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Abstrakt

Tato diplomova prace pojednava o problému, kterym je nedostateCna soucasnd terapie ran
a piedstavuje feSeni v podobé krytti ran na bazi nanomaterialti. Konkrétné je zaméfena na vyvoj
a charakterizaci riiznych nanovldkennych materidll S integrovanymi liposomovymi ¢asticemi,
které by mohly slouzit jako zdroj terapeutickych latek a byt vyuzitelné pravé v oblasti terapie
ran.

Reserse v uvodni Casti prace byla nejprve zamétena na zminény problém, kterym jsou
nedostatky stavajicich konvenénich obvazovych materiali. Nebyl opomenut ani popis lidské
ktze z anatomického a funkcniho hlediska, a ani samotny proces hojeni ran. Piedstaveny byly
i rizné typy krycich materialti. Velka ¢ast vSak byla zaméfena na nanomaterialy a jejich vyuziti
pravé v oblasti terapie koznich poranéni. Zminénymi nanomaterialy byly piedevsim
liposomové ¢astice a nanovlakna, nebot’ experimentalni ¢ast prace byla zaméfena pravé na tyto
struktury. Popis se zabyval jak samotnou charakteristikou téchto struktur, tak i biopolymery
pouzitelnymi k jejich piiprave. Cilem vSak byla piiprava nanovlaken o obsahu liposomu, proto
byl popsan zpusob tvorby takovych systému. Nedilnou soucasti krycich materiald jsou také
rizna terapeutika, zejména takova, ktera potlaci vznik infekce a snizi bolest v rané, reserse byla
proto zaméfena na antibiotikum ampicilin a analgetikum ibuprofen.

Experimentalni ¢ast byla vénovana samotné problematice vyroby nanovlaken s liposomy
ataké kvalitativnimu prokazani pfitomnosti liposomt v elektrostaticky pfipravovanych
nanovldknech. Vybranymi polymernimi slozkami téchto systémti byl polyhydroxybutyrat
(PHB) a zelatina. Nanovlakna a liposomové ¢astice (i kombinované liposomy s PHB) byly vSak
nejprve pripraveny v samotné formé a charakterizovany zejména z hlediska postupného
uvolnovani léCivych latek. Ziskané vysledky byly pak porovnany s vysledky dodéavani
terapeutik prostfednictvim kombinovanych nanovlakennych struktur s liposomy. U téchto
kombinovanych struktur bylo cilem dosahnout synergie v oblasti dodavani 1éciv mezi témito
systémy. Snahou prace bylo vytvofit kryt z biomateriald s fizenym uvoliovanim 1é¢iv. LéCivy
obsazenymi v téchto materidlech byl jiZ zminény ampicilin a ibuprofen. DileZitou soucasti
prace bylo pak stanoveni bezpe¢nosti pfipravenych materialti, testovany byly z hlediska
cytotoxicity, kdy provedenym testem byl MTT test a LDH test. A samotna schopnost
nanovlaken v oblasti hojeni ran byla pak sledovéna v ramci scratch testu neboli testu ,,hojeni
ran®.

Na zavér prace jsou uvedena doporuceni pro dalsi prace, které na toto téma budou navazovat.

Klicova slova
liposomy, nanovlakna, terapie ran, kryty ran, polyhydroxybutyrat, Zzelatina, ampicilin,
ibuprofen, keratinocyty



Abstract

This thesis addresses the problem of inadequate current wound therapy and presents a solution
in the form of nanomaterial-based wound dressings (coverings). Specifically, it focuses on the
development and characterization of various nanofibrous materials with integrated liposome
particles that could serve as a source of therapeutic agents and be useful specifically in the field
of a wound therapy.

The review in the introductory part of the thesis first focused on the mentioned problem,
which describes the shortcomings of existing conventional dressing materials. A description of
human skin from an anatomical and functional point of view was not omitted, nor was the
wound healing process itself. Different types of covering materials were also presented.
However, a large part was focused on nanomaterials and their use in the field of the skin wound
therapy. The nanomaterials mentioned were mainly liposome particles and nanofibres, as the
experimental part of the work was focused on these structures. The description dealt with the
characterization of these structures as well as the biopolymers used for their preparation.
However, the aim was to prepare nanofibers with liposome content, so the method of forming
such systems was described. Various therapeutic agents are also an integral part of the covering
materials, especially those that suppress the development of infection and reduce wound pain;
therefore, the search focused on the antibiotic ampicillin and the analgesic ibuprofen.

The experimental part was devoted to the actual production of nanofibers with liposomes and
also to the qualitative demonstration of the presence of liposomes in electrostatically prepared
nanofibers. The selected polymeric components of these systems were polyhydroxybutyrate
(PHB) and gelatine. However, the nanofibers and liposome particles (as well as combined
liposomes with PHB) were first prepared in their own form and characterized mainly in terms
of the gradual release of the drug substances. The results obtained were then compared with
those of therapeutic drug delivery via combined nanofibrous structures with liposomes. For
these combined structures, the aim was to achieve synergy in drug delivery between these
systems. The aim of this work was to create a biomaterial covering with the controlled drug
release. The drugs contained in these materials were the aforementioned ampicillin and
ibuprofen. An important part of the work was then to determine the safety of the prepared
materials which were tested for cytotoxicity, where the tests performed were MTT test and
LDH test. And the actual wound healing ability of the nanofibers was then monitored in
a scratch test or a "wound healing" test.

At the end of the paper, recommendations for future work on this topic are given.

Key words
liposomes, nanofibers, wound therapy, wound dressings, polyhydroxybutyrate, gelatin,
ampicillin, ibuprofen, keratinocytes



KUBISOVA, Veronika. Pfiprava nanocdstic a nanovliken s obsahem antimikrobidlnich
latek. Brno, 2022. Dostupné také z: https://www.vutbr.cz/studenti/zav-prace/detail/138748.
Diplomova prace. Vysoké uceni technické v Brné, Fakulta chemicka, Ustav fyzikalni
a spotfebni chemie. Vedouci prace Petra Skoumalova.

PROHLASENI

Prohlasuji, Ze jsem diplomovou préci vypracovala samostatné a Ze vSechny pouzité literarni
zdroje jsem spravné a upln¢ citovala. Diplomova préce je z hlediska obsahu majetkem Fakulty
chemické VUT v Brné a mlze byt vyuzita ke komerc¢nim uceliim jen se souhlasem vedouciho
diplomové prace a dé¢kana FCH VUT.

podpis studenta

PODEKOVANI

M¢ podékovani patii piedevsim vedouci této diplomové prace Ing. Petie Skoumalové, Ph.D. za
vstficnost, odborné vedeni a cenné rady, které mi poskytla pii vypracovani této prace. Na tomto
misté bych chtéla také podekovat Ing. Lucii Dzurické za jeji ptatelsky ptistup, ochotu, pomoc
a Cas, ktery mi vénovala pfi feSeni experimentalni ¢asti. V neposledni fad¢é bych touto cestou
podékovala mé rodin€ za umoznéni studia a velkou podporu.


