiedi odpovidajicimu plicni tekutiné pri pH 7,4 kratsi
nez 20 dnt a kiremicity material by mél v organismu setrvavat méné nez 40 dnti [58]. Tato
studie vS§ak nebyla primarné zamétena na kemicité nanomaterialy, jejichZ mechanismy de-

gradace a jeji Kinetiku je jesté tieba diikladné prozkoumat.

3.3 Biodegradace kremicitych nanovlaken a jeji testovani

Jiz bylo zminéno, Ze dillezitou vlastnosti kifemicitych nanovlaken, ktera je predurcuje k vy-
uZiti v biomediciné, je jejich schopnost biodegradace v organismu. Védecka studie Institutu
pro nanomaterialy, pokrocilé technologie a inovace Technické univerzity v Liberci, jejiZ vy-
sledky byly publikovany na konferenci NART (Nanofibers, Applications and Related Tech-
nologies) v roce 2017 se zabyvala problematikou biodegradace kiemicitych nanovlaken
v simulovaném prostredi télnich tekutin [56]. K testovani rychlosti biodegradace bylo vyu-
Zito dvou metod - statické a dynamické. Testovana byla kiremicita nanovlakna pripravena
elektrostatickym zvlakiovanim solu, pripraveného s vyuzitim tetraethylorthosilikatu, izo-
propylalkoholu a kyseliny chlorovodikové bez ptfidavku pomocného polymeru. Pfipravena
nanovlakna méla primér prevazné v rozmezi 150-400 nm (s obCasnym vyskytem tlustSich
mikrovlaken, ktera pozitivné ovliviiovala mechanické vlastnosti materialu) a specificky po-
vrch 9,9 m2/g. Cast vzorki ptipravenych nanovlaken byla tepelné stabilizovana pii teploté

180 °C po dobu dvou hodin, ¢ast byla po stejnou dobu stabilizovana pii teploté 550 °C.

Pri statickém testu byly vzorky nanovlaken umistény do polyethylenovych lahvi, které ob-
sahovaly roztok simulujici prostredi télnich tekutin, predehraty na teplotu 37 °C. Lahve se
vzorky byly umistény do vodni lazné rovnéz o teploté 37 °C a pomoci tiepacky byly udrzo-
vany béhem experimentu v mirném pohybu. V pravidelnych intervalech byly z 1ahvi odebi-
rany vzorky 10 ml roztoku a filtrovany pres nylonovy filtr s péry o primeéru 450 nm.
K urc¢eni mnozstvi kfemicitého materialu ve vzorcich byla pouzivana emisni spektrometrie

s induk¢né vazanym plazmatem (ICP-AES), pomoci které byl stanovovan obsah kiremiku.
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K dynamickému testu byla vyuZzita specialné pripravena aparatura sestavajici z pratoko-
vého c¢lanku (flow cell), ve kterém byly umistény vzorky nanovlaken a pomoci peristaltické
pumpy jim byl prohdnén roztok simulujici télni tekutinu. Aparatura byla temperovana na
37 °C ve vodni lazni a ke stanoveni obsahu kiremiku v tekutiné ktera prosla pritokovym

¢lankem byla opét vyuZita metoda ICP-AES.

Testy byly provadény s nékolika typy roztokd, které simulovaly rizné télni tekutiny, s fyzi-
ologickym roztokem (0,9% vodny roztok NaCl) a kontrolni test byl proveden v destilované
vodé. Vysledky byly prezentovany v tabulce udavajici polocas rozkladu t (doba, za kterou
je rozpusténa polovina hmotnosti materialu) jednotlivych vzorki a rychlost rozpousténi
rv dané tekutiné v ng na cm? za hodinu. Data z originalni tabulky, usporadana a ptelozena

do cCestiny, jsou uvedena nize:

Teplota stabilizace 180 °C 550 °C
Metoda Staticka Dynamickd Staticka
Simulovana teku- ty r ty r ty r
tina [dny] [ng/(cm?-hod)] [dny] [ng/(cm?-hod)] [dny] [ng/(cm?-hod)]
Krevni plazma 0,24 1054 0,19 1381 1,3 182
Tekutina tlustého
0,30 862 - - 1,8 134
stfeva
Extraceluldrni plicni
0,26 918 0,10 2250 0,88 269
tekutina (pH =7,4)
Intracelularni plicni
78 3,02 - - 313 0,765
tekutina (pH = 4,5)
Pot (pH = 4,5) 8,8 29,2 - - 207 1,16
Pot (pH =5,4) 7,4 35,4 - - 351 0,676
Moc 5,0 52,5 - - 12 21,5
Fyziologicky roztok | 1,7 175 - - 42 5,75
Destilovana voda 295 0,799 - - 778 0,303

Tabulka 1: Vysledky test( biodegradability kfemicitych nanovldken. Data pochdzeji ze zdroje
[56].

