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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace se zabyva studiem toxicity vybranych komerénich antimikrobialnich krytt ran
(StopBac STERILE, obsahujici ionty stfibra a Traumacel Biodress Disinfect, obsahujici chlorhexidin)
a antimikrobialniho nanomaterialu, poskytnutého laboratofemi CEITEC VUT Brno. V experimentalni
Casti prace je popsana pfiprava tohoto polykaprolaktonového nanomaterialu, na ktery byla nasledné
deponovana vrstva médi magnetronovym naprasovacim systémem BESTEC (MAGNETRON).
Dale byla navrZzena metoda pro studium cytotoxicity jednotlivych krytl s antimikrobialnimi pridavky.
Tyto testy byly provadény in vitro na bunéénych kulturach metodou luhovani materialt v laboratofich
Prirodovédecké fakulty Masarykovy univerzity v Brné. Zjistili jsme, Ze s vyjimkou chlorhexidinu, nizké
koncentrace ucinnych latek vyluhovanych z materialll podporovaly proliferaci studovanych bunék,
pfi vysokych koncentracich dochazelo i k cytotoxickym efektlim. Byla provedena i analyza jednotlivych
materiald pomoci rastrovaci elektronové mikroskopie a energeticky disperzni rentgenové spektroskopie.

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the study of toxicity of selected commercial antimicrobial wound
dressings (StopBac STERILE, containing silver ions and Traumacel Biodress Disinfect, containing
chlorhexidine) and antimicrobial nanomaterial, provided by CEITEC BUT laboratories. The experimental
part of the work describes the preparation of this polycaprolactone nanomaterial, on which a layer
of copper was subsequently deposited by the magnetron sputtering system BESTEC (MAGNETRON).
Furthermore, a method was designed to study the cytotoxicity of individual shelters with antimicrobial
additives. These tests were performed in vitro on cell cultures by leaching the materials
in the laboratories of the Faculty of Science, Masaryk University in Brno. We found that,
with the exception of chlorhexidine, low concentrations of active substances extracted from the materials
promoted the proliferation of the studied cells, while at high concentrations there were also cytotoxic
effects. The analysis of individual materials was also performed using scanning electron microscopy
and energy dispersive X-ray spectroscopy.

KLiCOVA SLOVA

Nanovlakna, elektrostatické zvlakiovani, rany, stfibro, méd, antimikrobialni latky, rastrovaci elektronova
mikroskopie, disperzni rentgenovéa spektroskopie.
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1. UVOD

KliZe jakozto prvotni bariéra chranici pred vnéjSim prostiedim je pro lidsky Zivot velice dlleZita. Jakékoli
naru$eni této bariéry mdze vést k vaznym zdravotnim komplikacim, pfipadné i ke smrti. Proto je dllezZité
neustale vyvijet materidly, které by piispivaly k rychlej$imu a G¢innéjSimu hojeni poranéni kize.
Urychleni hojeni mize byt jednim z kli¢ovych faktorl pro pfedchazeni pfipadnych komplikaci.

Vyvoj materiall, které mohou pomoci k usnadnéni hojeni ran, se stal v nedavné dobé predmétem
zajmu mnoha védcl a vyzkumnych ustavi. UziteGnym pomocnikem pfi feSeni téchto problémi
se ukazala nanovlakna. Metoda jejich pfipravy je jiz na pomé&rné dobré drovni. K vyhodam nanovlaken
patfi nizké vyrobni ndklady a snadné prevedeni z laboratorni do sériové vyroby [1]. Mezi jeden
z nejlepsich polymerl, pouZivanych pro vyrobu nanovlaken, se radi polykaprolakton. PouZiti tohoto
polymeru je vyhodné pro jeho relativné nizkou cenu, dobré mechanické vlastnosti a netoxi¢nost [2].
Tento material je rovnéz vhodny pro elektrostatické zvlakfiovani. Tato vldkna jsou idealnim podkladem
pro dalSi upravu antimikrobialnimi latkami, které mohou zlepsit jejich hojivy Gcinek.

Pro rychlej$i a G¢innéjsi hojeni jsou na podklady pfidavany rizné latky podporujici 1éEbu. Pfi hojeni
rany muize byt velkym problémem infekce zplsobena riznymi patogennimi mikroorganismy.
Tyto mikroorganismy zadéinaji zptsobovat védcim obavy z divodu jejich narstajici rezistence vidi
bézné pouzivanym dezinfekcim &i antibiotikiim. Ve védeckém svété je proto viditelna snaha o vyvoj
novych latek, které by byly schopny tyto mikroorganismy ucinné nicit [3] [4].

Mezi zkoumané antimikrobialni latky patfi napfiklad stfibro, méd nebo lignin. Diky svym
fyzikalné-chemickym vlastnostem ma stfibro jako uslechtily kov pfi vyvoji téinnych hojivych kryt ran
velky potencial. Jeho antimikrobialni GCinek spoCiva v elektrostatické interakci stfibrného iontu
s bakterialni membranou, coz zpisobi jeji zanik [3] [4]. Dal$i studovanou latkou je méd. Méd je
pro lidsky organismus nezbytnou latkou ovliviiujici mnoho enzym i chemickych reakci [5]. V posledni
dobé se ukéazala i jako u€inna antimikrobialni latka pro Ié€bu ran v kombinaci s vhodnym podkladem.
Je dulezité zminit i antimikrobialni G¢inky ligninu. Lignin je znamy pro své vyborné uginky proti bakteriim,
plisnim a virovym patogendim [6] [7]. Mezi vyhody pouZiti ligninu patfi jeho dobra kompatibilita s jinymi
chemickymi latkami [8].

Nebezpec€im pouziti té€chto latek je jejich pfipadna cytotoxicita pro buriky, tkané a organy. Toxicita
stiibrnych iontt byla do jisté miry prokazana. V ramci EU bylo proto zakazano vnitini uzivani koloidniho
stiibra [3] [4]. Toxické ucinky mé&di nejsou pfili§ vysoké. AvSak i vtomto piipadé je nutna obezietnost.
Nadmérné uzivani médi mize zplsobovat bunécnou smrt [5]. U ligninu byly zjistény cytotoxické Ucinky
pfi nadmérné expozici [8]. U vSech téchto latek je tedy pfed samotnym zahajenim Ié€by nutné provést
testy cytotoxicity a zvolit idedini fedéni latky v médiu i jiné latce.

Cilem této prace je popsat komeréné prodavané antimikrobialni kryty ran a jejich ucinek, dale popsat
antimikrobialni u¢inky tenkych kovovych vrstev a zaméiit se na jejich toxicitu. Teoretickd ¢ast popisuje
problematiku Spatné se hojicich ran, proces hojeni ran, vyrobu polymernich nanovladken
a v neposledni fadé se zabyva materialy, které obsahuji Ié€bu podporujici latky, jako je napfiklad méd
nebo stfibro. Prace poukazuje na nékteré materidly pouzivané jako obvazové kryty, jejich vyrobu
a zhodnocuje ucinek latek urychlujicich hojeni. Nejprve je v experimentdlni Casti prace provedena
analyza vzorkl materidli pomoci rastrovaci elektronové mikroskopie a energeticky disperzni
rentgenové spektroskopie. Dale je v experimentalni ¢asti prace navrzena metoda testovani toxicity
materialdl obohacenych o méd, stfibro a chlorhexidin. Pomoci metody testovani toxicity materiald jsou
v experimentalni &asti otestovany dva komerEné& prodavané obvazové mikromateridlové kryty
(konkrétné StopBac sterile, obsahujici ionty stfibra a Traumacel Biodress Disinfect, obsahujici
chlorhexidin) a nanomateridl obohaceny o méd, pfipraveny magnetronovym naprasovanim
v laboratofich CEITEC Nano v Brné.



2. TEORETICKA CAST
21 Klze

KliZe je nepostradatelnou bariérou mezi vnéj$im a vnitinim prostredim organismu. M4 fadu vyznamnych
funkci, jako je napfiklad mechanicka ochrana. Je také sidlem koznich smyslG (hmat, vnimani tepla
a chladu). Je duleZita pri termoregulaci, latkové vyméné a brani organismus pied bakteriemi a plisnémi
[9] [10].

Klze se sklada ze tfi zakladnich vrstev: pokozka (epidermis), $kara (dermis) a podkoZzni vazivo
(obrazek 1). Pokozka tvofi povrchovou vrstvu kize. Tvofi ji tlusty, mnohovrstevny dlazdicovy epitel,
jehoz buiiky se nazyvaiji keratinocyty. V pokoZce se nachazi dal$i dGleZité buriky: napfiklad melanocyty,
urCujici odstin klze, Langerhansovy buiiky, uplatfiujici se pfi imunitnich dé&jich nebo fibroblasty,
schopné vytvaret vechny typy viaknité i amorfni mezibuné&tné hmoty [9] [10].

Dalsi vrstvou kiize je $kara. Jedna se o 1-3 mm silnou vrstvu, tvofenou tuhym vazivem. Tato vrstva
je bohaté protkana elastickymi a kolagennimi viakny. Skara je také velice dobfe zasobena cévami. Jsou
zde také uloZeny folikuly vlast, chlupd, potni Zlazy a nervova zakon&eni [9] [10].

Posledni vrstvou klzZe je podkozni vazivo, které je tvoreno fidkym kolagennim vazivem. Je tlusté
0,5 - 10 cm, dle mnozstvi tukové tkané. Jeho hlavni funkci je mechanicka a tepeln4 izolace organismu
a v neposledni fadé funguje také jako zasobarna energie [9] [10].
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/’ OIS.! zakonéeni/

nitd vrstva -
ARTRCE- XY = Epidermis
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Obrazek 1: Stavba kize [11]



2.2 Obecna definice poranéni

Jako primarni fyzicka bariéra téla proti vnéj$imu svétu je pokozka pravidelné vystavovana vliviim okoli,
a proto u ni hrozi rGzné druhy poranéni. Ranu Ize obecné definovat jako poSkozeni nebo preruseni
normalni anatomické struktury kize po fyzickém, tepelném &i napfiklad chemickém urazu
nebo v disledku lékarského zasahu. U zdravych jedincl jsou bézné kozni rany obvykle méné
nez 1 mm hluboké a maji schopnost spontanni regenerace. Rany, které zasahuji do hlubSi vrstvy dermis
se v8ak hoji pomalu a Casto s jizvami, coz vede k trvalému poSkozeni struktury, funkce a vzhledu
pokozky [12] [13].

Doba hojeni akutni rany se obvykle pohybuje v rozmezi od 5 do 30 dnl. Oproti tomu chronické rany
neprochazeji procesem hojeni normalnim tempem, proces obnoveni anatomické a funk&ni integrity
pokozky trva u chronické rany az 12 tydnl. LéEba chronickych koznich Iézi stale predstavuje velkou
vyzvu, a proto je moznostem urychleni jejich hojeni vénovana znacna pozornost [12] [13].

2.3 Kilasifikace ran

Rany mizeme rozdélit do nékolika tfid:

¢ podle hloubky (povrchové a hluboké)

e podle miry postizeni (jednoduché, po$kozujici jen povrchové vrstvy kiize, podkozniho vaziva
nebo jen sliznici a rany komplikované, postihujici dlleZité struktury jako jsou cévy, nervy, $lachy
a podobné)

e podle miry znecisténi (aseptické, makroskopicky Cisté, mechanicky znecisténé a infikované)

e podle pfic¢iny zranéni [14].

2.4 Proces hojeni ran

Hojeni ran zahrnuje sloZité interakce mezi riznymi typy bunék, koagulacnimi faktory, pojivovou tkani,
rustovymi faktory, cytokiny a cévnim systém. Obecné plati, Ze proces hojeni ran Ize rozdélit do Gty fazi,
znazornénych na obrazku 2 [15].

Prvni faze: hemostaza
Bé&hem prvnich nékolika minut po zranéni dojde k vazokonstrikci a krevni desticky se zacnou
shlukovat v misté poranéni. To ma za nasledek aktivaci koagulacni kaskady, ktera vede
k vytvoreni polymerni molekuly fibrinu, ktera vytvofi sit, do které se zachycuji dalsi krvinky,
jak bilé, tak Cervené. Vysledna srazenina pak slouzi jako té€snéni rany a brani dalsimu
krvaceni [15].

Druhé faze: zanét
Jakmile je dosazeno hemostazy, cévy se rozsiii, aby umoznily burikdm, proteindim a zZivinam
dostat se na misto zranéni. Pfevladajicimi burikami, které zde pracuji, jsou monocyty postupné
diferencované v makrofagy, které autolyzuji nekrotickou tkan. Makrofagy spolu s neutrofily
produkuji cytokiny, které do mista rany pfilakaji lymfocyty, které usmériuji zanétlivou
reakci [15].

Treti faze: proliferace
Rana je napIlnéna novou granulac¢ni tkani, ktera se sklada z extracelularni matrix (kolagen atd.).
Vyviji se v ni nova sit krevnich cév a bunék [15].

Ctvrt4 faze: remodelace
Nasleduje zavérelna faze, kterd nastava, jakmile je rdna uzaviena — dochazi k remodelaci
kolagenu [16] [17].

Nespravné provedeni kteréhokoli z vySe uvedenych krokt muze kriticky ovlivnit proces hojeni ran a jeho
uspéch [16][17].