https://www.vutbr.cz/studenti/zav-prace/detail/138748

OBSAH

1

UVOD ..ttt bbb bt b b bbbt 9
TEORETICKA CAST .....ccoooooiiiiiiiiiiieiieseiesesisesssissssse s 10
2.1 Anatomie a fyziologie lidské KUQiZe .................cocvniiiiiiiiiiiii 10
2.1.1  PoKOZKa (EPIAEIINIS) t.ieivvvieiiiiiiiiiesiiiesiiiee e siiee sttt e e 10
2.1.2  SKATA (AEIMIS) c...vvveveeecececeeeeeeeeeee ettt 11
2.1.3  PodkozZni vazivo (SUDCULIS) ....eciveiiiiieiiiiiiiiiessiiee sttt siee s 11
2.2 KOZNI POraANENI.......c.oiiiiiiiiiiiiei e 12
2.2.1  TYPY TN oottt araa e 12
2.2.2  HOJENT TAN.c..iiiiiiiieii ettt 12
2 B =T =T o1 =N - o ST 13
2.3.1 Klasifikace Krytll Na TANY ......ooveriiiiiiieiecicee e 14
2.4 Terapie ran s vyuZitim nanomaterialli.................coooviiiiniinniinene e, 14
2.4.1 Definice a klasifikace nanomaterialil............cccoovevvriviniieniniciicsc e 14
2.4.2 Kryty ran na bazi nanomaterialll............ccocvviiiiiiiiiiii 16
2.5 Nanoc€astice — lIPOSOMY .......ooiiiiiiiiiiiiie e 16
2.5.1 Klasifikace lIpoSOmMIU ........cccviiiiiiiiiiiiii 18
2.5.2  Metody pro piipravu liPOSOMT ......ccevvveiveiiiiieiieie e 18
2.5.3 Materialy pro pripravu lIposOmuU .........cccevviiiiiiniiiiiiicic e 19
2.6 NANOVIAKNA..........coiiiiiiii s 19
2.6.1 Metody pro piipravu nanovIaken...........cccceveiiiiiiiiiinii e 19
2.6.2 Inkorporace lécivych latek do nanovldken............ccocevveiiiiiiicniiiciee, 22
2.6.3 Materialy pro piipravu nanovIaken...........cccooeiiiiiiiiiiiiie 23
2.7 Nanovlikna s inkorporovanymi liposomy ................ccccooiiiniiniinnicncncce 25
2.8 Aktivni latky v krycich materidlech na rany.............c.cccccoiiiiiii, 26
2.8.1 Latky s antimikrobidlnim UCINKEeM ..........cccovviiiiiiiiiiieiec e 26
2.8.2  Latky tlumici BOIESt ......ccoviiiiiiiiii 26
2.9 Testy bezpecnosti krycich materidlli.................ccoooiiiiiiiiii 27
2.9.1  Testy CYtOtOXICItY IN VITFO ....cciveiiiiiie e 28
2.9.2  Test ,,hojeni ran® iN VIFO .......ccoiveieiieiiee e 29
CIL PRACE .......c.ooiiiiiiiiietee e 31
EXPERIMENTALNIE CAST ......ccoiiiiiiiiiiiniiieceiseceiiesesisesesissesie s 32
4.1 PouZité miKroorgamiSmy .............ccccoouiiiiiiiiiiiiii i 32



4.2
4.3
4.4

4.5
4.6

4.7

4.8

4.9

4.10

411

4.12

PouZité bunéfné Kultury...........cccoooiiiiiiiiiiic e 32
Pouzité pristroje a pomuCKY ............cccooiiiiiiiiii 32
Pouzité chemikalie .................ccoooiiiiiii 32
4.4.1 Pouzité chemikalie pro pfipravu a charakterizaci liposomovych ¢astic ..... 32
4.4.2 Pouzité chemikalie pro piipravu a charakterizaci nanovlakennych krytt .. 32
4.4.3 Pouzité chemikalie pro kultivaci mikroorganisma ...........c.ccooevervnivinnennnn, 33
4.4.4 Pouzité chemikalie pii testech na humannich bunkéch ............cccccoeinnnns 33
445 PouZité aktivid TAtKY ....c.ooveiiiiiiiciice e 33
Priprava liposomovych CAstic ............cccoooiiiiiiii 33
Charakterizace liposomovych CAstic .............ccooiiiiiiiii 34
4.6.1 Stanoveni enkapsulacni UCINNOSL .......eevviriiiiiiiiiiienieee e 34
4.6.2 Stanoveni velikosti a distribuce velikosti CAStIC ........coovevviiiriiiiiiiiiienen, 36
4.6.3 Stanoveni elektrokinetické stability CAStIC........ccvvvvviiiiiiiiiiiiiciii e, 36
4.6.4 Stanoveni postupného uvoliiovani aktivnich latek z Castic..........cccverunrnnee. 36
Piiprava a optimalizace pripravy nanovlakennych krytii................ccccoeeenn, 37
4.7.1 Optimalizace pfipravy algindtovych Krytl..........cocoovniiiiiie 38
4.7.2 Optimalizace piipravy krytli na bazi PHB ..........cccooiiiiiiii, 39
4.7.3 Optimalizace piipravy zelatinovych Krytli.........ccoooeviiiiiiiiiiiice, 40
Charakterizace pripravenych nanovlikennych Krytii ...............ccoooeiiiiinnnnn, 41
4.8.1 Stanoveni stability VIAKEN ...........ccoiiiiiiiiiiii e 41
4.8.2 Stanoveni postupného uvoliiovani aktivnich latek z krytd ..., 41
Piiprava nanovlakennych Kkryti s inkorporovanymi liposomy......................... 42
4.9.1 Kryty na bazi PHB s obsahem liposomovych Castic ..........ccovveriiiiinennnn, 42
4.9.2  Zelatinové kryty s 0bSahem GASHC .......o..eveverrceerecireeeseceeseseeeeseeiseeesesieseeaan, 43

Charakterizace nanovlikennych kryti s inkorporovanymi liposomy............ 43
4.10.1 Postupného uvoliiovani aktivnich latek z krytd s obsahem liposomi ....... 43

AntimiKrobialni Stanoveni................cccocciiiiiii 44
4.11.1 Ptiprava zivnych médii a kultivace vybranych bakteridlnich kment ........ 44
4.11.2 Bujonova diluni metoda ..........cceiiiiiiiiiiiiiii 44

Stanoveni bezpecnosti pripravenych materialti...............cccocoeviiiiiiiiiiiinnnns 44
4.12.1 Ptiprava materiall pro testovani bezpeCnosti .........ccovveriviiiiiciiniiiseennenn, 45
4.12.2 Kultivace humannich KeratinoCytll .........ccovvvveiiiiiiiiiiiiieeniie e 45
4.12.3  MT T EESE .o 45



5

© 00 N O

4124 LDHIEST...ooiiiii 46

4.12.5 Scratch test neboli test ,,hojeni ran® ... 47
VYSLEDKY A DISKUZE ........c.coooviiiiininieeieeiesseesesees s seesiesses s sessessessiessnnen 48
5.1 Charakterizace pripravenych liposomovych €astic...............cccooeniiiiiiininnnn, 48

5.1.1 Stanoveni enkapsuslacni GCINNOSET ....cevvvviiiiiveeiiiieiiiie i 48

5.1.2  Stanoveni VEITKOS ....c.ueiuiiiiiriiiiiee ettt 50

5.1.3 Stanoveni elektrokinetické stability ..........ccccccviiiiiiiiiiniiie s 51

5.14 Kontrola uvoliiovani aktivnich latek z CAStIC........cocvvrveiiiiiiiiciic, 52
5.2 Priprava a optimalizace pfipravy nanovlakennych Kryti.................cccocoennen 59

5.2.1  AlGINATOVE KIYLY .ovviiiiiiiiiiceiee e 59

5.2.2 Krytyna bdzi PHB ...t 61

5.2.3  ZelatiNOVE KIYLY cov.voveiiceicececceeeeeee e 63
5.3 Charakterizace nanovlakennych Krytil .............cccocoooiiiniiii, 64

5.3.1 Stanoveni stability nanovlakennych Krytl ........ccccoovvviiiiiiniiiicniicee, 64

5.3.2 Kontrola uvoliiovani aktivnich latek z nanovlakennych kryti ................... 65
5.4 Priprava nanovliakennych kryti s inkorporovanymi liposomy......................... 69

5.4.1 Kryty na bazi PHB s obsahem liposomil ..........cccoovevviiiiiiiiiiiciiniie, 69

5.4.2 Zelatinové kryty s obsahem liPOSOMI ............ceveevrerrerereeeiceeseeieneeseseeneean, 70
5.5 Charakterizace nanovlikennych krytu s inkorporovanymi liposomy ............. 71

5.5.1 Kuvalitativni diikaz ptitomnosti lipoSOMU..........ccecvrviiieiiiiciiciiseseei, 71

5.5.2 Kontrola uvoliiovani aktivni latek z kryti s obsahem liposomtl................. 72
5.6 Antimikrobidlni aKtivita...............c.oooiiiiiiiii 73
5.7 Stanoveni bezpecnosti pripravenych materialii.................ccoooviiiiiiiiinnnn, 75