V kapitole 3.2 jiz bylo zminéno, Ze polocas degradace v plicni tekutiné pti pH 7,4 by nemél
presahnout 20 dnd, aby se dal kifemicity material povazovat za zdravotné nezavadny [58].
Z tabulky vyse je patrné, Ze oba typy vzorkl kiemicitych nanovlaken se rozkladaji daleko
rychleji, za méné neZ jeden den, I1ze tedy fict, Ze jsou pro lidsky organismus bezpecné.
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Testy prokazaly, ze kifemicita nanovlakna jsou schopna degradace v celé radé télnich teku-
tin, avSak rychlost degradace silné zavisi na konkrétnim prostiedi. Kfemicitd nanovldkna
stabilizovana pti 550 °C vykazuji vyrazné pomalej$i degradaci, neZ ta stabilizovana pti
180 °C. Rychlost degradace roste s rostouci iontovou silou prostredi, se zvySujicim se obsa-
hem organické hmoty a se zvySujicim se pH. Produktem degradace je oxid kiremicity (Si02),
jehoZ zvysujici se obsah v prostfedi zpomaluje rychlost dal$i degradace nanovlaken. Proces
degradace byva nékdy doprovazen vysrazenim Kkoloidnich ¢astic SiO2, nebo produktti jeho

chemickych reakci s jinymi latkami v prostiedi.

Ukazalo se, Ze statickd metoda testovani je snazsi na realizaci, rychlejsi a umoznuje paralelni

vvvvvv

vvvvvv

Casticemi oxidu kiremicitého a jejich vysrazeni. Tyto efekty zplisobuji u statické metody po-
stupné zpomalovani degradace vlaken, avsSak pfi pouziti v organismu by pravdépodobné

k toku télni tekutiny dochazelo, zejména pii plisobeni napt. v krevnim recisti.

Z vyzkumu je také patrné, Ze je potreba peclivé zvazit, k jakému ticelu budou kifemicita na-
novlakna vyuzita a v jaké ¢astilidského téla budou ptisobit. Nékteré aplikace vyzaduji rychlé
rozpusténi béhem nékolika hodin, u jinych je Zaddouci pomala degradace po dobu nékolika
tydni. Zpisob tepelné stabilizace dokaze rychlost degradace ovlivnit, presto vSak existuji
prostredi, ve kterych bez ohledu na stabilizaci rozpad probiha relativneé rychle, nebo naopak
pomérné pomalu, a ne vzdy tak miize byt mozné tento material vyuzit s ohledem na poza-

dovanou rychlost degradace a uvoliiovani nesené latky.

3.3  Vyuziti kfemicitych nanovlaken

3.3.1 Drug-delivery systémy

Diky svym unikatnim vlastnostem maji kiemicitd nanovlakna (ale i jiné nanostruktury
s analogickou chemickou strukturou, napt. kifemicité nanocastice) velky potencial k vyuziti
jako nosice v tzv. drug delivery systémech. Tento pojem oznacuje latky, postupy ¢i zarizeni
umoznujici cilené vpravovani 1é¢ivych latek do téla a kontrolu nad dobou, intenzitou a mis-
tem jejich uvoliiovani. Soucasny vyzkum prisuzuje témto systémim velky vyznam, nebot
umoznuji, diky lepSimu zacileni, vyuziti mensitho mnozstvi léciva k dosazeni stejného
ucinku, zajistuji dlouhodoby a postupny tcinek a omezuji riziko nechténych reakci orga-
nismu zplisobenych vystavenim prili§ velkym davkam léciva, nebo jeho plisobenim na jiné