(a)strup Cervené krvinky (b) (C) granulacni tkan (d) kolagenové
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Obrazek 2: Faze hojeni rany. Pfevzato a upraveno z [18]

Proces hojeni ran je obecné komplikovan mnoha faktory, napfiklad pfitomnosti ischemie, infekce,
nekrotické tkané nebo také priib&hem onemocnéni jako je cukrovka, rakovina, chronickd onemocnéni,
steroidni terapie, ozafovani a podvyZiva. Kombinace téchto faktorll je pro vyvoj hojeni zranéni
zasadni [19].

LéCbu poranéni a predchazeni témto komplikacim zprostfedkovavaiji napriklad vyrobky regenerativni
mediciny. Pouziva se napfiklad gel obsahujici autologni/homologni plazmu bohatou na krevni desticky.
Cytokiny a riistové faktory obsazené v plazmé hraji kli¢ovou roli v procesu hojeni, kdy mohou napfiklad
pomoci uzavfit ranu. Uginnost tohoto gelu byla jiz prokdzana na modelech in vitro i in vivo. Tento gel
se podili i na regeneraci a tvorbé tkani novych cév, které by mohly zlepSit hojeni koznich ran [19].

Pro lepSi osvétleni a pochopeni této tématiky se pro demonstraci pouzivaji anatomicky jednoduchéa
zvifata. BEhem nékolika poslednich desetileti bylo provedeno mnoho vyzkumu na zakladé studia
hadatka obecného, octomilky a zebficky pruhované. Hadatko obecné je rozvijejici se modelovy
organismus v kontextu regenerativni mediciny. V&dci na tomto jednoduchém zvireti zjistili napfiklad to,
ze poranéni indukuje produkci gradientu H202 zavislého na Ca?* dualni oxidaze (DUOX), coz vede
k rychlému povolani leukocytd do mista rany [17].

2.5 Spatné se hojici rany

Prvni pokusy o 1é¢bu zranéni pomoci bylinnych piipravkd sahaji asi pét tisic let zpét do minulosti,
kdy si prvni lovci a sbéraci oSetrovali sva zranéni. Snazili se o objeveni byliny, ktera by urychlila proces
hojeni. Pozdé&ji v historii doSlo k vyvoji obvazovych kryti a Siti ran. Lidé si uvédomovali nutnost hygieny
a nutnost zastaveni krvaceni pii zranéni. Za poslednich sto let v8ak nedoSlo k velkému vyvoiji v oblasti
urychlovani hojeni ran. DoS$lo alesponi k zavedeni antibiotik a k vyvoji tkafiového inzenyrstvi [16] [17]
[20].

Obecné je oprava mékkych tkani velice narocny a citlivy proces. Skldda se z nékolika zakladnich
krokd, bliZze popsanych v predchozi kapitole. Nedokonalé provedeni jakéhokoli z téchto krokd miize vést
k vaznym komplikacim, jako je napfiklad infekce [16] [17] [20].

Jednim ze zavaznych a Spatné se hojicich poranéni je popéalenina. Primarnim cilem IéEby popalenin
je podpora a zlepSeni ucinnosti hojeni rany a uzavirani ran procesem epitelizace. Pfi 16Cbé tézkych
popdlenin je nejdfive nutné odstranit nekrotickou tkan. Nasledné je léCba popaleniny zaloZzena
predevsim na prevenci infekce. Teoreticky by tedy prvnim krokem IéEby mélo byt vytvoreni Cistého l0Zka
rany. V poslednich dvaceti letech dochazi velice €asto k odstrafiovani nekrotické tkané popaleniny
pomoci enzyml, jako je trypsin, kolagenaza a nékterymi dal$imi protedzami misto klasického
chirurgického zakroku. Nékteré studie ukazuji, ze tento postup je mnohem ucinnéjsi a vysledné zotaveni
rany je mnohem lepSi nez po chirurgickém zakroku [21].



Dal$i skupinou pacientu trpici problematickym hojenim ran jsou lidé postiZzeni onemocnénim diabetes
mellitus. Tito pacienti maji horSi progn6zu pfi hojeni infekci nez zdravi pacienti. Proces hojeni je delsi,
déle trva i pfipadné uzivani antibiotik, infekce jsou opakované a miize dochazet i k amputacim. Hlavnim
ddvodem viedl a ran u pacientll s diabetem je to, Ze kmenové buriky se hlie dostavaji do mista
postizeni, coz bohuzel vede k pomalému hojeni a nasledné k chronickym ranam, které snizuji kvalitu
Zivota. Tyto komplikace jsou zplsobeny nejvét§im problémem pacienttl s diabetem, coZ je chronicka
zilni nedostate€nost neboli insuficience. Jedna se o patofyziologicky stav, pii kterém jsou poruseny
mechanismy navratu zilni krve z dolnich koncetin k srdci, vysledkem je zvySeny zilni tlak v dolnich
konc&etinach, coz se projevuje zpocatku jen nepfijemnymi pfiznaky, jakymi jsou pocit tihy v nohou, inava
nohou, pocit napéti, no¢ni kie€e, brnéni a jiné dalsi nepfijemné pocity. Postupné dochazi k pfenosu
zilnino pretlaku i do malych cév a kapilar, coz ma za néasledek vznik otoku nohou, pozdéji i zhorSenou
vyzivu kize, pribyvani pigmentaci kize, jeji oslabovani a $patné hojeni az po vznik bércovych viedl
Zilniho plvodu. Mezi dal$i problémy diabetikil patfi neuropatie — necitlivost klize, nachylnost k infekci,
riziko lokalniho opakovani a sklon ke zhorSovani. Proto je kliCovym faktorem predchazejicim pfipadné
amputaci €as. Ddilezitad je také pravidelna vyména obvazovych kryti pro piedchazeni infekce.
Pouzivanymi obvazovymi kryty jsou napfiklad Apligraf®, ktery zahrnuje dermalni vrstvu lidskych
neonatalnich fibroblastl typu | a Dermagraft®, ktery je generovan kultivaci lidskych neonatalnich
fibroblastl na biologicky vstiebatelny polyglaktinovy nosi¢. Pouziti téchto kryti neni ovéem schvaleno
na rany s odhalenym svalem, $lachou nebo kosti. Navic podil pacientli pozitivné reagujicich na tato
kryti je relativné maly (56 % pro Apligraf® a 30 % pro Dermagraft®) [22] [23].

Velky problém s hojenim ran maji také pacienti trpici nemoci motylich kfidel neboli Epidermolysis
bullosa congenita (EBC). Jedna se o mechanobulézni onemocnéni charakterizované kiehkosti klize,
vysokou nachylnosti k tvorbé puchyiti a v neposledni fadé také tvorbou ran i po malém stresu kiize.
Toto onemocnéni je zplsobeno mutacemi v genu Col7A1, které vede k nedostatku nebo dysfunkci
kolagenu typu VII (Col7). Oddélovani vrstev kiZze vede Gasto k rozvoji Iézi od koZnich puchyil
po chronické rany. Kozni rany jsou ¢asto spojovany s ¢etnymi komplikacemi, véetné bolesti a svédéni,
infekce, sepse, dehydratace a rozsahlych viedd na nohou. U téchto pacientl se rany nejcastéji vyskytuiji
v mistech nejvétsiho mechanického namahani, jako jsou kolena, chodidla, ruce a lokty. Rany jsou asto
napadené patogennimi bakteriemi, coz vede k tvorb& nadmérného zanétu a k omezeni hojeni [24].

K 1é¢bé poranéni jsou vyuzivana rlzna obvazova kryti. Jednim z nejlepSich obvazovych kryti jsou
nanovlakenné struktury nesouci rtizné enzymy a |éCbu podporujici latky [13]. Struktura téchto
nanomaterialu je velice ucinna pii vyméné obvazl, predchazi dalsimu zranéni a zajistuje kontrolu
nad vihkosti rany. Péry nanoviaken pfitom nejsou dostatecné velké na to, aby dochazelo k pfenosu
bakterii do rany. Takto pfipravené materialy také podporuji epitelizaci a angiogenezi [21].

Dal$i moznost Ié¢by predstavuje 1é8ba kmenovymi burikami. Uginnost terapie kmenovymi burikami
je primarné pricitdna schopnosti sebeobnovy kmenovych bunék, jejich parakrinnim a imunomodula&nim
procestim a schopnost jejich diferenciace, ¢imz se podileji na remodelaci tkané [23] [24].

Bohuzel diky komplikacim spojenym s hojenim ran dochazi i v sou€asnosti k vysoké mife nemocnosti
a umrtnosti, proto je dllezity dalSi vyzkum a vyvoj, aby pfipadné nové druhy krytl ran byly dokonalejsi
a ucinnéjsi.
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2.6 Polymerni nanovlakna a mikrovlakna

Obecné je nanovldakno Gtvar o velmi malém praméru, konkrétné do priméru jeden mikrometr.
Nanovlakenné materidly predstavuji velmi zajimavé struktury s jedineénymi vlastnostmi (obrazek 3).
Maiji vysokou poréznost (fadové tisicinasobnou oproti mikroviaknu), velky specificky povrch a dobrou
prodySnost. Dle pouzitého materialu mohou vykazovat optimalni mechanické vlastnosti, biokompatibilitu
a biologickou rozlozitelnost. Tyto vlastnosti jsou pro regeneraci kosti a tkafiové inzenyrstvi klicové.
Nanovlakenné membrany jsou se svymi jedineCnymi fyzikalInéchemickymi vlastnostmi schopné
napodobovat extraceluldarni matrix. Podle sloZeni, maji tato vlakna, rGznou mechanickou a teplotni
stabilitu, ale také elektrickou vodivost a katalytickou aktivitu. V praxi se nanoviakna témér nevyskytuji
samostatna, ale vétSinou v podobé vyssich strukturnich a prostorovych celkd [25] [26] [27].

Mikrovlakno je utvar o priméru mensim nez jeden milimetr. Vyrobky z mikroviaken jsou velice mékké
a jemné, na druhou stranu jsou tyto vyrobky ale velice pevné (obrazek 4). Nejb&znéjSi materialy
pouzivané pro vyrobu mikrovlidken jsou polyestery a polyamidy. Jednou ze zvlastnich vlastnosti
mikrovidken je, Ze nékteré z nich maji hvézdicovity tvar prarezu [28].

V soucasné dobé& je na trhu s obvazovymi krytinami mnoho produktl, které ranu sice kryj,
ale nepodporuji obnoveni plvodni struktury ¢i funkci kize. Z tohoto divodu védci v souasné dobé
vyvijeji nové obvazy, které napomahaji zlepSit regeneraci pokozky. Jsou mezi nimi i polymerni
nanovlakna, ktera jsou povazovana za slibny nastroj pro zlepSeni regenerace ktze diky své strukturalni
podobnosti s extracelularni matrix normalni pokozky, schopnosti podporovat riist a proliferaci bunék.
V posledni dobé byly vyvinuty nové bioaktivni obvazy, které napodobuiji pfirozenou strukturu pokozky
a jsou kompatibilni s kiizi. V zavislosti na jejich schopnosti nahradit epidermis, dermis nebo obé vrstvy
klze jsou nazyvany jako epidermalni, dermalni a epidermalné — dermaini nahrazky. Pozornost védci
upoutala predevSim jednoduchost vytvoienych bioaktivnich obvazl a efektivnost nakladd. Kromé toho
jsou tyto nanovlakenné sité také schopné podporovat bunétnou adhezi, migraci, rist, diferenciaci
i angiogenezi, které jsou Zivotné dllezité pro efektivni hojeni ran [29].

5.7mm x5.00k SE(NV

6.5mm x5.00k SE(M

5.0kV 16.6mm x10.0k SE(N

Obrazek 3: Morfologie antistatického povlaku Obrazek 4: Morfologie antistatického povlaku
uhlikovych nanovldken: a) vzhled na lomu; b) vzhled uhlikovych mikroviaken: a) vzhled na lomu; b) vzhled
na povrchu [28] na povrchu [28]
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2.7 Polykaprolakton

Polykaprolakton (PCL, jehoz vzorec je na obrazku 5) je semikrystalicky alifaticky polyester,
ktery se obecné syntetizuje polymeraci s otevienim kruhu monomeru kaprolaktonu. Je biologicky
odbouratelny, biokompatibilni a netoxicky. Z rodiny biodegradovatelnych polymert se PCL (a PLA neboli
protoZe jsou snadno dostupné, maji dobrou biologickou rozlozitelnost a dobré mechanické vlastnosti.
PCL vykazuje vynikajici chemickou odolnost, dobrou houzevnatost a méa nizky skelny prechod (-60 °C)
a teplotu tani (60 °C). PCL je tepelné stabiln&jSi nez PLA a je zcela odbouratelny prostiednictvim
enzymatickych aktivit. Vykazuje vynikajici flexibilitu fetézce a mize byt syntetizovan pfi rdznych
molekulovych hmotnostech (Mw). Lze jej syntetizovat ve formé voskovité pevné latky nebo pevného
polymeru. Pii Mw 15 000 g/mol je materidl kiehky. Pii Mw 40 000 g/mol je materidl mékky
a semikrystalicky. Jako pfisada se obvykle pouzivd voskovy PCL. Je rozpustny témér ve vSech
aromatickych, polarnich a chlorovanych uhlovodicich. Nerozpustny je v alifatickych uhlovodicich,
alkoholech a glykolech. PCL vykazuje mechanické viastnosti podobné vlastnostem jinych konvenénich
nebiodegradovatelnych syntetickych polymert. Vysokomolekularni PCL ma mechanické vlastnosti
a propustnost pro kyslik srovnatelnou s polyethylenem (PE). PCL tedy neni vhodny jako material
pro kyslikovou bariéru. M& pomalou rychlost degradace a vysokou permeabilitu, coz je uziteCné
pfi aplikacich, jako jsou dlouhodobé implantaty a systémy podavani Iékd [30].