B.7. 1 IMTT HESE. ittt bbbt 75

5.7.2  LDH TEST ..o 77

5.7.3  Scratch test (test ,,hOJeni ran™) .........ccceieiiiriiiiieii e 78
ZAVER .....oooiiiiiiti et 81
SEZNAM POUZITE LITERATURY .......cooomiiiiriiinminnsinsenssssssssssssssssss s 84
SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK .......oovvviiriiriiirisnsissesnssssssssssssssssssssenns 92
PRILOHY ....ccoooooviiiiiiiiiiesceecee e 93



1 UvVOoD
Nanotechnologie, vyuzivajici jedine¢nych vlastnosti materialtt v nanométitku, jsou tématem
dnesni doby. Nalezly uplatnéni v mnoha priimyslovych oblastech. Obohatily jak kosmeticky
pramysl, medicinu, elektroniku, tak i spoustu dal$ich oblasti. Vyhod nanotechnologii muze tak
vyuzivat kazdy znés. Zejména v oblasti zdravotni péce zpusobily obrovsky ptevrat. Diky
nanotechnologiim jsou nam nabizeny pokrocilejsi zptisoby 1éCby riiznych onemocnéni,
rozsifily se moznosti zobrazovacich metod a také doSlo mimo jiné ke zlepSeni
farmakokinetickych vlastnosti terapeutik. Zajem o nanomaterialy stoupa i v koznim tkanovém
inZenyrstvi, kde se zaméiuji na vyvoj a ptipravu krytd ran. Divod zajmu o tuto oblast tkvi
zejména v dulezitosti této tkané, a to jak z funkéniho, tak i estetického hlediska. Kromé toho,
dal$im a velmi vyznamnym divodem, pro¢ je oblast terapie ran klicovou oblasti vyzkumu, je
prave nedostatecnd a zdaleka neuspokojiva soucasna terapie ran. Koznimi poranénimi trpi tisice
lidi ro¢né a kazdy z nés si béhem svého zivota zpiisobil nescetna mnozstvi poranéni, od lehkych
odérek az po ta tézka. Ale i bez ohledu na intenzitu rany, je dulezité o ni rychle a pokud mozno
profesionalné pecovat. Soucasné terapie ran vSak neposkytuji dobry klinicky vysledek, a to ani
strukturalné a ani funkéné. Klasické obvazové materialy, které zname, plsobi pouze jako
pasivni bariéra, jejich jedinou funkci je kompenzace chybéjici ochranné bariéry v misté rany.
Proto je snahou nahradit je technologicky vyspélejsimi, takovymi, které jsou schopny vytvorit
ochranné prostfedi a zaroven umozinuji pfenos aktivnich latek. Spravny obvaz by mél totiz
zajistit prostiedi, které je udrzovano vlhké, zamezi hromadéni exsudati z rany a mimo jiné
stimuluje sprdvné prokrveni. A pravé jako technologicky vyspélejSi mohou poslouzit
nanomaterialy. Pouziti nanomaterialti v oblasti terapie ran se velmi rychle rozsifuje. Hlavni
davod jejich zvySeného pozivani v této oblasti 1ze pfipsat predevsim fyzikalné-chemickym
vlastnostem nanomaterialti. Vyznacuji se totiz velkym povrchem a vysokym pomérem plochy
povrchu k objemu, navic jejich velikost a tvar pfispiva k jejich pouziti v terapii ran, nebot’ hraji
roli v aktivnim dodavani 1é¢iv. Kdyz dojde k naruseni tkang, bakterie mohou proniknout az do
spodnich tkani, coZ mlZe vést k Zivot ohroZujicim infekcim. K feSeni takovych patologickych
stavil je nezbytnd ucinna lécba v podobé¢ antibiotik. Avsak shledavame nevyhodu v konvenéni
antibiotické terapii, Kkterou je nedostatecné dodavani antibiotik do cilovych bunék.
Nanomaterialy, jako jsou napfiklad nanocastice a nanovlakna, dokazi tento problém vyfesit.
Tato préce je inspirovana snahou o tvorbu riznych nanovldkennych kryti s integrovanymi
liposomovymi ¢asticemi, které by mohly slouzit jako zdroj antimikrobialnich latek a byt
pouzitelné v oblasti terapie ran.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Anatomie a fyziologie lidské kiize
KizZe je nejvétSim orgdnem lidského téla a ptiblizn€ 16 % celkové télesné hmotnosti Clovéka je
tvofeno timto organem. Kuze pfedstavuje primarni rozhrani mezi vnitinim a vnéjSim
prostiedim, pusobi tedy jako pocatecni bariéra chranici télo pied fadou stresovych faktort
vnéjsiho prostiedi. Chrani jej pred chemikaliemi, podili se na metabolickych 1 imunologickych
procesech a je prvni obrannou linii proti patogennim mikroorganismim. Udrzuje také
homeostazu a to tim, Ze zabraiuje neregulované ztraté vody i elektrolyti. Anatomie lidské ktize
je dobfe charakterizovana a existuje jasny vztah mezi strukturou a funkci ktize [1, 2].

Kuze se sklada ze tii hlavnich zon: pokozky (epidermis), Skary (dermis) a podkozniho vaziva
(subcutis) [3].

2.1.1 Pokozka (epidermis)

Epidermis je stratifikovany epitel tvofeny pievazné keratinocyty (95 % bunck). Zbyvajicich
5 % tvoii melanocyty, Langerhansovy buniky a Merkelovy buiiky. Epidermis je rozdélena do
Ctyt hlavnich vrstev: bazalni, trnové, zrnité a zrohovat¢lé. Bazalni vrstva spoc¢iva na bazalni
membrané v dermoepidermalni junkci (viz. kapitola 2.1.1.1). Sklada se z mitoticky aktivnich
bunék (jedné vrstvy keratinocytit), které proliferuji, povrchoveé migruji a postupné se diferencuji
za vzniku stratifikované epidermis. Bazalni vrstva je charakterizovdna expresi keratinu 14
a dcefiné bunky migrujici smérem k povrchu prochazi charakteristickym pfechodem mezi
keratinem 5/14 a keratinem 1/10. Pii této cesté tyto buiiky prochazi rovnéz tadou
morfologickych zmén. KdyZ se dcefiné buiikky pohybuji smérem nahoru a diferencuji se na
trnovou vrstvu, ztraceji tyto buiikky schopnost délit se, zvétSovat se a navazat mezibunécna
spojeni.  Keratinocyty se prodluzuji, zploStuji a vytvaii granulovanou vrstvu, kterd je
charakterizovana pfitomnosti keratohyalinu a lamelarnich télisek. Keratohyalinni granule
obsahuji proteinové slozky, které jsou klicové pro tvorbu zrohovatélé obalky. Keratinocyty jsou
terminaln¢ diferencovany na korneocyty, které pak tvofi stratum corneum. Jedna se o vrstvu
0 tloust’ce 10 az 20 pum, ktera je slozena z terminaln¢ diferencovanych, zplostélych korneocytt
odd¢lenych lipidy (mastné kyseliny, steroly a ceramidy). A pravé bariérova funkce kiize je
pfipisovana zejména stratum corneum [1, 3].

Dalsimi bunikami nachazejici se v epidermis jsou zminéné melanocyty. Jedna se o dendritické
buiiky nachdzejici se rovnéZ v bazalni vrstvé. Melanocyty syntetizuji melanin, ktery je ulozen
Vv subcelularnich organelach zvanych melanosomy. Melanin je nésledné transportovan do
sousednich bazalnich keratinocyti. Kazdy melanocyt dodava melanin pfiblizné 30—40 okolnim
keratinocytim. Melanin lokalizovany v melanosomech chrani jadra bazélnich keratinocytii
ptred Skodlivym UV zafenim. Na zdklad¢ poctu a velikosti melanosomil a také povahy melaninu
je dano zbarveni ktze [3].

V epidermis dale nalézame bunky Langerhansovy a Merkelovy. Langerhansovy buiiky jsou
dendritické bunky pochazejici z kostni dfené a patfi mezi antigen prezentujici bunky. Tyto
bunky nalézdme v celé epidermis. Merkelovy bunky v epidermis pusobi pak jako
mechanoreceptory [3].
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2.1.1.1 Dermoepidermalni junkce

Dermoepidermalni spojeni, jak uz nazev napovida, nalézame na rozhrani epidermis a dermis.
Epidermis je od dermis oddélena bazalni membranou a sklada se ze slozité sit¢ makromolekul
spojujicich intermedidrni vlakna bazalnich keratinocytl s kolagenovymi vlakny dermis. Hlavni
funkci proteinti a glykoproteint bazalni membrany je zajiSténi adheze mezi epidermis a dermis.
Vady téchto proteinli maji pak za nésledek kiehkost kiize a tvorbu puchyikti. Takze zatimco
bazalni membrana poskytuje strukturalni podporu epidermis, drzi také pohromad¢ epidermis
a dermis [3, 4].