neZ zamyslené biologické systémy a tkané. Jak bylo zminéno v predchozi kapitole, kiremicité
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nanostruktury umoziuji postupné uvoliiovani biomolekul v organismu, kterym jsou zaro-
ven vstiebavany. Diky tomu nevyvstava problém s jejich odstranénim z organismu po uvol-
néni nesené latky. S drug-delivery systémy se pocita jako s vhodnymi nastroji na 1é¢bu napft-.
cukrovky nebo nadorovych onemocnéni [59]. Je znamo, Ze soucasné metody nadorové che-
moterapie jsou pro organismus velice zatéZujici, protoZe neumoziuji presné zacileni cyto-
statika, které tak piisobi na vSechny typy bunék, nejen ty nadorové. Presné cileny drug-
delivery systém by umoznil dopravit cytostatika pifimo do nddorovych bunék, aniz by néjak

ovlivnil ty zdravé, a tak odstranil mnoho nezZadoucich nasledkid chemoterapie [60].
3.3.2 Biologické scaffoldy pro tkanové inzenyrstvi

Dalsi moZnou aplikaci kfemicitych nanovlaken, ktera je predmétem moderni védy, jsou tzv.
biologické scaffoldy. Jedna se o podpiirné struktury umoznujici na svém povrchu riist a vy-
voj bunék. Tyto materialy jsou klicové pro tkanové inZenyrstvi, bourlivé se rozvijejici obor
biomediciny, ktery se v soucasnosti zabyva zejména opravami a nahradou tkani, at' jiz se
jedna o kosti, chrupavky, svalové tkané a jiné. Do budoucna se pocita s tim, Ze tkanové inze-
nyrstvi umozni dokonce nahradit celé télni organy nebo opravit poskozené nervové spoje
aumoznit tim pohyb osobam ochrnutym napt. v dlsledku poSkozeni michy [61]. Pro
spravny vyvoj umeéle vytvorené tkané je potfeba vhodného ,leSeni”, které musi byt schopné
vytvaret trojrozmérnou podpirnou sit a zaroven simulovat prostiedi podobné mezibunéc-
nému prostoru, coZ umozni bunkam spravné provadét vSechny biologické procesy potirebné
Kk jejich vyvoji, rastu a déleni. Zaroven by tyto scaffoldy mély byt biodegradabilni, aby se
predeslo nutnosti je pozdéji vyjmout chirurgicky a tim znovu narusit nové vytvorenou tkan.
Kiemicita nanovlakna (a nékteré jiné nanomaterialy) tyto vlastnosti spliiuji podstatné lépe
nez vétSina béznych biokompatibilnich materialt a hovofi se o nich jako o vhodnych scaffol-
dech pro regeneraci tvrdych (napf. kostnich) i mékkych tkani [62]. U béznych materiala se
védci obvykle potykaji s problémy branicimi jejich efektivnimu vyuziti. Napt. v biomediciné
Siroce pouzivana kyselina polymlécna (PLA) je sice biodegradabilni, ale hydrofobni. Modi-
fikace zvySujici hydrofilitu tohoto materidlu maji zase neptiznivé acinky na jeho pevnost
[63]. Proto se v posledni dobé pozornost soustredi spiSe na biokompozity se zakladem z na-
nomateriald, jako vhodny zaklad biologickych scaffoldti, a kiemicitd nanovlakna jsou jed-

nim z horkych kandidatt pro toto vyuziti.

3.3.3 Kryci materialy pro Iécbu chronickych a jinych ran

Kiemicita nanovlakna s imobilizovanymi antibiotiky jsou také idealnim krycim materidlem
na chronické rany a je schopny podporovat jejich hojeni. Nanovlakenny material dokaze

presné kopirovat povrch rany, aniz by vytvarel bubliny a uvoliiované antibiotikum
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dlouhodobé piisobi na bakterialni mikrofléoru v rané. Koncentrace antibiotika v rané zi-
stava nizka, ale plisobi dlouhodobé. Samotna nanovlakna jsou schopna se piimo v rané roz-

poustét [51].