Diky své biologické rozlozitelnosti, relativné nizké cené, snadnému zpracovani, dobrym
mechanickym vlastnostem, netoxi¢nosti a nizké imunogenicité je slibnym polymerem pro tkanové
inzenyrstvi. Kromé& toho nanostrukturovana morfologie PCL nanovlaken, vytvofena elektrostatickym
zvlaknovanim, vykazuje strukturni podobnost s fibrilarni strukturou extracelularni matrix krevnich cév.
Za normalnich podminek vykazuje vétSina bunék hladkého svalstva cév ve zralych cévach
diferencovany kontraktilni fenotyp s nizkou rychlosti proliferace, migrace a produkce extracelularni
matrix. Slozitd morfologie PCL nanovldken by proto méla Iépe napodobovat podminky in vivo,
nez hladky povrch kultivaénich misek z polystyrenu, které jsou Siroce pouzivany pro experimenty
in vitro [2].

Mikrocelularni pény PCL se pouzivaji pro tkanové inzenyrstvi a buné€nou implantaci. Pouzivaji
se také jako potencialni material pro aplikace kostniho tkariového inzenyrstvi, kde jsou velmi dilezité
mechanické vlastnosti polymerl. PouZiva se jako zmékc&ovadlo nebo jako hydrofobni ¢inidlo pro zvyseni
hydrofobity jinych biopolymerd. Dale se pouziva jako lepidlo v I€kaistvi, pro snimani otiskl v ortopedii
a ve farmaceutickém priimyslu pro uvoliiovani 1é¢iv. PCL byl také pouZit pro vyvoj biokompozitt diky
své biologické rozlozitelnosti a biokompatibilité [30].

0
/ I 0
katalyzator + teplo | [

o) e ——AY| 0—(CH2)3— C v\

g-kaprolakton poly-e-kaprolakton

Obrazek 5: Polymerace kaprolaktonu [31]
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2.8 Vrstvy nanomaterialt obsahujici latky podporujici 1é¢bu

Potreba lepSiho hojeni ran pfinasi nové vyzvy pro vyvoj cenové dostupnych a Gcinnych antimikrobialnich
materialt, které by mély byt ekologické a absolutné netoxické pro ¢lovéka. Predpoklada se, Ze bioaktivni
nanomateridly maji diky své velikosti zlepSeny dezinfekéni ucinek a umozfiuji Uzkou interakci
s bakterialnimi membranami [3] [4].

V posledni dobé zadina byt velkou obavou odolnost mikroorganismd vGéi antibiotikim
¢i dezinfekénim prostiedkiim. Anorganické baktericidy piitahuji zvlastni pozomost diky své aktivité,
chemické stabilité a tepelné odolnosti. Velké mnozstvi vyzkumu je proto vénovano vyvijeni novych
a uginnych prostiedkl proti patogennim mikroorganismdm. Rozvoj nanovéd a nanotechnologii navic
predstavuje nové pfilezitosti pro zkoumani baktericidniho Gcinku inovativnich nanomateriald
obsahuijicich kovy s vyraznou bioaktivitou, jako je napfiklad stfibro, mé&d nebo zinek [3] [4].

Stribro

Stribro neboli Argentum (Ag) je uSlechtily kov pouzivany pro své antimikrobialni ucinky jiz od starovéku.
Dfive bylo stfibro vyuzivano pifedevim pro vyrobu nadob k uchovavani potravin, jelikoz zvySovalo jejich
trvanlivost. Od 20. stoleti se stiibro vyuzivalo jako 1€k na rizné druhy infekci, na oSetfeni popalenin
¢i IéCeni koZnich plisni a jinych onemocnéni kiiZze nebo pii dezinfekci pitné vody [3].

Nanodastice stfibra jsou jednim z nejatraktivnéjSich nanomateriali v biomediciné diky jejich
unikatnim fyzikalné-chemickym vlastnostem. Pozivaji se hlavné pro své vyborné antimikrobialni
a protirakovinné vlastnosti, dale pro podporu hojeni ran a kosti [3] [4].

Navzdory témto terapeutickym vyhodam existuji u téchto nanocastic problémy s biologickou
bezpec&nosti jako je potencialni toxicita pro bunky, tkané a organy. Dlouhodobé celkové i lokalni uzivani
mUze vést k ukladani stfibra a jeho soli do tkani. Vysledkem je nevratné $edomodré zabarveni — argyrie.
Tyto nezadouci udinky byly divodem zakazu vnitfniho uzivani koloidniho stiibra v ramci EU s platnosti
od 1. 1.2010 [3] [4].

Dulezité je i studium inhibi¢nich G&inkd stiibrnych iontd na mikroorganismy. Antimikrobialni Géinek
nanod&astic stfibra je dan jejich tvarem a velikosti. Cim mensi jsou &astice, tim vy$$i je antibakterialni
efekt. Nékteré studie uvadéji elektrostatickou interakci kladné nabitého stfibrného iontu a zaporné
nabité bunééné membrany, kterd je kliCova pro zanik bakteridlni burky. Jiné studie uvadéiji,
ze antimikrobialni aktivita stfibrnych nanoCastic na gram-negativni bakterie spociva v koncentraci
stiibrnych nanodastic. Tyto studie popisuji naakumulovani nanodcastic v buné&céné sténé, coz zpusobi
pfi ur€ité koncentraci prasknuti buné&né stény a bunéénou smrt [3] [4].

Méd’

ME&d, latinsky Cuprum (Cu), je 26. nejrozSifené&jsim prvkem v zemské kiie. Clovékem je pouzivana
zhruba od roku 9000 pf. n. I. a tato skute€nost z ni €ini nejstarSi pouzivany kov. Antiseptické u&inky
médi byly rozpoznany rliznymi kulturami jiz okolo roku 3000 pf. n. . a je o nich zminka i v plivodnich
Hippokratovych knihach a starovékych textech. Prvni ¢lanek o antimikrobidlnich ucincich médi byl
v databazi Scopus vystaven v roce 1962, tedy o vice nez 30 let dfive nez u stfibra a od té doby pocet
¢lanki na toto téma neustale piibyva. Pocet udélenych patentil na antimikrobialni povlaky z médi
v poslednich 20 letech také neustale roste [5].

Presné mechanismy, kterymi méd' plsobi antimikrobialné, nebyly dosud zcela objasnény. Na zakladé
nékolika studii zavisi mikrobicidni u€inek médi na nékolika faktorech, kterymi jsou napfiklad fyzicka
forma (ionty nebo nanocastice), chemicky stav (oxidacni stav), koncentrace médi v kontaktu s mikroby,
vzdalenost mikrobl od povrchl obsahujici méd, forma aplikace (mokré nebo suché), teplota aplikace
a pfitomnost pufrd, popf. kontaminantl v chemickém prostiedi [5].
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Hlavni mechanismus, kterym &astice médi niCi bakterie se nazyva depolarizace membran.
Metabolicky aktivni bakterie vykazuji rozdil elektrického potencidlu mezi vnitini a vnéjsi ¢asti bunky
~100-200 mV (v zavislosti na druhu bakterie), pfi¢emz vnitfek bunék ma niz8i negativni potencial.
Médnaté ionty se mohou vazat na negativné nabité domény bunééné membrany bakterie. V dlsledku
navazani iontd médi na bunétné membrany se sniZzuje membranovy potencial, coZ vede k depolarizaci
membrany, kterd ma za nasledek netésnost membrany nebo dokonce prasknuti (pokud rozdil
potenciall klesne na nulu). Rozsah po$kozeni a membrany zavisi predevsim na morfologii bakterie [5].

Druhy mechanismus, kterym pusobi méd antimikrobialné, se vyznacuje generovanim reaktivnich
druhGl kysliku. Tento mechanismus je charakteristickym znakem nanocastic médi, které byly
internalizovany bakterialnimi bufikami nebo nanocastic, které jsou navazany na bakterialni membranu.
Rozsah tvorby reaktivnich druht kysliku pomoci nanocastic médi zavisi predev§im na oxida¢nim stavu
meédi. | kdyz ionty médi mohou také generovat reaktivni druhy kysliku, existuji studie, tvrdici Ze rozsah
tvorby reaktivnich druhl kysliku je v tomto pfipadé obvykle mnohem niz$i nez u nanocastic médi.
Zvyseni intracelularnich reaktivnich druh kysliku pomoci médi se pricita se predevsim jeho schopnosti
katalyzovat produkci hydroxylovych radikald. Dal8i reaktivni druhy Kkysliku mohou byt vytvoieny
radikalovou skupinou ze siry vzniklou pfi intracelularni redukci Cu(ll) thioly. ZvySena hladina reaktivnich
druhd kysliku vede k oxidativnimu posSkozeni DNA a k peroxidaci lipid v membranach [5].

Mimo silné antimikrobialni ucinky je méd dulezita i ve stopovém mnozstvi pro riust mikroorganismu,
protoze se jedna o kofaktor pro mnoho enzymul. Déale je méd také nezbytna pro mnoho biochemickych
a fyziologickych reakci u savct (télo dospélého Clovéka obsahuje priblizné 100 mg médi). Doporuéena
denni davka médi uréena Food and Nutrition Board at the National Academies of Sciences, Engineering,
and Medicine je 0,9 mg/d. Nadmérné mnozZstvi mize vést k redoxnim reakcim Fentonova typu coZz ma
za nasledek oxidativni poSkozeni buné&k a buné&cnou smrt [5].

Nitrodélozni téliska vyrobena z médi jsou Siroce pouzivana zenamijako uc€inna a dlouhodoba metoda
antikoncepce a jsou klinicky povazovana za bezpeéna, mizeme proto mluvit o tom, Ze toxicita médi
neni vysoka. Nizké riziko toxicity pro buriky savcl v kontaktu s médi posiluje zajem o mozném vyuziti
antimikrobialnich vlastnosti médi [5].

Chitosan

Chitosan je biokompatibilni a biologicky odbouratelny polymer, ktery ma diky své struktufe znacné
moznosti pro chemickou a mechanickou modifikaci, vyuzitelné zejména v biomedicinské oblasti.
Nanomaterialy na bazi chitosanu maji vynikajici fyzikalni a chemické vlastnosti, jako je pevnost v tahu,
vodivost a fotoluminiscencni vliastnosti. Vzhledem k tomu, Ze hlavnim zdrojem chitosanu jsou pfirodni
suroviny, Ize vyrobky na béazi chitosanu definovat jako pfirodni [32] [33] [34].

Chitosan se ziskava z chitinu (obrazek 6) — jednoho z nejbéznéjSich organickych material,
ktery je dulezitou soulasti exoskeletu zvifat, zejména kory3t, hmyzu a mékkysd. Jedna
se o linedami polymer konstruovany z jednotek glukosaminu a N-acetylglukosaminu spojenych
B- (1 — 4) -glykosidickymimi vazbami [32] [33].

Diky své vysoké biokompatibilité ho Ize pouzit pfi hojeni ran. Na rozdil od vétSiny polysacharidi ma
pozitivni naboj a pH podobné jako u pokozky. Tyto vlastnosti mu umoznuiji interakci s povrchem koznich
bunék (negativné nabitych). Chitosan mlze vytvaret povlaky zadrZujici vihkost, jako jsou hydrogely,
které pomahaji udrzovat optimalni vihkost v postizenych oblastech a pfispivaji k jejich naslednému
hojeni. Hydrogely na bazi chitosanu se tvoii nékolika zplsoby: fyzikalnim spojenim, koordinaci
s kovovymi ionty nebo chemickym zesitovanim mezi chitosanem a zesitovacim Cinidlem. Nerozpustné
polymerni hydrogely se ve velkém méfitku pouZivaji pro vyrobu obvazid. Maji vyznamny potencidl
v absorpci exsudatu z rany, reguluji obsah vihkosti a pfenos kysliku, pomahaji odstrafiovat mrtvou tkari
a obnovovat pokozku. Hydrogely poskytuji chladivy pocit, zmirfiuji bolest a minimalizuji riziko infekce.
Jejich prhlednost navic umozriuje sledovat stav rany [33] [34].

Chitosan vykazuje antimikrobialni ¢innost viéi mnoha bakteriim (napf. Escherichia coli).
Antimikrobialni G€inek funguje na principu kladné nabitych aminoskupin glukosaminovych jednotek,
které interaguji se zaporné nabitymi komponentami mikrobialnich bunéénych membran. Tim se méni
propustnost membrany, unika intracelularni matrix a dochazi k rozpadu buriky [35].
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Toxicita nanochitosanu byla testovana na potkanech. Krmeni chitosanem v davce 100 az 200 mg/kg
neprokazalo zadné nepfiznivé GCinky na jatra, ledviny a tkané zaludku ani na hladinu biochemického
a oxidacniho stresu v krvi. DalSi testy provedené na zebfiCce pruhované ukazaly, ze se zvySenou
davkou chitosanu byla pozorovana nizSi rychlost lihnuti a vy8Si pohyblivost. Bylo zjisténo,
ve srovnani s nanoCasticemi o vétSi velikosti (340 nm) a pozorovana toxicita byla prokazana
jako vysledek zvySené apoptdzy, oxidacniho stresu a produkce proteinu tepelného Soku. Je tedy ziejmé,
ze pii pouziti materidlu na bazi nanochitosanu mulzZe existovat druhové zavisla toxicita,
kterou Ize minimalizovat Upravou davky a velikosti nanoc¢astic. Vzhledem k malé velikosti a schopnosti
pronikat biologickymi membranami predstavuji nanoéastice riziko vstupu do biologickych systémd.
Proto by méla byt koncentrace a vlastnosti zavislé na velikosti nanochitosanu a jeho derivat pied
pouZitim fadné analyzovany, aby se zabranilo toxickym Ggéinkiim [32].
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Obrazek 6: Struktura chitinu a chitosanu [36]
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Lignin

Lignin je polymer bohaty na polyfenoly z tfidy monolignint obsahujicich p-kumarylalkohol,
koniferylalkohol a sinapylalkohol, ktery je velmi dobfe znamy svou antimikrobialni aktivitou.
Bylo prokazano, Ze lignin obsahuije Siroké spektrum antimikrobialnich latek, které plisobi proti bakteriim,
plisnim a virovym patogendm. Podporuje hojeni ran, angiogenezi, arteriogenezi a ptsobi jako imunitni
adjuvans. Je to pfirodni fenolovy polymer ziskavany primarné ze dfeva s vybornymi vlastnostmi,
jako je vysoka tuhost, odolnost proti vihkosti a nékterym houbam [6] [7].