2.1.2 Skara (dermis)
Dermis je vrstva pojivové tkané mezenchymalniho piivodu umisténd tésné pod bazdlni
membranou a zasahuje az do podkozniho vaziva (subcutis). Dermis ma pievazné vlaknitou
strukturu, obsahuje kolagenova i elastinova vldkna. Mezi vldknitymi slozkami nalézdme také
glykosaminoglykany, jako je kyselina hyaluronova, proteoglykany a glykoproteiny [5, 6].

Dermis je rozdélena do dvou hlavnich vrstev: papilarni a retikularni. Papilarni vrstva je horni
casti dermis a zasahuje svymi vybézky (papilami) do epidermis. Papilarni dermis je tak
v kontaktu s bazalni membranou a je bohaté zasobena cévami. V oblasti papil se nachazeji totiz
kapilarni klicky zajist'ujici zdsobovani bezcévné epidermis. V této oblasti nalézame také volna
nervova zakonceni, smyslové receptory a inicialni lymfatické cévy. Retikularni vrstva je hlavni
¢asti dermis, jedna se o silnou vrstvu pojivové tkang, ktera je v kontaktu s podkozim [3, 5, 6].

Hlavni slozkou dermis je kolagen. Konkrétné je zde v hojné mife zastoupen kolagen
typu | a typu III. Kromé kolagenu, hraji dilezitou roli ve struktuie rovnéz elastickd vladkna,
jejichZ hlavnimi slozkami jsou elastinové a fibrillinové mikrofibrily. Na rozdil od kolagenu
umoznuje biochemicka konfigurace elastinu roztahovani a zpétné odvijeni vlaken. Silna
elastickd vldkna nalézdme v retikuldrni oblasti dermis. Za zminku stoji 1 dalSi podtypy
elastickych vlaken: elauninovd a oxytalanova vladkna. Elauninovd vldkna jsou vlakna
horizontaln¢ uspofddana a nachazeji se pobliz spojeni papilarni a retikularni dermis.
Oxytalanova vldkna jsou naopak kolma elastickd vlakna, kterd se vyskytuji v papilarni dermis
[6].

V dermis zalinaji lymfatické cévy, vyskytuji se zde senzitivni nervova zakonceni
s receptory: Merkelova téliska, Meissnerova téliska, Krauseho receptory, Ruffiniho téliska,
Vater-Paciniho téliska a volna nervova zakonceni. V dermis jsou také ulozeny cévy, mazové
zlazy, malé a velké potni Zlazy a vlasové folikuly. V pojivové tkani dermis se nachdzi mnoho
typtt bunék, vcetné fibroblastl, makrofagi, adipocytl, zirnych bunék, Schwannovych bunék
abundk kmenovych. Fibroblasty jsou hlavnimi buiikami dermis. Zirné buiiky se typicky
nachazeji v okoli dermalnich kapilar [5, 6].

2.1.3 Podkozni vazivo (subcutis)

Podkozi je nejhlubsi vrstvou kuze, ktera je slozena zitidké vazivové tkdné a je
mezenchymalniho ptivodu stejné jako dermis. Vazivova €ast tvoii zdvésny aparat pro tukovou
tkan plnici funkci modelujici, izolujici a samoziejmé depotni. Hlavni soucésti této nejvnitingjsi
vrstvy kiize jsou lipocyty a houbova pojivova tkan. Lipocyty jsou uspotadany do tukovych
laltckd, které jsou od sebe odd€leny vlaknitymi septy. Svazky vlaken vychazejici z dermis do
podkozi pak posiluji spojeni mezi témito dvéma oddily. Lalicky lipocytt tvoii vrstvu, kterd
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funguje jako tlumic narazii na vazivovy obal svalli a na samotnou svalovou tkan. Tukova tkan
je zasobena velkym mnozstvim krevnich cév [3, 5].

2.2 Kozni poranéni

Jak uz bylo v pfedchozich kapitolach zminéno, klize jakozto nejvetsi organ lidského téla plnici
fadu dtlezitych funkci, je povazovana za té€lesnou bariéru. A protoze se jedna o nejsvrchnéjsi
vrstvu téla, je tak v neustalém kontaktu s vnéjSim prostfedim, ¢imz se stava vysoce nachylnou
k poskozeni. K poranéni kiize mize dojit riznymi zpisoby. Obecné plati, Ze rany, obzvlast ty
vazné, vyzaduji zdravotni péci. Dulezitost se klade predevSim na spravné oSetieni rany
a pravidelnou kontrolu, zejména pokud je rana krvacejici, hluboka nebo infekéni. Aplikace
obvazil, resp. kryti ran hraje pak velmi zasadni roli pti hojeni ran a prevenci infekei [7, 8].

2.2.1 Typy ran

Rény na kiizi mohou vzniknout z riznych pfi¢in, jmenovité operaci, zranénim, vnéjsimi faktory
(napf. popéalenim nebo fiznutim) nebo patologickymi stavy, jako je cukrovka nebo cévni
onemocnéni. Uvedend poskozeni se pak dé€li na akutni a chronickd, a to v zavislosti na jejich
pfi¢inach a nasledcich. Akutni rany, jako je lehkd odérka, poranéni nozem, lehké opateni
a poruseni kiize, se hoji rychle. Tento typ ran totiz obvykle prochdzi organizovanym a vhodnym
regeneracnim procesem, jehoz vysledkem je trvalé obnoveni anatomické i funkéni integrity.
Naopak u chronickych ran, jako jsou ulcerézni rany, diabeticky vied, chronické defekty
zpiisobené radia¢nim zéafenim, hluboké popaleniny nebo opateni, proces hojeni trvd mnohem
déle. Chronické rany nejsou schopny dosahnout optimalni anatomické a ani funk¢ni integrity
[8, 9].

2.2.2 Hojeni ran

Hojeni ran je dulezitym, avSak komplikovanym procesem s riznymi strategiemi pii 1é¢be
a prostorovou synchronizaci zanétlivé faze s regeneraci a remodelaci tkan¢ (viz. Obrazek 1).
Zanétliva taze nasleduje ihned po poranéni kize a zahrnuje koagula¢ni kaskadu, zanétlivé
reakce a UCast imunitniho systému. VSechny tyto udalosti se odehrdvaji s cilem zabranit
nadmérné ztraté krve, tekutin a rozvoji infekci, a usnadnit odstranéni odumftelé a devitalizované
tkan€. Hemostazy je dosaZeno tvorbou krevnich sraZenin, ndsledovanou tvorbou fibrinové
matrice, ktera slouZzi jako leSeni pro bunécnou infiltraci. V diisledku degranulace trombocytt,
uvolnéni chemotaktickych signdlii nekrotickymi tkdnémi a produktti bakterialni degradace se
aktivuje komplementarni systém a neutrofily se dostanou do 1éze. Neutrofily, prvni buniky, které
se objevi v misté poranéni, odstranuji necistoty, eliminuji patogeny a poskytuji dobré prostiedi
pro hojeni ran. Nasledn¢ dochéazi k hromadéni makrofagi, které maji schopnost fagocytozy,
ni¢i bakterie a buniky poSkozené tkdné. Dokonceni hemostizy a zanétlivé faze Casto trva
72 hodin. KdyZ postizeni zasdhne dermis, vytvoii se Spatné diferencovana a vysoce
vaskularizovana pojivova tkan. Tato tkan je nazyvana jako tkan granulacni a je slozena
Z bunécnych fibrilarnich slozek integrovanych do zjevné amorfni matrice. Buitkami granulacni
tkan¢ jsou fibroblasty, zodpovédné za syntézu firilarni slozky, dale myofibroblasty, které se
podileji na mechanismu kontrakce rany a endotelidlni bunky, zodpovédné za neoangiogenezi
(tvorbu novych krevnich cév) [8, 9, 10].
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V dal§im procesu dochazi k proliferaci a migraci Kkeratinocyti. Keratinocyty migruji
k jadrové casti 1éze. Tato faze zacina, kdyz je oblast mezi dnem a okraji vyplnéna granulaéni
tkani. Coz pak predstavuje matrici, kde karatinocyty, sidlici na okraji léze, migruji a proliferu;ji.
Regenerace bazalni vrstvy vede keratinocyty K proliferaci a vertikalni diferenciaci, ¢imz se
obnovuji fyziologické rysy vicevrstvé epitelialni tkané [9].