Aplikace neni omezena na bézné chronické rany (napi. bércové viredy), ale mliZe usnadnit
proces hojeni jakéhokoliv typu ran. Konkrétné kiremicitd nanovlakna s chlorhexidinem,
které jsou predmétem této prace, by mohla nalézt uplatnéni napt. ve stomatologii k oSettreni
ran po extrakci (vytrZeni) zubii. Ustni dutina je misto se zvy$enym vyskytem bakterii, které
se zde zivi zbytky jidla, a kromé zubniho kazu mohou zpuisobit zanétliva (nékdy i velmi
vazna) onemocnéni. Byla dokonce odhalena mozna spojitost mezi témito infekcemi a systé-
movymi onemocnénimi, jako jsou napt. riizna kardiovaskularni onemocnéni [64]. Rany po
stomatologickych zakrocich je proto potieba udrzovat sterilni, aby se predeslo moznym
komplikacim. Kremicitd nanovldkna postupné uvolnujici chlorhexidin by mohla byt pro

tento ucel idealni.
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4  Zavér

Rozsahla reserse tykajici se chlorhexidinu, jeho vlastnosti, vyuziti a moZnosti imobilizace na
rizné nosice ukazala Siroké spektrum moznosti, jak pristoupit k pripravé systému kontro-
lované dopravy a uvoliiovani lé¢iv (drug delivery/release systems). Zvlastni pozornost byla
vénovana vyuziti kfemicitych nanovlaken (popf. jinych nanokiremicitych nosici), se kte-
rymi ma Technicka univerzita v Liberci jiZ zkuSenosti, a dokonce na jeji pidé vznikl paten-
tovany postup jejich vyroby. Proto byly navrzeny tfi mozné zptsoby imobilizace CHX na

kremicité nosice:

Prvni zplsob vyuziva nekovalentni vazbu chlorhexidinu do kavity cyklodextrinti. Cyklode-
xtriny je mozné pripojit na kfemicita nanovlakna pires APTES (3-aminopropyltriethoxysi-
lan), ktery je nejprve zakomponovan do povrchové struktury nanovlaken a nasledné je pres
jeho konec nesouci aminoskupinu pomoci substituce nukleofilni napojen cyklodextrin s to-

sylatovou funk¢ni skupinou. Vice podrobnosti je uvedeno na konci kapitoly 2.7.1.

Druhy zpiisob vyuZziva kovalentnich vazeb k ptipojeni chlorhexidinu na povrch nanovldken
pres cross-linker. Tim je v tomto pripadé organokovova sloucenina triethanolamintitanat
(TTE). Ten dokaze reagovat s -OH skupinou na povrchu kfemicitych nanovladken a s -NH-
skupinou pfitomnou v chlorhexidinu a vytvorit mezi nimi spojku s kovalentnimi vazbami.
Vysledny materidl ma potencial dlouhodobého kontaktniho antibakterialniho tuc¢inku. Vice

podrobnosti je uvedeno v kapitole 2.7.2.

Treti zplisob vyuziva nanoporézniho kifemicitého materialu, do jehoZ péra jsou molekuly
CHX ,nachytany“ a nasledné jsou usti otvord zapeceténa pomoci polyvinylpyridinu (PVP)
navazaného pres cross-linker BMPM. V kyselém pH dojde k naprotonovani pyridinovych
skupin v PVP, coz vlivem elektrostatického odpuzovani zptlsobi otevieni pord a uvolnéni
CHX. Material Ize vyuzit k pripravé pH-responzivniho drug release systému, ktery uvolni
chlorhexidin v reakci na snizeni pH prostredi, zplisobenému metabolickymi produkty aci-

dogennich bakterii. Timto zptisobem imobilizace se zabyva kapitola 2.7.3.

Prozkoumany byly i jiné zplisoby imobilizace, vyuZzivajici jako nosice jiné polymery, zlaté
nanocastice nebo zelatinu. V diplomové praci navazujici na tuto bakalarskou praci budou
navrzené zpuUsoby imobilizace realizovany v laboratornich podminkach a antibakterialni
aktivita vyprodukovanych materiala (vCetné kinetiky uvoliiovani) bude otestovana a vza-
jemné porovnana. Tyto materidly maji fadu potencialnich vyuziti v medicin€, kde mohou
slouzit k 1é¢bé zanétlivych onemocnéni bakterialniho ptivodu ¢i usnadnit hojeni kompliko-
vanych ran a jejich vyzkum miize vyustit k novym moznostem jejich aplikace nebo ke zlep-
Seni téch jiz navrzenych ¢i vyvijenych.
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