Lignin je schopen absorbovat UV zafeni. Kromé& toho ma nékolik potencidlné prospésnych
fyzikalné — chemickych vlastnosti, které z néj ¢ini slibnou slozku pro primysl obnovitelné energie a dalsi
produkty na bazi ligninu. Pfitomnost reaktivnich funkénich skupin umozrfiuje modifikaci molekuly
za pouziti cilovych skupin, jako jsou peptidy nebo protilatky pro piipravu roubovanych kopolymerd.
Mezi dalSi prospésné viastnosti patfi hydrofilni nebo hydrofobni vlastnost, ktera zavisi na zdroiji ligninu,
dobré reologické vlastnosti, dobré viskoelastické vlastnosti, schopnost tvorby filmu a kompatibilita
s Sirokou $kalou primyslovych chemikalii. Pfirodni lignin je témér bezbarvy, ale po o3etieni kyselinou
nebo zdsadami ziskdva hnédou nebo tmavé hnédou barvu [7] [8].

Aromaticka kruhova struktura ligninu obsahuje methoxy a hydroxylové funkéni skupiny,
které umozuji ukonceni oxidacnich reakci prostiednictvim abstrakce vodiku, ¢imz plsobi jako lapace
radikald. Lignin se skldda z fenylpropanoidovych jednotek — guaiacyl, syringyl a 4 — hydroxyfenyl,
které se liSi poétem methoxyskupin ve fenylovém kruhu. Lignin s vy$8im obsahem fenylpropanoidovych
jednotek ma lep$i aktivitu zachycovani volnych radikall. Orto substituce aromatického kruhu a struktura
postranniho fetézce také vyznamné ovliviiuji antioxida¢ni aktivitu [6].

Pro testovani toxicity jsou nejb&znéjsi biologické testy buné&&né cytotoxicity in vitro. U ligninovych
makromolekul byla provedena studie zabyvajici se podrazdénim kize, zplsobené ligninem. Vysledky
odhalily cytotoxické ucinky na buriky lidskych keratinocytl HaCaT a na mysi fibroblasty 3T3 pii vysoké
koncentraci a delSi dobé expozice. V jiné studii bylo zjisténo, ze vSechny extrahované vzorky ligninu
vykazovaly cytotoxicitu zplisobem zavislym na davce a Gase, ale vSechny vzorky ligninu byly benigni
pro lidské mezenchymalni kmenové buriky pfi nizkych koncentracich za 24 h [6] [7] [8].

Obrazek 7:
Nanomateridly na bazi ligninu a jejich interakce s generickou burikou (bakterialni nebo savci),
znazornéné Zlutou strukturou vpravo dole na obrazku.

a) K dodani Ize pouzit zaporné nabité nanocastice sulfatového ligninu (v priméru 40-70 nm) napusténé:
1. ionty Ag*, nasledné potazené wvrstvou kationtového poly(diallyldimethylamoniumchloridu)
(modra skofapka).

2. ionty Ag*, které interferuji se zakladnimi funkcemi bakterialnich bunék.

b) Ligninové nanokapsule (primér 0,3—6 um) obsahujici fluorescenéni modelové [éCivo kumarin-6
(zobrazené uvnitf roziezané nanokapsle), které lze syntetizovat sonifikaci smési oleje, vody,
sulfatového ligninu, FeClz a kumarinu nizkoenergeticky.

c) Nanocastice (pramér 100-200 nm) sestavaijici se z ligninového jadra (okrové koule), na které byl
pomoci ATRP naroubovéan kationtovy poly-(2-dimethylaminoethylmethakrylat) (pfedstavovany Sedymi
draty) prostrednictvim elektrostatickych interakci.

d) Duté ligninové nanotrubi¢ky (LNT) nebo pevné ligninové nanodraty o praméru 200 nm, pfipravené
v hlinikové Sablon& mohou byt pouzity k dodani DNA adsorbované na LNT do lidskych bunék [7].
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Obrazek 7: Nanomaterialy na bazi ligninu a jejich interakce s generickou burikou (bakterialni nebo savgi) [7]
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Chlorhexidin

Chlorhexidin je slou€enina pouzivana jako antiseptické Cinidlo s antibakterialni aktivitou. Nese kladny
naboj a reaguje se zaporné nabitym povrchem mikrobidlnich bunék, ¢imz naruSuje integritu bunécné
membrany. Nésledné pronika do buriky a zplsobuje Gnik intracelularnich slozek vedouci k bunééné
smrti. Vzhledem k tomu, Zze grampozitivni bakterie nesou siln&jSi negativni naboj, jsou na toto Cinidlo
citlivéjsi [37].

Samotna molekula chlorhexidinu se sestava ze dvou 4 — chlorfenylovych kruhti a dvou biguanidovych
skupin spojenych centralnim hexamethylenovym fetézcem (obrazek 8). Vyuziva se jako antiinfek&ni
a antibakterialni ¢inidlo. Patifi do skupiny biguanidd a monochlorbenzenl. Je odvozeny
od biguanidu [37].

Pouziva se jako lokalni antiseptikum. Ve stomatologii se vyuziva k IéCb& zanétl zplsobenych
mikroorganismy. V dnes$ni dobé je jednim z pouzivanéj$ich antiseptik kiiZze a sliznic. Plsobi proti Siroké
§kale patogent vCetné bakterii, kvasinek a vird. Byl vyvinut ve Spojeném kralovstvi spole¢nosti Imperial
Chemical Industries na poCatku 50. let a v USA byl piedstaven v 70. letech 20. stoleti [37].
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Obrazek 8: Struktura chlorhexidinu [37]

2.9 Komercni kryty ran

V soucasné dobé jsou na trhu s obvazovymi krytinami dostupné rdzné druhy koznich kryti
s antimikrobialnimi G&inky. V néasledujicich odstavcich je popsano nékolik z nich. Konkrétné se jedna
o StopBac Sterille obsahujici aktivni ¢astice nanostfibra, nasledné o Traumacel Biodress Disinfect
od spole¢nosti Bioster a.s., ktery vyuziva kombinaci bioaktivniho sterilniho absorbovatelného kryti
z oxidované celul6zy s chlorhexidinem jako antibakterialni slou¢eninou. Dale je nize popsano slozeni
a pouziti pénového kryti se stfiborem AQUACEL® Ag Foam a Melgisorb Ag, antimikrobialniho
alginatového kryti pro mirné az silné exsudujici rany [38] [39] [40] [41].

Melgisorb® Ag (obrazek 9a) je antimikrobialni alginatové kryti. Je ur€eny k oSetfovani vSech mirné
az silné exsudujicich povrchovych a hlubokych ran, véetné pooperaénich ran, traumatickych ran, viedu
na nohou, dekubitl, diabetickych bércovych viedl, $tépt a odbérovych ploch, hlubokych ran
a povrchovych popalenin a popalenin Il. stupné. ProtoZe Melgisorb Ag obsahuje alginat, mize pomoci
pfi stavéni slabsiho krvaceni z povrchovych ran. Tento produkt Ize pouzivat i pod kompresnimi
bandazemi. Melgisorb Ag se mlize pouzivat pfi oSetfovani infikovanych ran nebo ran, u nichz existuje
zvySené riziko infekce. Alginatova vidkna absorbuji velké mnozstvi exsudatu a méni se na mékky gel,
ktery vytvari vinké prostfedi a podporuje hojeni ran [38].

StopBac STERILE (obrazek 9b) je komercni obvaz zalozeny na antimikrobialnim u&inku nanogastic
stfibra. Jeho vyrobcem je spoleénost Grade Medical, Ceska republika. Tento produkt ma vysokou
antimikrobidlni Gcinnost a jeho cena je ve srovnani s obdobnymi produkty nizka. Obvaz je prodysny,
ma vysokou absorpci exsudatu, a méni se kazdych 5-7 dni. Jeho cena se pohybuje kolem 78 K¢
za 3 kusy 10x10 cm. Doba pouzitelnosti je 24 mésict, vyrobek by mél byt skladovan pii teploté
5-25 °C, v suchu a mimo dosah slune¢niho svétla a zdroju tepla [39].
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Traumacel Biodress Disinfect (obrazek 9c) je obvaz obsahujici chlorhexidin, ktery ma funkci G¢inné
latky, mistniho anestetika s lokalni antibakterialni aktivitou. Jedna se o bioaktivni resorpéni obvaz
na rany, uréeny k 1é¢bé nehojicich se chronickych ran. Cena tohoto vyrobku je zhruba 789 K& za 5 kusU
10x10 cm. Doba pouZzitelnosti je 24 mésicl. Vyrobek by mél byt skladovan na suchém misté pfi teploté
5-25 °C [40].

Obvaz na ranu se sklada z bioaktivniho obvazu, nepfilnavého Upletu a vysoce absorpéniho obvazu.
Bioaktivni ¢ast je tvofena hydrogenvapenatou soli oxidované celuldzy, ktera je zcela vstfebatelna.
Vldkna jsou vytvoiena z celuldzy, ktera slouzi k pfipravé tkané textilie. Neadherentni ¢ast je tvorena
polyamidovou pleteninou. Nagechrany textil tvofi vysoce absorpéni €ast obvazu [40].

AQUACEL™ Ag Foam pénové kryti (obrazek 9d) zajiStuje vod€odolnou vrchni ochrannou kryci
vrstvu, kterd umoziiuje vyparovani nadbyte¢né vihkosti a zabrariuje pronikani virt a bakterii. Obsahuje
Hydrofiber® vrstvu s iontovym stiibrem, ktera gelovati pfi kontaktu s exsudatem v rdné a pomaha
poskytnout optimalni prostiedi pro hojeni ran. Jemny silikonovy okraj, jehoz adhezivum je Setrné
k pokozce, umozriuje jednoduché odstranéni a vykazuje nizké riziko podrazdéni kize ¢&i vyvolani
alergické reakce [41].

a) b)

Obrazek 9: a) Melgisorb Ag [38] b) StopBac sterile [39] ¢) Traumacel Biodress Disinfect [40] d) AQUACEL® Ag
Foam [41]
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2.10 Pouzité metody

Magnetronové naprasovani

Depozice iontll kovu probiha na principu rozpraSovani terce (katody) kladnymi ionty. Na kladné nabité
anodé je umistén substrat. Anoda muize byt napfiklad i vyhiivana nebo mdze rotovat. Po vloZeni vzorku
do pfistroje a nastaveni tlaku, vykonu, pratoku, vzdalenosti, sklonu terée a dalSich potiebnych
parametrd dochazi k samotné depozici. Po zapnuti zdroje se zapali argonovy vyboj. Kladné nabité ionty
argonu jsou piitahovany k zaporné nabité katodé& (terci) a diky znacné energii rozpraSuji material terce
(zde méd). Pary médi pak kondenzuji na okolni povrchy véetné substrati umisténych na anodé.
V pfipadé magnetronového napraSovani je pod katodou navic umistény magnet, ktery omezuje pohyb
elektrond, protoze dochazi k jejich rotaci kolem magnetickych siloGar. Elektrony jsou tedy Iépe drzeny
v oblasti katody, coz zplsobuje zvySeni ionizace, a tedy zvy$eni rozpra$ovani kovu. Pokud chceme
zvySit rychlost rozpraSovani (tedy i depozice), snizime tlak. Tim snizime mnozstvi srazek iontd
a zvySime jejich energii pfed dopadem na ter€. Po skon&eni experimentu snizime tlak v zafizeni
a vytdhneme vzorek s vrstvou napradeného kovu. Toto zafizeni ma velkou Skélu vyuziti, napfiklad
i pro vyrobu slitin, pii které je otevieno nékolik teré souasné. Nejpouzivanéj$im plynem pro depozici
je argon, protoze je cenové dostupnéjsi nez xenon, ktery by byl pro tyto u€ely diky svym vilastnostem
nejvhodnéjsi.

Vyroba polymernich nanovlaken

Existuje nékolik metod pro pfipravu polymernich nanovidken. Mezi dvé nejznamé;jSi patfi metoda
elektrostatického zvldknovani a metoda odstfedivého zvlakfiovani.