Poslednim krokem hojeni ran je remodelace, kterd vyzaduje pfesnou rovnovahu mezi
apoptdézou existujicich bunék a produkci bunék novych. Béhem této faze makrofagy, izolované
endotelialni buniky a myofibroblasty prochdzeji apoptézou a oblast bohatd na kolagen a dalsi
proteiny zUstava. V této fazi, kterd trva az nékolik mésict, je kolagen typu III postupné
nahrazovan kolagenem typu I [9, 10].

Déle je tfeba zminit, Ze proces hojeni ran se odviji od riznych systémovych faktort, jako je
veék pacienta, pfitomnost cévnich, metabolickych nebo autoimunitnich onemocnéni, jakoz
i probihajici medikament6zni terapie. Za idealné zhojenou ranu se povazuje oblast, ktera se po
urazu vrati k normalni anatomické struktute, funkci a vzhledu. Minimalné zhojena rdna je
charakterizovana obnovenim anatomické kontinuity, avSak bez trvalych funkcnich vysledk,
rana se proto miZe znova objevit. S ohledem na tyto dva stavy, je pak pfijatelné zhojend rana
charakterizovana obnovenim trvalé funk¢ni i anatomické kontinuity [9].

Zanétliva faze Proliferace Remodelace

— koagulace — epitelizace — formovéni extracelularni
matrix

— uvoliiovani cytokint — fibroplazie

a rustovych faktoru - — tvorba jizevnaté tkané
— angiogeneze

— chemotaxe . . — uzavieni rany
— syntéza extracelularni

matrix — kontrakce

Obrdazek 1 Hlavni faze procesu hojeni ran, prevzato a upraveno z [11]

2.3 Terapie ran

Tisice lidi ro¢né trpi riznymi druhy poskozeni klize, a to jak lehkymi, tak i1 t€Zkymi poranénimi
(viz. 2.2.1). Ale i bez ohledu na intenzitu rany je dilezité o ni rychle a nejlépe profesionalné
pecovat. Je tfeba podotknout, ze uz v roce 2 200 let pi. n. 1. vznikl 1ékatsky spis o 1é¢bé ran,
ktery uvadi jednotlivé kroky v péci o poskozenou tkan. V tomto archeologickém nélezu je
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hojeni ran uvedeno jako tii krokovy postup zahrnujici: Cisténi rany, pouziti obkladovych
materidlti a obvazovani rany. Ackoli se zakladni véda o hojeni ran zda byt stejnd, znatelné
pokrocila. Louis Pasteur a Joseph Lister nasli diivod vzniku infekce a zpasob, jak ji piedchézet.
Pasteur uvedl, ze bakterie jsou do rany zavleCeny cizim zdrojem. Eliminace patogennich
bakterii pomoci aseptickych technik je tedy zasadnim krokem v procesu hojeni ran. Historicky
byly jako obklady ran pouzivany materialy, jako je zivociSny tuk, med nebo rizné bylinné
smési. V obvazech na rany doslo tedy K urcitym pokroktm, av§ak omezenym, coz pokracovalo
az po cely stiedoveék. Nejveétsi pokroky v této oblasti nastaly az v 19. stoleti, a to jak
technologicky, tak i klinicky [11].

Obvazy na rany se tradicné aplikovaly, aby kompenzovaly chybéjici ochrannou bariéru
V misté rdny, a tak ji chranily pfed vnéj$i kontaminaci. Tyto obvazy na rany (bavinéné obvazy
a gazy) pusobi jako pasivni bariéra, absorbuji velkou ¢ast vlhkosti obsazené v rané, coz
intenzivné vysusuje povrch rany a vede ke sniZeni rychlosti hojeni. Proto jsou nyni tyto klasické
obvazové materialy nahrazovany technologicky vyspélejsimi obvazy, které jsou schopny
vytvofit ochranné prostiedi a zarovenn umoznuji pienos aktivnich latek. V disledku toho byly
vyvinuty rizné kombinace syntetickych i ptfirodnich materiald, napt.: hydrogely, filmy nebo
hydrokoloidy [11, 12].

Co se tyce idedlniho obvazu na rany, mé¢l by mit takové vlastnosti, aby zajistil vlhké prostiedi
a zéroven zamezil hromadéni exsudatu z rany. Vlhké kryti je uptednostiiovano pred suchym,
nebot’ poskytuje rychlejsi pritbéh hojeni. DalSimi klicovymi vlastnostmi idedlniho obvazu
jsou: ochrana rany pied infekcemi a mikroorganismy, redukce nekrozy rany a zajisténi
mechanické ochrany. Samoziejmosti idedlniho obvazu je také jeho biokompatibilita, biologicka
odbouratelnost, elasticita a nesmi byt toxicky. Kromé toho by mél podporovat procesy obnovy
tkdné¢ a musi byt snadno vymeénitelny a odstranitelny. Cenova piijatelnost hraje rovnéz
obrovskou roli [11, 12].

Obvazy na rany jsou pak vybirdny na zékladé¢ typu, hloubky, lokalizace a rozsahu rany, také
mnozstvi vytoku, infekce a adheze rany [11]. K terapii ran mohou byt vyuzivany rizné typy
krycich prostiedkd, niZe jsou pak uvedeny nékteré zpusoby jejich klasifikace.

2.3.1 Klasifikace kryti na rany

Pro hojeni ran jsou pouzivany rizné typy obvazi, které lze klasifikovat na zaklad€ riznych
faktort. Napft. na zaklad€ klinického vykonu se déli na antimikrobialni, absorbujici, okluzivni
a adhezivni. Podle ptivodu materidlu se d€li to tii skupin, konkrétn€ na: Zivoci$né, rostlinné
a syntetické [11, 13]. Lze je také d€lit na obvazy primarni a sekundarni. Primarni obvazy jsou
aplikovany pfimo na poSkozenou pokozku, sekundarni pak slouzi k pfekryti primarniho
obvazu. Dalsim piikladem je klasifikace na zaklad¢ interakce s biologickou tkani nebo na
zakladé¢ toho, zda se jednd o obvazy tradicni (gazy, kompozity gdza/bavlna) ¢i obvazy typu
peéna, gel, film, membrana aj. [13].

2.4 Terapie ran s vyuzitim nanomaterial

2.4.1 Definice a klasifikace nanomateriala
Nanovéda je oznaceni pro studium jedinecnych vlastnosti materidlti v rozsahu velikosti 1 az
100 nm, nanotechnologie se zabyvaji aplikaci této védy k vytvafeni nebo tpravam novych
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objektli. Schopnost manipulace se strukturami v atomovém méfitku dava pak moznost pro
tvorbu nanomateriali [14]. Nanomaterialy se ukazaly jako velmi vyznamna tfida materiala,
které jsou zadané pro spoustu praktickych aplikaci. Vyznacuji se unikatnimi optickymi,
elektrickymi anebo magnetickymi vlastnostmi a lze je mimo jiné uplatnit v oblasti elektroniky
¢i mediciny. Jejich jedinecnost je ddna zejména tim, ze poskytuji velky pomér plochy povrchu
k objemu. Vlastnosti nanomaterialt 1ze v§ak libovoln¢ ladit pomoci piesného fizeni velikosti,
tvaru, podminek jejich syntézy a vhodné funkcionalizace [14, 15].

Nanotechnologie maji obrovsky dopad témét ve vSech prumyslovych odvétvich a oblastech
spolecnosti, nabizeji 1épe postavené, bezpecnéjsi, Cistsi, dlouhodobéjsi a chytiejsi produkty pro
1€katstvi, zemédelstvi, také kazdodenni Zivot a dal$i spoustu prumyslovych odvétvi. Pouziti
nanomateridlll v produktech kazdodenni potfeby mizeme obecné rozdélit na dva typy. Za prvé,
na nanomateridly, které mohou byt slouCeny ¢i piidany k jiz existujicimu produktu, ¢imz
vylepsi celkovy vykon kompozitnich objektl, a to na zdkladé propijceni nékterych ze svych
jedinecnych vlastnosti. Druhy typ nanomateriald, jako jsou napi. nanocastice, 1ze pouZit ptimo
k vytvoreni pokro€ilych a vykonnych zafizeni. Vyhody nanomaterial by mohly potencialné
ovlivnit budoucnost témét vSech pramyslovych odvétvi [14].

Ptikladem oblasti, kde nanomateridly jiz nasly své uplatnéni a jsou povazovany za velmi
prosperujici, je oblast kosmetiky. Zde vyrobci kosmetickych ptipravkid pouzivaji prisady
o0 velikosti nano k zajisténi lepsi ochrany proti UV zafeni, hlubsiho proniknuti do pokozky,
dlouhotrvajicich G¢inku, kvality povrchové tpravy a mnoha dalsich [14, 16]. Obrovsky pievrat
zpusobily nanotechnologie také v oblasti zdravotni péce, konkrétné v diagnostice, monitoringu
a systémi pro dodavani 1é¢ivych piipravki (nano-DDS). Vyuziti nano-DDS lze uplatnit napt.
Vv oblasti souvisejici s regeneraci pokozky, tedy 1écbou ran. Stavajici terapie ran se ukézaly jako
nedostatecné a zdaleka neuspokojivé, na coz uz bylo vySe upozornéno. A pravé
nanotechnologie nabizi bezprecedentni pfileZitost k revoluci a vynalézani novych terapii nebo
ke zvySeni ucinnosti souCasnych lécebnych postupi. Nano-DDS totiz umoziiuji ukotveni
bioaktivni molekuly pfimo do aplikované oblasti, podporuji uvoliovani 1éciva a explicitné
zvySuji terapeutickou Uc¢innost 1é¢iv, ¢imZ jsou relevantni pravé pro regeneraci pokozky
[14, 17]. Protoze pfedmétem této prace je ptiprava krytl ran na bazi nanomaterialti, které by
mohly slouzit k terapii ran, je regeneraci kiuize prostfednictvim nanotechnologii vénovana
nasledujici kapitola.

Co se tyc¢e samotné klasifikace nanomateriald, 1ze je klasifikovat do rGznych skupin na
zaklad¢ riznych kritérii. Obecné jsou kategorizovany podle jejich rozmér, morfologie
a chemického slozeni. Na zaklad¢ jejich rozmérti a celkového tvaru téchto materialii lze je
rozdélit do Ctyf tfid. Bezrozmérné nanomaterialy (0D) maji vSechny své rozméry v nanomé&fitku
(tj. velikost pod 100 nm), patii sem napi. sférické nanomateridly a kvantové tecky.
Jednorozmérné nanomateridly (1D) jsou materidly, kde jeden z rozmérli neni v nanoméfitku,
zatimco ostatni jsou o velikosti nano. Mezi 1D materialy fadime napf. nanodraty, nanotrubky
a nanovlakna. Dvourozmérné nanomateridly (2D) maji pouze jeden rozmér v nanoméftitku,
zahrnujeme sem napf. tenké vrstvy a deskovité nanokrystaly. Trojrozmérné nanomateridly (3D)
kombinuji vice nanokrystalii v riznych smérech, patii sem materialy, jako jsou napf. pény,
uhlikové nanotrubky a fullereny. Z hlediska sloZzeni nanomateriali, 1ze nanomaterialy rozd¢lit
do ruznych kategorii, jako jednoslozkové nanomaterialy a nanokompozity [18].
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2.4.2 Kryty ran na bazi nanomateriala

Jak uz bylo vyse uvedeno, bézné obvazové materialy mohou zptisobit dehydrataci rany. Mohou
se mechanicky pfichytit na povrch radny, coz muze pak pfi jeho vyméné zpusobit velmi
nepiijemny a az bolestivy stav. A prave terapie ran zalozena na vyuziti nanomaterialti poskytla
nové moznosti, pristupy a zejména vyhody v této oblasti. U¢inky riznych nanomateriald
a jejich schopnost hojeni ran se 1isi a vétSinou zavisi na fyzikalné-chemickych vlastnostech
nanomaterialti. Nékteré charakteristiky nanomaterialti, které mohou ovlivnit u¢inek procesu
hojeni rany, jsou biokompatibilita a biodegrabilita, stabilita, velikost a povrchovy naboj. Kromé
toho, dulezité jsou také aktivni slozky, které jsou soucasti nanomaterialti [13]. Nanomaterialy
mohou slouzit totiz jako nosice riznych terapeutik. Hlavni nevyhodou konvenc¢ni antibiotické
terapie u nehojicich se chronickych ran je nedostatecné dodavani antibiotik do cilovych bunék.
Dodavani terapeutickych cinidel zprostfedkované nanomateridly zvySuje antibakterialni
aktivitu vzhledem Kk antibiotiku samotnému, nebot” dochazi k uvolfiovini antibiotika
kontrolovanym zpusobem s optimalni koncentraci. Takové nanonosice, které vykazuji
kazdou fazi hojeni ran. Hlavnimi typy nanomateriali pouzitelnymi k terapii ran jsou
nanocastice, nanokompozity a scaffoldy [13, 19]. NiZe jsou popsany dva typy nanomaterialti,
nanocastice (konkrétné liposomy) a nanovlakna, které lze vyuzit 1€cbé ran a jsou predmétem
této prace.

2.5 Nanocastice — liposomy

Nanocastice jsou drobn¢ materialy, jejichz velikost se pohybuje od 1 do 100 nm. Nanocastice
jsou rozdéleny do rhznych Kkategorii v zavislosti na jejich morfologii, velikosti
a fyzikalné-chemickych vlastnostech. Na zadklad¢ fyzikalnich a chemickych charakteristik
existuji rtizné tfidy nanocastic, jako jsou nanocastice na bazi uhliku, kovové nanocastice,
keramické nanocastice, polovodicové nanoc¢astice, polymerni nanocastice a nanocastice na bazi
lipidt [20]. Nanomaterialy na bazi lipidi, jako jsou pevné lipidické nanocéstice, nanostrukturni
lipidické nosice a liposomy, jsou hojné vyuzivany v biomedicinskych aplikacich, pouzivaji se
pro dodavani 1€civ, protoze jsou schopny transportovat jak hydrofilni, tak 1 hydrofobni
molekuly [18, 20].

Liposomy jsou dvouvrstvé sférické vezikuly tvofené amfifilnimi molekulami, jako jsou
fosfolipidy, které jsou povazovany za jeden ze slibnych nanonosict pro topické podavani 1éciv.
Jsou netoxické, biologicky odbouratelné a biokompatibilni [17]. Dalsi slozkou liposomu je
cholesterol, ktery spolu s fosfolipidy vytvati ve vodném prostiedi alespon jednu lipidovou
dvojvrstvu obklopujici vodné jadro. Liposomy mohou tak pojmout hydrofilni i hydrofobni
lé¢iva [21]. Struktura liposomalni ¢astice je znazornéna na obrazku 2.
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Obrazek 2 Schématicka struktura liposomalni castice zapouzdrujici latky hydrofobni

I hydrofilni povahy, prevzato a upraveno z [21]

A co se tyce samotné struktury fosfolipidi, fosfolipidy sestavaji z molekuly glycerolu, kde
glycerol je vazan na fosfatovou skupinu a na dva fetézce mastnych kyselin, které mohou byt
nasycené nebo nenasycené. Prostfednictvim esterové vazby je na fosfat vazana dalsi molekula,
napt. cholin nebo ethanolamin. Fosfolipidy jsou tedy klicovymi slozkami poskytujici
liposomiim specifické vlastnosti, tj. zpisob zapouzdfeni slouCenin a funkcionalizaci. A protoze
fosfolipidy jsou hlavnimi slozkami bunéénych membran, mohou tak liposomalni membrany
béhem procesu uvolnovani koexistovat s membranami bunéénymi [21].