Metoda elektrostatického zvlaknovani

Metoda elektrostatického zviakiovani je nejpouzivangjsi technikou vyroby nanoviaken. Tato metoda
se v laboratofi pouziva pro pfipravu vlaken riznych primérd. Princip této metody je zaloZen na aplikaci
elektrostatického pole a nasledné akumulaci elektrostatického naboje indukovaného na povrchu
zvlakriovaciho roztoku nebo taveniny. Pokud je elektrostatické pole dostatec¢né vysoké, zplisobuje
destabilizaci povrchové energie a tvorbu paprskd kuzelovitého tvaru, znamych jako TaylorGv kuzel.
Z téchto paprskli vznikaji viakna, ktera jsou pomoci vysokého napéti pohanéna na zaporné
nabitou sbérnou elektrodu (obrazek 11). Béhem letu se vlakna dlouzi, schnou, a nakonec se ve formé
nanovlaken ukladaji velmi nahodné na substrat pokryvajici elektrodu — typicky netkana textilie.
Pouzitim rdznych kolektord a spinneretd s rlznymi vzory je také mozné pfipravit koaxialni
nebo jadro — skofepinova nanovidkna a také sit€ orientovanych nanovidken s urcitym stupném
zarovnani. Pro zvySeni produkce nanovldken se vyuziva zvlakfiovaci hlavy bez trysek ve tvaru bézného
kovového valce — z komeréniho hlediska je dostupny nastroj Nanospider™ (vyrabény spolec¢nosti
Elmarco Ltd., Liberec, Ceska republika — obrazek 10a) [25] [26].

NejnovéjSi verzi pristroje Nanospider™ funguje na principu zvlakfovaci elektrody ve tvaru tenké
struny a pohyblivé hlavy, ktera nanasi roztok polymeru po celé jeji délce. Nasledné se vlivem silného
elektrostatického pole formuji tenkd nanovlakna [42]. Daldim vyrobcem zvldknovacich zafizeni
je napiiklad spoleénost Contipro, Ceska republika (pfistroj 4SPIN®— obrazek 10b) [25] [26].

Z prumyslového hlediska ma vSak elektrostatické zvlakfovani fadu nevyhod, mezi néz patfi
vyznamna citlivost na sférické podminky (jako je napfiklad vihkost, kterd se da ovSem kontrolovat
a regulovat) a nutnost aplikace velmi vysokého elektrostatického pole v fadech desitek kilovoltl [25]
[26]. Mezi vysoce horflavd rozpoustédla pouzivana pii elektrospiningu patfi napfiiklad aceton,
dimethylformamid, ethanol, ethylacetat nebo xylen, u kterych hrozi riziko pozaru [43].
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Obrazek 10: Schematické znazornéni nastroji pouzivanych pro elektrostatické zvlakriovani: (a) nastroj
Nanospider™, (b) nastroj 4SPIN®. Pfevzato a upraveno z [25]

Obrazek 11: Proces na strunové elektrodé [42]
21



DalSim pfistrojem pouzivanym pro elektrostatické zvlakfiovani je pfistroj InoSPIN, vyrabény spoleCnosti
INOCURE. Pfistroj je znadzornény na obrazku 12. Zafizeni ma rozméry pouze 900x890x1000 mm.
Pristroj InoSPIN je dodavan s fadou kolektord a emitorli. | pies malé rozméry obsahuje vysoce
produktivni jehlovou elektrodu a roll-to-roll systém kolektoru s efektivni Sitkou 400 mm, coz umozfiuje
velkosériovou vyrobu v laboratofi. Je zcela automatizovany, coz umoziiuje reprodukovat vSechny
parametry zvlaknovaciho protokolu. InoSPIN je navic mozno doplnit vysoce pfesnou klimatizacni
jednotkou INnoCOOL pro regulaci teplotnich a vihkostnich podminek [44].

Existuje nékolik druhl elektrod pro jednojehlové a multijehlové zvlakiovani. Patii mezi né elektroda
bez jehly ,Needleless” slouzici pro metodu s vysokou produktivitou vyroby viaken, linearni Stérbinova
elektroda (Linear cleft electrode), ktera se také pouziva pro metodu s vysokou produktivitou vyroby
vlaken, linearni primyslova elektroda (Linear blade electrode) neboli elektroda slouZici pro vyrobu
s vysokou produktivitou vyroby viaken vhodna pro primyslovou vyrobu, koaxialni elektroda pouzivana
pro vyrobu jadro/plast ,core/shell“ nanovldken a bikomponentni elektroda, ktera je vhodna pro vyrobu
dvouslozkovych viaken [44].

Mezi pouzivané kolektory patfi linearni deskovy kolektor pro depozici na hladkém ¢&i strukturovaném
podkladu, dale kolektor s navijenim, ktery je nejlepsim feSenim pfi vyrob& s vysokou produkci
vlaken, staticky ,gap“ kolektor pro orientovana vlakna, rotacni valcovy kolektor neboli 100 mm Siroky
bubnovy kolektor pro orientovana vlakna a rota¢ni trubicovy kolektor, ktery je kompatibilni s 1-10 mm
trubkami [44].

«©\nospIN

Obrazek 12: InoSPIN vyrobeny spolecnosti INOCURE [44]
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Metoda odstredivého zvlaknovani

Metoda odstredivého zvlakiiovani je velmi moderni a primyslové robustni technika. Spifadana vlakna
vznikaji v dlsledku vysoké odstredivé sily plsobici na roztok v rotujici zvldkrovaci trysce,
ktera ma urdity prdmér (obvykle nékolik stovek pm). Diky odpaiovani a silnému proudéni vzduchu
ve spiadaci komore, se nové vznikla vidkna dostanou do sbérace vlaken a zlistanou tam. Teoreticky
by mél byt vytézek vlaken ovlivnén hlavné rychlosti rotace zvlaknovaci trysky, vzdalenosti kolektoru
a priméru zvlakniovaci trysky. Na druhé strané morfologie a rozméry vldken zavisi predevsim
na viskozité roztoku a rychlosti odpaiovani. Dle parametrii procesu a zvlakiiovaciho roztoku, mize byt
vyrobeno vlakno s priimérem v rozmezi nékolika stovek nm az nékolika ym. Metoda odstiedivého
zvlakiiovani se pouziva k vyrobé vilaken z riznych polymerd, napiiklad jako polymethylmethakrylat,
vinylidenfluorid, smési polyvinylalkoholu a chitosanu s pfidavkem kyseliny citronové, tfislové a dalSich
[25] [26].

Obrazek 13 piedstavuje schéma odstiedivého rotujiciho zvlakriovaciho stroje. Polymerni roztok
se davkuje do zvlakiovaci trysky (prdmér 15 cm), ktera je upevnéna na hrideli rotoru. Zvlakiiovaci tryska
se sklada z velkého ocelového bloku se 16 tryskami s primérnym vnitinim primérem 150 ym [25].

Na obrazku 14 Ize porovnat vlakna pfipravena pomoci rliznych pristroju.
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Obrazek 13: Schematické znazornéni odstiedivého zvldkiiovani, pfistroj Cyclon Pilot G1 (Pardam Lid.,
Ceska repulika) [25]
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Obrazek 14: Porovnani rozmérd vyrabénych vidken pomoci rlznych nastroji: (a) 4SPIN®, (b) Nanospider™
a (c) cyklonpilot G1 [25]

Rastrovaci elektronova mikroskopie

Elektronové mikroskopy pouzivaji elektrony pro zobrazovani podobnym zplsobem, jako svételné
mikroskopy vyuzivaji viditelné svétlo. Na rozdil od transmisnich elektronovych mikroskopt (TEM),
které detekuji elektrony, které prochazeji velmi tenkym vzorkem, SEM vyuzivaji k vytvorfeni obrazu
elektrony, které se odrazeji od oblasti blizkého povrchu vzorku. ProtoZze vinova délka elektront
je mnohem menSi nez vinova délka svétla, je rozliSeni SEM lepsi nez u svételného mikroskopu [45].

Pfi rastrovaci elektronové mikroskopii snima elektronovy paprsek vzorek v rastrovém vzoru. Nejprve
jsou elektrony generovany v horni ¢asti kolony zdrojem elektront. Ty jsou emitovany, kdyz jejich tepelna
energie piekona pracovni funkci vychoziho materidlu. Poté jsou urychlovany a pfitahovany kladné
nabitou anodou, jak je vidét na obrazku 15 [45].

Cely elektronovy sloupec musi byt ve vakuu. Stejné jako vSechny soucasti elektronového mikroskopu
je zdroj elektronl utésnén ve specialni komorie, aby bylo zachovano vakuum a aby byl cely proces
chranén pred znedisténim, vibracemi a hlukem. Kromé ochrany zdroje elektrontl pred kontaminaci
vakuum také umoznuje uzivateli ziskat obraz s vysokym rozliSenim. V nepfitomnosti vakua mohou byt
v koloné pritomny dal8i atomy a molekuly. Jejich interakce s elektrony zpusobuje vychyleni
elektronového paprsku a snizuje kvalitu obrazu. Vysoké vakuum také zvy$uje ucinnost sbéru elektront
detektory, které jsou v koloné [45].

Podobné jako u optickych mikroskopl se k fizeni drahy elektronl pouzivaji ¢ocky. Protoze elektrony
nemohou prochazet sklem, pouzité ¢o¢ky jsou elektromagnetické. Jednodu$e se skladaji z civek dratd
uvniti  kovovych polovych nastavci. Pfi prichodu proudu civkami vznikd magnetické pole.
Elektrony jsou velmi citlivé na magneticka pole, jejich draha uvniti sloupce mikroskopu mdize byt fizena
témito elektromagnetickymi ¢ockami jednoduse upravou proudu, ktery je na né aplikovan [45].
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Zdroj elektrond

] [ 1 Anoda

> Cotka
D D Skenovaci civky
Sekundarni

detektor elektronu C > Objektiv

S N
[ . ] Vzorek

Obrazek 15: Rastrovaci elektronovy mikroskop. Pfevzato a upraveno z [45]

Interakce elektronového svazku se vzorkem miZe generovat mnoho rGznych typl elektront, foton(
nebo ozarovani. V pripadé SEM jsou pouZivané dva typy elektrond: zpétné odrazené elektrony (BSE)
a sekundarni elektrony (SE) (obrazek 16) [45].

BSE patfi k primarnimu elektronovému paprsku a po elastickych interakcich mezi paprskem
a vzorkem se odrazeji zpét. Naproti tomu sekundarni elektrony pochazeji z atomid vzorku;
jsou vysledkem nepruznych interakci mezi elektronovym paprskem a vzorkem [45].

BSE pochazeji z hlubSich oblasti vzorku, zatimco SE pochazeji z povrchovych oblasti. Z tohoto
ddvodu nesou tyto dva druhy elektront rGzné typy informaci. Snimky BSE vykazuji vysokou citlivost

BSE a SE jsou vidét na obrazku 17 [45].

Prichozi elektronovy paprsek

Zpetné odraZzené elektrony

Obrazek 16: Princip vzniku zpétné odrazenych a sekundarnich elektront v materialu po ozafeni primarnim
elektronovym paprskem. Pfevzato a upraveno z [45]
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Obrazek 17: Castice FeO2 — porovnani snimk( elektronového mikroskopu ziskanych pomoci a) BSE b) SE [45]

BSE a SE jsou detekovany riznymi typy detektort. Pro detekci BSE jsou detektory v pevné fazi
umistény nad vzorkem, soustifedné k elektronovému paprsku, aby se maximalizoval sbér BSE.

Pro detekci SE se pouziva predevsim detektor Everhart-Thornley. Sklada se ze scintilatoru uvnitf
Faradayovy klece, ktery je kladné nabity a pfitahuje SE [45].

Energeticky disperzni rentgenova spektroskopie

Energeticky disperzni rentgenova spektroskopie (EDX) funguje na principu narazu elektronového
paprsku na vnitfni obal atomu, vyrazeni elekironu z obalu a zanechani kladné& nabité elektronové diry
(obrazek 18) [46].

Rentgenové zareni je generovano pomoci EDX ve dvou krocich. V prvni ¢asti je vyrazen elektron,
ktery pfijal energii a zanecha za sebou diru. V druhé fazi je pozice vyrazeného elektronu vypinéna
dal8im elektronem z vy3Si energetické slupky a uvoliiuje se rentgenové zareni, jehoz energie odpovida
rozdilu energetickych hladin. Energie tohoto rentgenového zareni je jedine€na pro konkrétni prvek
a pfechod [46].

Rentgenové zafeni emitované béhem procesu sbira kfemikovy driftovy detektor, ktery méfi signal
a interpretuje jej pomoci softwaru. V podstaté Ize chemické informace vizualizovat nékolika zplsoby,
véetné elementarniho mapovani a rfadkovych skent. Timto zplsobem Ize rentgenové zaieni pouzit
k identifikaci kazdého prvku, ktery je ve vzorku [46].

EDX Ize pouzit pro kvalitativni i kvantitativni analyzu, coz umoziiuje identifikovat jak typ pfitomnych
prvkl, tak procento koncentrace kazdého prvku ve vzorku. Stejné jako SEM je tato technika
nedestruktivni, coz znamena, ze neposkozuje vzorek [46].