Cholesterol jakozto dalsi slozka liposomu hraje dulezitou roli pti piipravé a ve vyslednych
vlastnostech liposomt. Tato molekula se spolu s fosfolipidovym fetézcem, hydroxylovou
skupinou, ktera je blizka hydrofilni oblasti, a jejimi aromatickymi kruhy paralelnimi s fetézcem
mastné kyseliny ve dvojvrstve, ptizplisobuje, a to v dasledku hydrofobnich interakci. Dochazi
tak ke snizeni fluidity a propustnosti vody a také ke zvySeni rigidity. Cholesterol je tedy
dulezitou slozkou zajist'ujici stabilitu membran, jak bunéénych, tak i liposomalnich [21].

Vlastnosti liposomii mohou byt ovlivnény nejenom jejich slozenim, ale i velikosti,
povrchovym nabojem, poc¢tem lamel, povrchovou upravou a samotnym zptisobem jejich

piipravy [21].
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2.5.1 Klasifikace liposomii

Liposomy jsou obecné klasifikovany dle velikosti a poctu vrstev. Strukturné se velikost
liposomt mitize lisit, a to od velmi malych (25 nm) az po velké vezikuly. Krom¢ toho mohou
liposomy obsahovat jednu nebo vice dvojvrstvych membran. Na zakladé velikosti a poctu

dvojvrstev l1ze liposomy rozdélit do dvou zékladnich kategorii:
1. Multilamelarni vezikuly (MLV): MLV se vyznacuji pfitomnosti vice lipidovych

dvojvrstev.
2. Unilamelarni vezikuly (ULV): ULV lze také déle dé€lit do dalSich kategorii:
a. Velké unilamelarni vezikuly, coz je typ ULV obsahujici jednu lipidovou dvojvrstvu
o pruméru 1 000 nm.
Malé unilamelarni vezikuly, typ ULV s velikosti vezikul v rozmezi 20-200 nm.
Multivezikularni ¢astice, coz jsou Castice, které spadaji do kategorie ULV a obsahuji
nékolik vezikul o velikosti pod 1 000 nm [22].

2.5.2 Metody pro pripravu liposomii

Obecné veskeré zplisoby piipravy liposomovych Eastic zahrnuji tyto Ctyfi zadkladni faze:
vysu$eni lipidii (odpafeni organického rozpoustédla), dispergace lipidi ve vodném médiu,
purifikace ptipravenych liposomu a nakonec analyza kone¢ného produktu [23, 24].

Liposomy lze ptipravit pomoci nékolika konvenénich a novych technik. Rizné konvencni
techniky pfipravy liposomt, jako je technika odpafovani s reverzni fazi, injek¢ni techniky,
hydratacni metody, mikrofluidni metoda, hydratace tenkych vrstev (Banghamova metoda),
membranova extruze atd., jsou dobfe zndmy a zaznamenany. Mezi nové techniky pfipravy
fadime metody jako je ultrazvukova metoda, kterd byla pouzita v rdmci experimentalni ¢asti
prace, a superkritickd fluidni metoda. Mezi techniky pfipravy na bazi technologie
superkritickych  tekutin se fadi metoda superkritického antirozpoustédla (SAS)
a superkritického odparovani v reverzni fazi (SRPE) [22, 23].

2.5.2.1 Priprava liposomit pomoci ultrazvuku

Sonikace je jednoduchou a Siroce vyuzivanou metodou pro ptipravu liposomt. Vyuziva se
akustické energie ultrazvuku k oddé€leni velkych, multilamelarnich vezikul a agregati na mensi
unilameldrni ¢astice. Doba pilisobeni a intenzita tlakovych vin jsou kliCcovymi parametry
urcuyjicimi velikost pfipravenych vezikul. Efekt zmenSeni velikosti je zprostfedkovan
kavitacnimi jevy, které zahrnuji tvorbu, rist a implozivni kolaps mikrobublinek v médiu. Malé
bublinky rostou, dosahuji maximalni mozné velikosti a nasledné rychle kolabuji, ¢imz dojde
k uvolnéni vysoké energie. Uvolnéna energie generuje vysokotlaké a vysokorychlostni proudy
kapaliny. A pravé tyto jevy vznikajici v kapalin€ jsou zodpovédné za srazky mezi ¢asticemi
[22].

Existuji dvé sonika¢ni metody: sonikace sondou a sonikace typu lazn€. Obé tyto sonikacni
metody generuji liposomy s podobnymi vlastnostmi. Sonikace sondou funguje na principu
prenosu zvukové energie prostiednictvim kovové sondy (nejcastéji sonda z titanu). V procesu
sonikace je hrot sondy ponoten do disperze liposomt, kdy vlozené energie do lipidové disperze
je u této metody vysokd. Pro zmirnéni horkosti v sond¢, dasledek vyssi energie, musi byt
nadoba obsahujici disperzi lipidit umisténa do vodni 1azné. U sonikace typu lazné€ je fizeni
teploty obvykle snazsi [22, 24].
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2.5.3 Materialy pro pripravu liposomi

Vyse jiz byly uvedeny hlavni stavebni slozky liposomu, fosfolipidy a cholesterol. Hlavni
fosfolipidy pouzivané v liposomech jsou sdjovy lecitin, vajecni lecitin a mlécny fosfolipid.
Cholesterol je dulezitou slozkou zajist'ujici stabilitu liposomové membrany [22]. Liposomy
jsou tedy pln¢ biokompatibilni, avSak jejich nevyhodou byva niz$i stabilita a postupné
uvoliovani enkapsulovanych latek béhem dlouhodobého skladovani. Moznosti, jak zvysit
stabilitu liposomtl, je kombinace s jinymi slozkami, pfedevSim s biodegradovatelnymi
polymernimi slouceninami. A takovym materidlem, pozitivné¢ ovliviiujicim stabilitu, je
poly(3-hydroxybutyrat) (PHB). Kombinované PHB-liposomy mohou ovlivnit adhezi astic
nosice ke kuzi a fidit uvolfiovani aktivnich latek po uréitou dobu [25].

2.6 Nanovlakna

Nanovlékna jsou charakterizovana jako jednorozmérné nanomateridly a definovana jako vlakna
S minimalnim pomérem délky k tloust’ce. Jednd se o vyznamné materialy pro Sirokou skalu
vyzkumnych i komer¢nich aplikacich. Vyznacuji se totiz nékolika zajimavymi vlastnostmi,
jako je maly primér (1 000krat mensi nez prumér lidského vlasu), vysoky pomér plochy
povrchu k objemu, nastavitelna porovitost, flexibilni povrchové funkce a lepsi mechanické
vlastnosti, tj. tuhost a pevnost v tahu, ve srovnani s bézné pouzivanymi zakladnimi materialy
[26, 27]. Vyznamny dopad technologie nanovlaken je zplisoben dostupnosti Siroké Skaly
materiald, které lze pro vyrobu nanovlaken pouzit, véetné ptirodnich a syntetickych polymert,
kovi a oxidd kovi, uhlikovych a kompozitnich nanomateriald [27].

Nanovldkna jsou vynikajicim kandidatem zejména pro biomedicinské aplikace, vzhledem
k jejich vysokému poméru stran a schopnosti tvofit 3D-sitované struktury. Jsou vhodné pro
dodavani 1é¢iv, hojeni ran a tkanové inzenyrstvi [27].

2.6.1 Metody pro pripravu nanovliken

Pro ptipravu nanovldken jsou vyuZivany rizné vyrobni techniky, v literature byvaji uvadény
pod riznymi nazvy a klasifikacemi. Syntéza nanovlédken zahrnuje rizné chemické, mechanické
a optické metody [27, 28]. Techniky vyroby nanovlaken lze napiiklad klasifikovat jako piistupy
,bottom-up® (zvétSovani) a ,,top-down* (zmensovani). Pfistup bottom-up zahrnuje metody
syntézy, jako je mechanické mleti, vyfukovani roztoku, technika tazeni, lyofilizace, fyzikalni
depozice par (PVD), chemicka depozice par (CVD), samoskladani (self-assembly),
polymerizace a zvlakiniovani. Ptistup top-down zahrnuje metody jako je brouseni, rafinace nebo
fezani [27].