Diky mnoha vyhoddm se EDX analyza stala b&znou praxi napii¢ pramyslovymi odvétvimi,
od vyroby nebo vyzkumu pies fizeni energie a zdroji az po bézné zbozi. Diky SEM a EDX analyzam
mohou vyzkumnici zlepSit kvalitu vyroby a zaroven uSetfit Cas. Pomoci EDX mohou vyzkumnici rychle
generovat informace o chemickém slozeni vzorku, v€etné toho, jaké prvky jsou pfitomny, stejné jako
jejich distribuci a koncentraci [46].
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Obrazek 18: Princip vzniku charakteristického rentgenového zareni vyuzivaného u metody EDX [46]
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Priprava nanomateriall s pfidavkem médi

Priprava PCL nanovlaken

Nanovlakenné materialy z polykaprolaktonu (PCL) byly pfipraveny elektrostatickym zvlakfiovanim
z roztoku PCL na svétle modré polypropylenové (PP) netkané textilii spunbond, ktera byla umisténa
na kolektor pro elektrostatické zvlakriovani. PCL pelety (Mn 80 000, Merck) byly rozpustény ve smési
kyseliny octové (99 %, Merck) a kyseliny mravenci (98 %, Merck) v hmotnostnim poméru 2:1 za ziskani
roztoku PCL o 14 % hm. Nasledné byl roztok michan pfi pokojové teploté po dobu 24 hodin. Proces
elektrostatického zvladknovani byl proveden na zafizeni INOSPIN Mini (Inocure). Aplikované napéti
na jehle bylo +40 kV a na sbérné elektrodé -10 kV. Pouzita jehla méla primér 16 G a pritok roztoku
polymeru byl 0,35 ml/min.

Magnetronové naprasovani

Experiment depozice tenké médéné vrstvy na PCL nanovlakenou membranu byl proveden
ve vyzkumném centru CEITEC Brno, konkrétné v laboratofich CEITEC Nano (soucasti Czech Nanolab
LM2018110). Na8 experiment byl proveden na magnetronovém napraSovacim systému BESTEC
(MAGNETRON), znazornénym na obrazku 19. Hlavni &asti tohoto zafizeni je vakuova depoziCni
komora, ktera obsahuje 8 teréd, které se mohou obmériovat dle potieby (napf. Cu, Fe, Ni, Au, Al, Ti,
Co, ...). Komora s terci je zndzorné&na na obrazku 20. Pro nas experiment byl pouzit ter¢ médi a tloustka
deponované vrstvy byla 50 nm. Podminky méfeni jsou zndzomény v tabulce 1.

Tabulka 1: Prehled podminek pfi magnetronovém napraSovani. (¢ rotace substratu, P vykon, p tlak v komore,
Qar pratok inertniho plynu argonu, t depoziéni ¢as)

¢ [ot./min] P [W] p [Pa] Qar [sccm] t[s]
10 41 0,15 30 100

Obrazek 19: Magnetron [47]
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Obrazek 20: TerCe ulozené v hlavni ¢asti magnetronu [47]

3.2 Analyza materialt pomoci SEM a EDX

Rastrova skenovaci mikroskopie a metoda energeticky disperzni rentgenové spektroskopie byly
provedeny v laboratofich CEITEC Brno (Skenovaci elektronovy mikroskop MIRA3 XMU (MIRA3-XMU);
obrazek 21 a Focused lon Beam/Scanning Electron Microscope TESCAN LYRAS (LYRA); obrazek 22).
Byly skenovany polykaprolaktonové membrany obohacené o tenkou vrstvu meédi (pfipravené
magnetronovym napradovanim) a komercné prodavané mikromaterialy StopBac a Traumacel. Pro
snimkovani pomoci SEM je nutné, aby byl povrch vzorku vodivy. Materialy StopBac a Traumacel byly
ztohoto dlivodu pomoci metody magnetronového napraSovani opatieny tenkou vrstvou zlata
(standardné& 10nm) na pfistroji High vacuum coating system for electron microscopy Leica Microsystems
EM ACE 600 (LEICACOAT-NANO). Podminky pro SEM a EDX analyzu jsou popséany v tabulce 2.

Tabulka 2: Podminky pro SEM a EDX analyzu

Podminky pro SEM a EDX analyzu

Material - , v , . detekované
napéti [kV] | zorné pole [um] | zvétSeni | pracovnivzdalenost [mm] -

StopBac 20 500 1110x 15 sekundarni
Traumacel 20 500 1110x 15 sekundarni
PCLs Cu 10 50 5540x 9 sekundarni
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Obrazek 21: Skenovaci elektronovy mikroskop (SEM) MIRA3 XMU (MIRA3-XMU) [48]

Obrazek 22: Focused lon Beam/Scanning Electron Microscope TESCAN LYRA3 (LYRA) [49]
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3.3 Kultivace bunék a testovani vyluhl materialt s antimikrobialnimi pfidavky
Pouzité chemikalie

e Phosphate Buffered Saline (PBS), pufrovany fyziologicky roztok, fosfatovy pufr o pH 7,4
pouzivany pro oplach bunék

e EDTA (kyselina diamintetraoctova), konkrétné 0,05% roztok pouzivany k uvolnéni bunék
HaCaT od povrchu misky

e Trypsin neboli enzym tenkého stieva Stépici proteiny, konkrétné ve formé 1x trypsin-EDTA
(Biotech, LM-T1706/100, Onsala, Svédsko)

e Somatic cell ATP releasing reagent, lyzac¢ni pufr (Sigma Aldrich)

e ATP mix (191013 Cot, BioThema, Handen, Svédsko), obsahem je smés luciferazy s luciferinem

Médium pouzivané ke kultivaci bunék

¢ Vyrobcem je spole€nost Gibco, jedna se o produkt Dubeccos Modified Eagle Medium.

e Médium obsahuje 4,5 g/l D-glukézu, L-glutamin, pyruvat.

e K médiu se nasledné pridava 10% fetalni bovinni sérum pro doplnéni vyznamnych organickych
latek (rdstové faktory, vitaminy, bilkoviny, stopové prvky), dale 5 ml penicilin streptomycin
z dGivodu zabranéni kontaminace (100 U/ml, HyClone) a 1,2 mM L-glutamin (Gibco)).

e Médium se uchovava v lednici, pfed kazdym pouzitim je nutné ho nahféat ve vodni lazni.

Pouzité bunky

e Lidskeé fibroblasty (LF) tvofici vyplfiovou tkan cév (dar. P. Veselého, kultivovano v FN Kralovské
Vinohrady, Praha).

e Lidské keratinocyty (HaCaT) jsou pokozkové buriky s vysokym obsahem keratinu (ATCC).

e Potkani Vascular smooth muscle cells (VSMC), neboli buriiky cévni hladké svaloviny
(izolat z laboratore L. Bagakové z FU AV CR, Praha).

e V médiu na Petriho misce se buiiky uchovavaji v inkubatoru HeraCell (Heraeus) pii 37 °C
a5 % COz (obrazek 23).
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Obrazek 23: Uchovavani bunék v inkubatoru
Pasazovani bunék

Paséazovani se provadi, pokud jsou buriky na Petriho misce konfluentni asi ze 75 % (kontrola
mikroskopicky — inverzni mikroskop CKX 41, Olympus, Tokio, Japonsko). K bufikam na Petriho misce
(objem 10 ml) bylo pfidano 10 ml PBS, pomoci PBS dochazi k omyti bunék od média s fetalnim bovinnim
sérem, nasledné bylo v3e odsato. Byly pfidany 2 ml trypsinu a miska s bunkami byla vilozena
do inkubatoru asi na 5 min. Po nékolika minutach se diky trypsinizaci bufiky pustily povrchu misky
a oddélily se jedna od druhé (to bylo nutno zkontrolovat pohledem, popfipadé pod mikroskopem).
Nasledovala neutralizace 2 ml média. Nasledné bylo nutné spocitat mnozstvi bunék na dané misce
pomoci Biirkerovy komdrky (obrazek 24). Asi 15 ul vzorku bylo napipetovano na podlozni sklicko
Biirkerovy komdrky a bylo vioZzeno pod mikroskop. Buriky v Biirkerové komdrce se poditaly jako obsah
GtvereCku a dvé bocéni strany k tomu. Vysledna hodnota byla nasledné viozena do vzorce:

Rovnice 1: Pocitani bunék pomoci Biirkerovy komarky

. . pocet spoCitanych bunék - 250 (objem 1 poCitaného CtverecCku)
pocet bunéknalml = = — — — -1000
pocet spocitanych Ctverecki

Dle vysledku Ize spoditat, kolik ml odebrat z plivodni pasazované misky, aby byl pocet bunék v nové
pasazi cca 400 000 bunék. Pro experimenty byla pouzita koncentrace 5 000 bunék na jamku
(96 — jamkova desticka), celkovy objem byl 100 pul. Pfisludny pocet jamek (viz obrazek 25) byl vyset
a po 24 hodinach nasledoval dal$i krok — vyména ristového média za vyluh.
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Obrazek 24: Biirkerova komdrka s buiikami

Priprava vyluhu

Bé&hem experimentl se pracovalo se dvéma variantami pfipravy vyluhi. Prvni varianta byla pfipravena
vyluhovanim materialt v inkubatoru 37 °C po dobu 24 hodin. Druha varianta nebyla na 24 hodin uloZena
do inkubatoru, ale na tfepacku vyhfivanou na 37 °C pii rychlosti tfepani 150 otaCek za minutu.
Diky dvéma odli$nym variantam piipravy vyluht byl sledovan pfipadny vliv tfepani a tim potencialniho
uvolnéni vice ucinnych molekul do roztoku, které by mohly mit vliv na mnozeni bunék.

Abychom kvantifikovali toxicitu u¢innych latek uvolnénych po 24hodinové inkubaci, vytvofili jsme sérii
.redéni‘ (obrazek 25) tj. luhovali jsme material ve vice objemech (tabulka 3). Po 24 hodinach luhovani
byly vyluhy piepipetovany k pfedem vysetym burikam na desti¢ku (obrazek 26) a to tak, ze bylo odsato
médium a bylo napipetovano 100 ul konkrétniho vyluhu, dalSi inkubace probihala jeden a tfi dny
(obrazek 27).

Tabulka 3: Pfiprava vyluhd materiali

Oznadeni Ponrwnzr dri]:j?;[]e[r:nall] [em?: Plocha materialu [cm?] Mnozstvi média [ml]
1 1:1 1 1
2,5 1:2,5 0,5 1,25
5 1:5 0,5 2,5
10 1:10 0,25 2,5
20 1:20 0,25 5
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Obrazek 25: Priprava vyluh(
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Obrazek 26: Schéma desticky; jednotlivé radky oznacuji typ buriky, sloupce oznacuji fedéni pfidavaného vyluhu

(K-kontrolni sloupec, bez pfidavani vyluhu)




Obrazek 27: Inkubace bunék s vyluhy

Vyhodnoceni metodou ATP assay

Po 24 hodinach kultivace bylo z jamek odsato médium a buriky byly oplachnuty 100 ul PBS. Do kazdé
jamky bylo napipetovano 50 pl ATP releasing reagentu (dochazi k prasknuti bufiky a uvolnéni
ATP do roztoku; obrazek 28) a destiCka byla 10 minut tfepana na tfepacce. Nasledné bylo z kazdé
jamky prepipetovano 20 ul do nové desticky uréené k méreni v luminometru a bylo pfidano 20 ul
substratu luciferazy s luciferinem. V zavislosti na mnozstvi ATP, tedy na mnozstvi bunék dochazi
k aktivité luciferazi, ktera katalyzuje oxidaci luciferinu, &imz se stava chemiluminiscenénim.
Intenzita chemiluminiscence odpovidajici mnozstvi uvolnéného ATP a tim i mnozstvi bunék byla
stanovena v luminometru znacky Hidex Sense Microplate Reader (Hidex, Turku, Finland) pomoci
programu Hidex (obrazek 29). Stejny postup byl opakovan i tieti den.

Obrazek 28: PBS pouzivané k oplachu bunék a ATP releasing reagent pouzivany k homogenizaci smési
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Obrazek 29: Méreni vysledkl luminiscence v luminometru Hidex
Statistické vyhodnoceni vysledki

1. Méfeni vzorkll a kontroly se primérovala v ramci jednoho dne (protoZze mezi dny nejsou nutné
porovnatelna).

2. Hodnoty z jednoho dne se normalizovaly na kontrolu toho dne a vypocitaly se odhady standardnich
odchylek s pouzitim Studentova koeficientu se spolehlivosti 68,3 %.

3. Vysledky z rtznych dnG se kombinovaly jako vazeny aritmeticky primér, s vahami danymi

prevracenymi ¢tverci standardnich odchylek), ¢imz se potladil viiv dil¢ich vysledkid zatizenych velkou
chybou). Standardni odchylka celkovych primért byla odhadnuta pomoci zakona $ifeni chyb.
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4. VYSLEDKY A DISKUSE
41 SEM a EDX

Cilem bakalarské prace bylo mimo jiné pfipravit metodou elektrostatického zvlakfnovani
polykaprolaktonovd nanovldkna potazena antimikrobialni vrstvou Cu a porovnat je s komercné
prodavanymi mikromaterialy StopBac a Traumacel. Pomoci metody SEM byla zobrazena vidkna viech
tfi studovanych materialli. Diky této metodé byl stanoven primér jednotlivych viaken. Pro materialovou
analyzu byla pouzita metoda EDX. U vSech vzork{ byla provedena analyza procentualniho zastoupeni
jednotlivych prvki, které se v materialu vyskytovaly. Vysledky EDX analyzy jsou zaznamenany
v tabulce 4. Ve vSech materialech se vyskytoval uhlik a kyslik. Mnozstvi uhliku je pomé&rné srovnatelné,
ale nejvy$si zastoupeni tohoto prvku mizeme pozorovat u StopBacu (84,3 %). Vysledky procentuainiho
zastoupeni kysliku jsou oviem rozdilné. Nejvice kysliku obsahoval Traumacel (20,5 %), nejméné
nanomateral PCL s Cu (8,8 %), kdy se vysledky procentudlniho obsahu navzajem pomérné liSily. DalSi
prvky byly charakteristické pro jednotlivé materidly. StopBac obsahoval kiemik a stfibro, Traumacel
chlor (pochazejici z chlorhexidinu) a nanomaterial PCL s Cu obsahoval dle o¢ekavani méd' (ktera byla
nadeponovana pomoci magnetronu).

Tabulka 4: Vysledky EDX analyzy pro jednotlivé materialy

Materil Obsah prvku v % hm.

C (0] Si Ag Cl Cu
StopBac 84,3 14,4 0,8 0,5 - -
Traumacel- nepfilnava €ast 79,0 20,5 - - 0,5 -
PCL s Cu 75,8 8,8 - - - 15,4
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SEM HV: 20.0 kV WD: 15.00 mm

View field: 500 pm Det: SE 100 pm

SEM MAG: 1.11 kx  Date(m/dly): 01/20/21 Ceitec Nano

Obrazek 30: EDX analyza C, O, Ag a Si na mikromaterialu StopBac; 1 — snimek ze SEM; ostatni snimky zobrazuiji
prvkové mapy stejného mista.

Na obrazku 30 jsou znazornény vysledky SEM a EDX analyzy vldken StopBac. Prvni obrazek
znazoriiuje snimek SEM, na kterém je vidét morfologie studovanych mikroviaken. Primér viaken byl
stanoven na 16.9 + 0.2 ym. Bylo také pozorovano ,slepovani‘ nanovldken v pravidelnych intervalech.
Pomoci EDX analyzy byla odhalena procentudlni zastoupeni jednotlivych prvki v mikromaterialu
(tabulka 4). Jednou z moznosti vyskytu kiemiku ve vzorku mohlo byt zpisobeno pfitomnosti tohoto
prvku v koloidnim roztoku pro proces sol-gel. Castice stfibra se vyskytovaly vzdy ve stejnych oblastech
jako Gastice kiemiku — na povrchu mikroviaken, viakna byly Ag ionty impregnovana. Porovnanim snimk
Ag a O Ize vidét jejich vzajemny piekryv. ZvySena koncentrace iontl stfibra vyskytujici
se v mikromaterialu byla zplsobena pfitomnosti krystali AgNOs. Dle vyrobce je hypoalergenni
chirurgické kryti ran StopBac STERILE zalozené na nanotechnologii solu. Organicko-anorganicky
hybridni oligomer s kationty stfibra vazanymi v koloidnim roztoku s obsahem dusi¢nanu stfibrného
zajistuje dlouhodoby antimikrobialni efekt. Nositeli vlastniho antimikrobialniho Gc€inku jsou jak kationty
stfibra, které zplsobuiji ireversibilni zmény bakterialnich bunék a bunétnou smrt, tak i samotny sol,
¢imz se ucinek synergicky zvy3uje [39]. Samotny mikromateral je tvoifen karboxymethylcelulézovymi
vlakny [50]. Z vysledk( EDX analyzy byl stanoven pomér C : O na 84,3 : 14,4 > 281 : 48.
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Traumacel

SEM HV: 20.0 kV wop:1600mm | MIRA3 TESCAN
View field: 500 pm Det: SE 100 pm
SEM MAG: 1.11 kx  Date(midly): 01/20/21 Ceitec Nano

Obrazek 31: EDX analyza C, O, C+Cl a CIl na mikromaterialu Traumacel; 1 — snimek ze SEM; ostatni snimky
zobrazuji prvkové mapy stejného mista.

Pomoci SEM analyzy byly zkoumany tfi typy vidken materialu Traumacel: vlakna bioaktivni ¢asti, viakna
absorpéni Casti a vldkna nepfilnavé ¢asti obsahujici chlorhexidin. Na obrazku 31 je znazornéna
nejzajimavé;j$i cast — neprilnava ¢ast mikromaterialu s téinnou latkou. Byl stanoven primér jednotlivych
vlaken. Vlakna absorpéni Casti méla primér 12.9 + 0.4 ym, vlakna absorpéni ¢asti 19.6 + 0.3 um
a vldkna nepiilnavé &asti s chlorhexidinem 42.5 + 0.6 ym. Metodou EDX bylo zjisténo, ze Cl pokryva
povrch nanovliadken homogenné. Tmava mista na obrazku s uhlikem Ize doplnit pro Gplnost chlorem,
jak je vidét na obrazku C+CIl. Nepfilnavd ¢ast Traumacelu je tvofena vldkny na bazi
oxidované celulézy [40]. Pomoci EDX analyzy byl stanoven pomér C : O nepfilnavé ¢asti materialu
na 79,0 : 20,5 > 158 : 41.
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Obrazek 32: EDX analyza C, Cu, O a Cu+O na nanomateridlu PCL s Cu; 1 — snimek ze SEM (Morfologie viaken
z pfistroje INoSPIN s nanesenou vrstvou Cu); 2 — SEM studovaného mista; ostatni snimky zobrazuji prvkové mapy
stejného mista [1].

Analyza vldken PCL s Cu je zndzornéna na obrazku 32. Pro vizualni kontrolu vidken byla provedena
SEM analyza. Na zadném ze snimki nebyla pozorovana deformace nanovlaken ani pfipadné shluky
¢astic médi. Primér analyzovanych vilaken se pohyboval okolo 180 nm, coz potvrzuje homogenni
naneseni vrstvy médi. Pro detailnéj8i analyzu byla vidkna podrobena EDX analyze. Touto metodou byla
potvrzena pfitomnost Cu, kterd pokryva jednotliva viakna, coz dokazuje Uspé&Snou depozici.
Na snimcich Ize pozorovat, Zze vlakna jsou tvofena kyslikem a uhlikem, coz je v souladu s jeho
chemickym slozenim [1]. Pomé&r C a O v nanomateridlu z méfeni EDX analyzy vychazi v poméru
C:0=175,8:8,8> 379 : 44. Sumarni vzorec kaprolaktonu je CeH1002 [31] (pomér C : O = 6 : 2).
Z porovnani naSeho méfeni a sumarniho vzorce vyplyva, ze v naSem vzorku bylo obsazeno vétsi
mnozstvi uhliku, nez by mélo byt za standartniho stavu. Tato skute¢nost je ziejmé zplsobena z divodu
lokalni kontaminace.
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4.2 Kultivace bunék s vyluhy material(

V piedbézZnych experimentech materialll s burikami byly materialy pfimo pokladany k buiikdm a byly
také zavéSovany do cell crown. Tyto vysledky ovSem vykazovaly v pfipadé Traumacelu a StopBacu
vysokou toxicitu, proto jsme pristoupili k testovani materiald pomoci vyluhd. Pomoci téchto testl byla
sledovana proliferace bunék ve vyluzich pfipravenych z materialtl. Pro testy byly zvoleny fii typy bunék,
konkrétné buriky HaCaT, VSMC a LF a tfi typy mikromaterialti, StopBac, Traumacel a nanomaterial PCL
s Cu.

V této kapitole jsou uvedeny grafy s vysledky jednotlivych kultivaci bunék s materialy. Jsou zde
popsany rozdily mezi jednodennimi a tfidennimi kultivacemi bunék s vyluhy, dale také vliv tfepani
na mnozeni bunék a zavislost fedéni vyluhl na mnoZeni a ristu bunék.

Osa x u grafi oznacuje fedéni vyluhu. Osa y znazoriiuje hodnoty vysledkd luminiscence
z luminometru Hidex normalizované k hodnoté kontroly. Statistické zpracovani téchto vysledkd
je popsano v kapitole Statistické vyhodnoceni vysledkd.

Material StopBac dle literatury [51] vytvafi prostfedi vhodné pro hojeni, kde je diky prodlouzenému
uvolfiovani stfibrnych iontd kontrolovana nezadouci mikrobialni kontaminace. lonty stiibra prokazatelné
vykazuji inhibiéni Géinek proti grampozitivnim i gramnegativnim bakterialnim kmendm. Antibakterialni
ucinek iontl stribra je také zplsoben jejich vysokym potencidlem pro pierueni transportu a uvoliiovani
draselnych iontl (K*) z bakteridlnich bunék a blokovani syntézy adenosintrifosfatu. Hybridni nanovrstvy
pfipravené metodou thesol-gel na bazi 3-trimethoxy-silylpropyl-methakrylatu obsahujici iontové vazané
kationty stfibra zavedené ve formeé roztoku dusi¢nanu stfibrného, vykazuji vysoké antibakterialni G¢inky
a jsou vhodné pro |ékaiské aplikace [51].

Z grafu na obrazku 33 znazornujiciho kultivaci bunék HaCaT s mikromateridlem StopBac vyplyva,
Ze nejvyssi proliferace bunék, tj. nejlepSi vysledek indikujici potencialni zrychleni procesu hojeni,
byla vyhodnocena pfi fedéni 2,5 v tfidennim méfeni bez tfepani i navzdory nejvyssi relativni chybé
méfeni. Pfi porovnani tfepaci a netfepaci metody u bunék HaCaT v kombinaci se StopBacem
je prokazatelné, ze mimo fedéni 20 jsou vysledky proliferace bunék pfi tfidennich mérenich lepSi
pfi metodé bez tfepani. Naopak pfi jednodennich mérenich jsou vysledky proliferace lepSi
(mimo Ffedéni 1) u metody se tfepanim. Z toho vyplyva, Ze pro jednodenni méfeni je lepSi vyluh
se trepanim, ktery pravdépodobné obsahuje optimalni mnoZstvi iontd stiibra a Iépe podporuji proliferaci.
Z vysledku tfidennich méreni se tfepanim a bez tfepani Ize vyvodit, Ze pro tfidenni inkubaci s burikami
je lepsi vyluh, ktery obsahuje niz$i koncentraci lé¢ivé latky. Ze vSech vysledki je patrné, ze StopBac
nevykazuje znamky cytotoxicity pfi spravné zvolenych fedénich. Mimo fedéni 1 a jednodenni metodu
bez tfepani prevysuji vSechny hodnoty proliferace bunék hodnotu kontroly.
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Obrazek 33: Vysledky kultivace bunék HaCaT s vyluhy ze StopBacu. Materialy byly luhovany 1 a 3 dny metodou
s tfepanim a bez tfepani.
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Obrazek 34 znazorhuje vysledky kultivace bunék VSMC se StopBacem. Pro tento typ bunék je vhodné
vétSi fedéni vyluhlG. Pro fedéni 1; 2,5 a 5 jsou vysledky proliferace $patné, hodnoty jsou
i s relativni chybou vyrazné niz3i nez hodnota kontroly. Z Eehoz vyplyva, Ze pro tento typ bunék je lepsi
vy$Si fedéni vyluhu, napfiklad 10, kdy se vysledky alespoil blizi hodnoté kontroly nebo fedéni 20,
kdy vysledek tfidenniho méfeni bez tfepani témér 2,5x prevySuje hodnotu kontroly.
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Obrazek 34: Vysledky kultivace bunék VSMC s vyluhy ze StopBacu. Materialy byly luhovany 1 a 3 dny metodou
s tfepanim a bez tifepani.

42



U bunék LF v kombinaci se StopBacem (obrazek 35) jsou vysledky obdobné jako u bunék VSMC.
Srovnatelnych vysledki, jako je hodnota kontroly, dosahuji pouze fedéni 10 a 20. U nizkych fedéni
se uvolnilo pfili$ aktivni latky. Pro tento typ bunék neni mikromaterial StopBac pravdépodobné vhodny
nebo by bylo nutné jesté vétSi ziedéni.

LF + StopBac
1,4
1,2
gl I I [
X
>g -
>
g 08 I jednodenni bez tfepani
0
g 0.6 m tfidenni bez tfepani
é jednodenni s tfepanim
(3]
o 04 o
= = mtfidenni s tfepanim
0,2
- =k
0 - - | i i
K 1 2,5 5 10 20
Redéni

Obrazek 35: Vysledky kultivace bunék LF s vyluhy ze StopBacu. Materidly byly luhovany 1 a 3 dny metodou
s tfepanim a bez tfepani.
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DalSim studovanym vzorkem byl polykaprolatkonovy nanomaterial pfipraveny elektrostatickym
zvlakfiovanim na pfistroji InoSPIN obohaceny o vrstvu médi pfipravenou magnetronovym
napraSovanim pomoci naprasovaciho systému BESTREC (MAGNETRON) v laboratofich CEITEC
Brno.

Pro buniky HaCaT kultivované s vyluhem z nanomaterialu PCL obsahujici méd dle obrazku 36
vyplyva, ze jednodenni méfeni bez tfepani je pro tuto kombinaci nevhodné. Jako jediné méfeni
ani jednou nepfevySuje hodnotu kontroly. Naopak jednodenni méreni s tfepanim vykazuje dle grafu
nejlepsi vysledky ve vSech rfedénich. Nejvyssi hodnoty oproti kontrole vykazuje redéni 20 pfi tfidenni
metodé bez tfepani. Tento vysledek neni oviem spolehlivy, jelikoz je zatizen velkou chybou
zplsobenou nepfesnym pipetovanim. Pro buiiky HaCaT je po porovnani obrazk( 33 a 36 lepSi
mikromaterial StopBac, kde dochazi k vyborné proliferaci t¢éméf pii vSech fedénich.
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Obrazek 36: Vysledky kultivace bunék HaCaT s vyluhy z PCL s Cu. Materialy byly luhovany 1 a 3 dny metodou
s tfepanim a bez tfepani.
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Na obrazku 37 jsou znazornény vysledky kultivace bunék VSMC s vyluhy z nanomateridlu PCL s Cu.
Z grafu je patrné ze tento nanomaterial je pro tento typ bunék vhodné&jSi nez mikromaterial StopBac.
NejlepSich vysledkd dosahuje tfidenni metoda se tifepanim, ktera pri redénich 5 a 10 témér dvakrat
prevy$uje hodnotu kontroly. | u jednodennich méreni dosahuje lep$ich vysledk(i metoda se tfepanim.
Pri tfepaci metodé se do roztoku pravdépodobné uvolfiuje vétSi mnozstvi 1éCivé latky. Pokud se vSak
podivame na proliferaci v ramci fedéni vyluhd, vidime, Ze u fedéni 1, kdy je obsah médi ve vyluhu
vysoky, proliferace je velmi Spatna. Proto je zvlastni, ze se bufkam dafi pfi tfepaci metodé,
kdy je ve vyluhu vice IéCivé latky nez u metody bez tfepani. Pro pochopeni této problematiky by byla
potieba analyza jednotlivych vyluht a jejich porovnani, coz by mohlo byt predmétem dal$iho vyzkumu.
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Obrazek 37: Vysledky kultivace bunék VSMC s vyluhy z PCL s Cu. Materidly byly luhovany 1 a 3 dny metodou
s tfepanim a bez tfepani.
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U bunék LF v kombinaci s nanomateridlem PCL s Cu (obrazek 38) jsou vidét opét lepsi vysledky
nez u téchto bunék s mikromateridlem StopBac. U fedéni 5; 10 a 20 je vidét, ze pfi tfidennim méreni
jsou vysledky proliferace lepsi pfi metodé s tfepanim. U jednodennich méfeni je proliferace naopak lepsi
pfi metodé bez tfepani. Pfi porovnani jednodennich a tfidennich méreni je u tohoto typu bunék lepsi
proliferace pfi tfidennich méfenich.
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Obrazek 38: Vysledky kultivace bunék LF s vyluhy z PCL s Cu. Materialy byly luhovany 1 a 3 dny metodou
s tfepanim a bez tfepani.
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Poslednim testovanym materiadlem této prace byl Traumacel obsahujici chlorhexidin
(obrazek 39). Tento mikromaterial se ukazal jako nejvice toxicky. Vysledky proliferace bunék byly velmi
$patné. Nedochazelo k t¢émér zadnému mnozeni bunék. Z téchto vysledkul Ize vyvodit vysokou toxicitu
tohoto mikromaterialu. V jinych studiich, kde byl tento material pouzit pro Ié€bu zranéni u konkrétnich
pacientl jsou vysledky nejasné. V nékterych pripadech doSlo ke zlepSeni hojeni, k zaceleni rany
a uzdraveni pacienta. V jinych pfipadech nebyly vysledky hojeni pfili§ znatelné [52]. Naopak oproti
publikaci [53] jsou naSe vysledky velice odliSné. Publikace [53] oznaduje mikromaterial Traumacel jako
vyborny prostifedek pro Ié€bu ran. V téchto publikacich je popisovano signifikantni snizeni cytokinu
TNF-a, ktery se uCastni prvni faze hojeni ran. Ve vétSim mnozstvi je pfitomen i pfi chronickych
onemocnénich, kde stimuluje produkci MMP a tim znesnadnuje zavieni rany. Signifikantni snizeni
TNF-a znamena snizeni zanétlivé odpovédi a potlaceni produkce MMP a tim spojené rychlejsi uzavieni
rany [53].

Oproti nadim mérenim, kterd probihala in vitro v laboratofich byla méfeni t&chto studii provadéna
in vivo na pacientech, coZ je pfiinou rozdilnych vysledkl. | tato studie ovSem naznaduje
nejednoznacénost vysledkd, proto je studium a testovani tohoto materialu velice dilezité a je nutné
provadéni dalsich testl, aby mohly byt cytotoxické ucinky tohoto komeréné prodavaného mikromaterialu
zcela vylouceny.
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Obrazek 39: Vysledky kultivace bunék VSMC a LF s vyluhy z Traumacelu. Materialy byly luhovany 1 a 3 dny
metodou s tfepanim a bez tfepani.
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Po shrnuti vysledkd nanomateridlu PCL s Cu byly pozorovany cytotoxické ucinky jen pii malych
zfedénich wyluhtd. Tento nanomaterial ma velky potencial pro uplatnéni v biomedicing,
jelikoz pfi spravné zvolenych fedénich vykazuje dobré biokompatibilni viastnosti a podporuje regeneraci
bunék. lonty médi jsou pro organismus mimo jiné potfebné i pro syntézu kolagenu, pro stimulaci
produkce vaskularniho endotelového rlstového faktoru a pro posileni angiogeneze [54].

Pfi srovnani citlivosti jednotlivych linii k iontdm stfibra a médi je zfetelné, Ze nejodolnéjsi vudi
toxickému pusobeni stiibra ve vy$3ich koncentracich je linie HaCaT. Tento jev jiz byl pozorovan dfive
[54] a je spojen se schopnosti akumulovat znaéné mnoZstvi stiibra bez nasledk(. Proto je prekvapivym
vysledkem to, ze podobna schopnost neni vici iontim médi, kdy je linie HaCaT naopak nejvice citliva.

| v publikaci [54] byly mimo jiné zkoumany antimikrobidlni vlastnosti nanoviaken PCL s Cu.
Antimikrobialni aktivita byla studovana vici nejcastéjSim patogennim mikroorganismim, konkrétné vici
Gram-negativnim E. coli, S. typhimurium, P. aeruginosa a vi¢i Gram-pozitivni S. aureus. Testy byly
provadény kultivovanim jednotlivych kmenG mikroorganismi (koncentrace mikroorganismi byla
0.675-2.5 - 105 kolonii na ml) se vzorky nanomaterialu (kruhové vzorky o prdiméru 0,5 cm) v 300 pl
média po dobu 24 hodin. Mnozstvi Zivotaschopnych bakterii bylo po 24 hodinach kultivace stanoveno
seCtenim jednotlivych Zzivych kolonii. Ziskané vysledky ukazaly, Ze nanomateridly na bazi
PCL — Cu a PCL — Cu — COOH (obsahujici aktivni COOH skupiny) spolehlivé zpomaluji riist bakterii
E. coli a S. aureus. Naopak proti bakteriim S. typhimurium a P. aeruginosa nemély nanomaterialy
s Cu vyznamné antimikrobialni G¢inky. Tento jev pravdépodobné souvisi s rozdilnou citlivosti médi vici
ruznym bakteridlnim kmendm. Bakterie maji fadu rozdilnych obrannych mechanismi proti toxickym
Géinkdm ijontd médi. Koncentrace Cu2* vyluhovana z pfipravenych vrstev PCL-Cu je tedy
pravdépodobné nedostateCnd pro vyvolani antibakteridlnich ucinkd proti  S. typhimurium
a Ps. aeruginosa [54].

Protoze materialy vyvinuté v této praci maji velky potencidl pro biomedicinské pouziti,
vCetné regenerativni mediciny, musi vykazovat biokompatibilitu a schopnost aktivace regeneracni
¢innosti bunék. Proto byly v publikaci [54] provadény také testy kultivace bunék s vyluhy z nanomateriall
obsahujici Cu, podobné testiim provadénym v této bakalarské praci. Pro testy této studie byly pouzity
lidské mezenchymalni stromalni buiiky extrahované z kostni diené. Tyto buriky byly podrobeny testim
pfimé kultivace s nanomateridly. Pfi dalSich testech byly bufiky vysety na 96 — jamkovou desticku
(v mnozstvi 7000 bunék/jamka) spole¢né s vyluhy z nanomaterialdl (které byly pfipraveny luhovanim
kruhovych vzork( nanomaterialG o prméru 0,5 cm v 200 yl média po dobu 1 hodiny) a nasledné byly
inkubovany 72 hodin v5 % atmosféfe CO.. Vysledky byly ziskany pomoci metody MTT a metody
fluorescencni mikroskopie (pfi vinové délce 570 nm). Pro metodu fluorescencni mikroskopie byly vzorky
inkubovany pfi 37 °C ve tmé s barvicim roztokem po dobu 30 minut. Zivé buiiky se vyznadovaly
pritomnosti zelené fluorescence. Vysledky pfimé kultivace PCL-Cu a PCL-Cu-COOH s burikami mély
vysokou umrtnost v diasledku vysoké koncentrace iontt médi. DalSi vysledky ukazaly,
ze pii koncentracich médi v roztoku nizSich nez 0,87 g/l dosahuje preziti bunék 80 %. Kultivaci
mezenchymalnich stromalnich bunék s vyluhy z nanomateriall po dobu 1 hodiny prokazalo zvyseni
biokompatibility, jelikoz pocet adherovanych bunék na povrchu nanomaterialu byl vyrazné vysSi.
Funkéni aktivita bunék, hodnocena fluorescenénim barvivem byla ovSem nizka. Z toho diivodu byly
provadény dal$i experimenty kultivaci bunék s vyluhy, ve kterych byla zkoumana rtizna rfedéni vyluhd.
Vysledky téchto testll ukazaly, Ze prezZiti bunék se vyznamné zvy$uje se zvySujicim se fedéni
vyluhu [54].

Zavérem této studie bylo ovéreno, ze médi potazena PCL nanovlakna vykazovala antibakterialni
Gcinek proti E. coli a S. aureus diky rychlému uvolfiovani iontd Cu?+ (pii koncentraci az 3,4 g/ml)
a vykazovala také dostateCnou biokompatibilitu. Tato vlakna mohou tedy vykazovat zajimavy efekt
pii hojeni ran. Na jedné strané rychlé uvolnéni iontd médi zabiji bakterie, na druhé strané stimuluje
regeneraci a aktivaci imunitnich bunék. Do budoucna by bylo vhodné snizit koncentraci
Cu?* na optimalni troven. Vliv médi na regeneraci tkani byl obrovsky, nanovlakna vyvinuté v této praci
maji vynikajici vyhlidky pro budouci vyzkum [54].
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5. ZAVER

Vyzkum a vyvoj materiall, které by usnadnily hojeni ran je v soutasné dobé velmi diskutovanym
tématem. Kozni onemocnéni postihuji mnoho lidi, at' uz se jedna o rany akutni zplisobené popalenim,
pofezanim &i jinym zranénim nebo o rany chronické zplisobené nemocemi jako je lupénka nebo jako
vedlejSi ucinek onemocnéni diabetes mellitus. VSechna tato poranéni jsou velice nepfijemna
a bolestiva. Materialy, které by usnadnily jejich hojeni, by mohly zlep$it kvalitu Zivota mnoha pacientd.

V soucasné dobé je na trhu jiz nékolik produktu, které jsou na bazi antimikrobialniho nanoviakenného
materialu obsahujiciho 1é¢&bu podporujici latky. Mezi tyto 1€Ebu podporujici latky patfi napfiklad chitosan,
lignin, méd' nebo stiibro. Vyrobci téchto produktl se snazi o zadlenéni 1éEbu podporujicich latek
na nanovlakenné membrany. Moznou metodou vyroby je magnetronové napraSovani.

Negativni strankou téchto produktil je jejich moznéa toxicita. Pfed uvedenim na trh je nutné tyto
materialy podrobit testtim toxicity, aby do$lo k vylou¢eni mozného rizika pro pacienta.

V experimentalni Casti této prace byl pfipraven antimikrobialni kryt na bazi polykaprolaktonu
obohaceny o ionty médi metodou magnetronového napraSovani v laboratofich CEITEC Nano v Brné.

V daldi Casti této bakalaiské prace byly studovany tfi materidly. Konkrétné se jednalo
o komer¢ni produkty StopBac sterile, ktery obsahuje ionty stfibra a Traumacel Biodress Disinfect
obsahujici chlorhexidin. Dale byl zkouman nanomaterial produkovany laboratofemi CEITEC Nano
v Brné, obsahuijici ionty médi. Tyto materialy byly podrobeny SEM a EDX analyzam, pomoci kterych
byla zkoumana morfologie a sloZeni jednotlivych materiall. Dale byly provadény testy téchto materiald
s lidskymi fibroblasty, lidskymi keratinocyty a potkanimi burikami cévni hladké svaloviny pomoci vyluht
z material(. Cilem prace bylo otestovat predevsim toxicitu jednotlivych materiald a srovnat komeréné
prodavané antimikrobialni kryty ran s ndmi pfipravenym nanomaterialem.

Vysledky ukazaly toxicitu jednotlivych produktl pii riznych fedénich. V ramci experimentalni ¢asti byl
studovan vliv doby inkubace a vliv tfepani vyluhu na mnozeni bunék. Materialy s nejlepSimi vysledky
proliferace bunék s vyluhy pfi idedlnich fedénich byly materidly Stopbac a nanomaterial PCL obsahujici
ionty médi. Nejvy$Si miru cytotoxicity vykazoval mikromaterial znacky Traumacel.

Dle mého nazoru maji materialy obsahujici ionty stfibra a médi velky potencial do budoucna,
jelikoz nejsou dosud na trhu obvazové a jiné kryci materialy, které by vykazovaly takové antimikrobialni
udinky jako tyto latky. Do budoucna by vyvoj téchto materiald mohl velice prispét k efektivnéjSimu,
ucinné&jsimu a rychlejSimu Ié€eni koznich poranéni a onemocnéni. Je ovdem nutné zajistit v této oblasti
dostate€ny vyzkum pred uvedenim na trh, abychom mohli na sto procent vyloucit mozné toxické ucinky
na lidské zdravi. Dullezity je i vyzkum moznych kombinaci antimikrobialnich latek s jinymi, pro lep$i
a ucinnéjsi vlastnosti té&chto kryta.
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