Zvlaknovaci techniky, pouZzité v rdmci experimentalni Casti prace, 1ze pak délit na techniky
elektrostatického zvlaknovani, které vyuzivaji elektrického napéti k fizeni morfologie vlaken,
a dalsi spradaci postupy, které pouzivaji jin€ sily, jako je stlaceny vzduch nebo odstredivé sily
[27].

2.6.1.1 Odstiedivé zvlakiiovani neboli forcespinning

Forcespinning je metoda, ktera k vyrobé nanovldken vyuziva mechanické sily jakozto hnaci
sily k roztaZeni taveniny nebo roztoku na vldkna. Odstfedivé zvlaknovani je zndmo pod mnoha
nazvy, véetné tryskového nebo silového otaceni [29]. Tato metoda je silnym kandidatem pro
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hromadnou vyrobu polymernich mikro- i1 nanovldken, kdy mezi vyhody odstfedivého
zvlaknovani spada vysoka rychlost vyroby, nakladova efektivita a neni potieba napéti [30].

Zakladni zafizeni pro odstfedivé zvlaknovani se skladd ze dvou zakladnich ¢asti,
zvlaknovaci trysky udrZzované v rotatoru, kde hnaci sila pochazi z odsttedivé sily, a kolektoru
(viz. Obrazek 3) [29].

Vldkna

\ Kolektor

Obrazek 3 Schématické zndzornéni zakladniho zarizeni pro odstredivé zvldkiovani,

Rotujici disk

prevzato a upraveno z [29]

Principem odstiedivého zvldknovani je pfivadéni polymeru ve formé taveniny nebo roztoku
z extrudéru nebo injekéni pumpy do rotujici komory o dvou nebo vice otvorech. Kdyz
odsttediva sila pfekond povrchové napéti v centralni rotacni trysce, proudy polymerniho
roztoku (tzv. trysky) vystupuji z otvord, prodluzuji se za doprovodu odpaiovani rozpoustédla,
az dokud vytvorena nanovlakna nedosahnou roviny kolektoru, kde se usadi [27, 29, 31].

Na primér nanovlaken maji vliv rizné parametry. Viskoelasticita kapaliny a rychlost rotace
hraji dalezitou roli v morfologii ziskanych nanovlaken. Dtlezité pro fizeni priméri nanovlaken
jsou parametry trysky, jako je jeji prumeér, délka a struktura. VIdkna s malymi praméry lze
ziskat tim, ze je ddna v¢EtSi vzdalenost mezi tryskou a kolektory. Mezi dal§i parametry
ovlivityjici velikost vlaken patii: thlova rychlost komory, konfigurace a polomé&r otvort a také
rychlost odpafovani rozpoustédla [27, 29].

Metodou forcespinning lze tedy dosdhnout vynikajici produktivity vlaken, a to diky vysoké
ucinnosti vysokorychlostni odstfedivé sily. Snadno se vytvari vlakna vyrovnand, nebot je
paprsek odstfedivou silou natazen v jednom sméru. AvSak odstiedivym zvladkiiovanim
ziskavame vlakna s vy$§imi pruméry, ve srovnani se zvlakinovanim elektrostatickym [29].

2.6.1.2 Elektrostatické zvlakiiovani neboli elektrospinning
Elektrostatické zvlaknovani vyuzivd k vytvareni velmi jemnych vldken -elektrostaticky
potencial charakterizovany vysokym napétim a nizkym proudem. Konven¢ni zafizeni pro
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elektrostatické zvlaknovani sestdva z vysokonapét'ového napajeciho zdroje, vodivého sbérace,
injek¢ni stfikacky s kapilarni jehlou nebo zvldknovaci tryskou a pumpy. Nastaveni Ize
uspotadat do vertikalni ¢i horizontalni polohy. Souc¢ésti vybaveni mize byt i vysokorozliSovaci
kamera pro vizualizaci vypuzeni polymeru zvlaknovaci tryskou. Kolektorem, tedy vodivym
sbéracem, muze byt jednoducha kovova deska [32, 33].

Celkovy proces se provadi za pouziti roztoku nebo taveniny polymeru. Polymer je Cerpan
zvlaknovaci tryskou, ktera je piipojena k vysokému elektrickému napéti, kdy kladné¢ nabity
roztok je pritahovan ke kolektorové desce ucinkem elektrického pole. Elektrickd sila je
generovana mezi dvéma elektrodami, pficemz jedna je pfipojena k trysce vytlacujici roztok
polymeru a druha k vodivému kolektoru [34]. Polymer v trysce, na kterou je aplikovano napéti,
se presouva piesnou rychlosti, tak aby se na Spicce vytvortila kulova kapka. Kdy aplikované
napéti indukuje tvorbu prebyteéného naboje na povrchu kapicky polymeru, pirebyte¢ny naboj
roztazeni tvaru zavésné kapicky (obvykle koule vytvofené povrchovym napétim). Se
zvySujicim napétim na zvldknovaci trysce roste také elektrostatické odpuzovani naboju
akumulujicich se na povrchu kapicky, které soutézi s povrchovym napétim. Jakmile
elektrostatické odpuzovani ptekona povrchové napéti kapicky, dojde k protazeni kapicky
a vytvoii se konicky tvar znamy jako Tayloriv kuzel. Iniciace paprsku zac¢ina od $picky kuzele.
Sily, které vyvolavaji tvoru Taylorova kuZele, jsou nepfimo fizeny pritokem a aplikovanym
napétim. Rovnovédha mezi témito dvéma parametry je dilezitd, nebot podporuje tvorbu
stabilniho proudu. Pokud existuje dostate¢na kohezni sila v polymerni kapaling, z Taylorova
kuZele jde stabilni proud, ktery umozni, aby se polymerni fetézce vzajemné protahly a vytvofily
tak jednotné vlakno. K ukladani vytvofenych vldken dochdzi na uzemnéném kovovém

kolektoru (viz. Obrazek 4). Proces je samoziejmé doprovazen odpafovanim rozpoustédla
[32, 33].
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Obrazek 4 Schéma sestavy zarizeni pro elektrostatické zvidaknovani. Tvorba Taylorova
kuzele na Spicce zvlaknovaci trysky, prevzato a upraveno z [34]

Proces elektrostatického zvlaknovani mize ovlivnit mnoho parametrd, véetné vlastnosti
roztoku (napf. koncentrace, viskozita, elektrickd vodivost, povrchové napéti a dielektrické
vlastnosti), fidicich proménnych (napt. sila elektrického pole, prutok polymerniho roztoku
a vzdalenost od trysky ke kolektoru) a okolnich parametrd, jako je napt. vlhkost a teplota.
Koncentrace polymeru v roztoku uréuje, zda jej 1ze elektrostaticky zvlaknovat do nanovlaken
a ma dilezity vliv na morfologii vlaken. Obecné plati, Ze zvySeni koncentrace roztoku zvysi
také pramér vlaken a jednotnost. Proces elektrostatického zvlakinovani navic vyzaduje pienos
elektrického naboje z elektrody na zvldknovaci kapku. Pro tvorbu nanovlaken je proto nezbytna
minimélni elektrickd vodivost. Elektricka vodivost je ovlivnéna typem polymeru
a rozpoustédla, koncentraci polymeru a teplotou. Reologické vlastnosti, zejména viskozita, také
ovliviiuji proces tvorby vladken. Vice viskdzni roztoky nemohou projit zvlakiiovaci tryskou
a roztoky s nizkou viskozitou zase neprodukuji vlakna [35].

2.6.2 Inkorporace lé¢ivych latek do nanovliken

VeétSina publikaci studujici vldknité matrice s obsahem léCiv preferuje piimé elektrostatické
zvlaknovani smési 1éCivo/polymer. Velka Cast zdjmu o pouziti smési 1écivo/polymer pro
elektrospinning pramenila z moznosti dosadhnout trvalého uvoliiovani 1é¢iva. Zapouzdieni
1é¢iva do nanovlakna poskytuje totiz ochranu a postupné uvoliovani 1éciva [34, 36].
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Zaclenéni 1éCiv do nanovlaken ptipravovanych pomoci elektrospinningu se provadi riiznymi
technikami. Nejjednodussim piistupem je zminéné pfimé smiseni 1éCiva a polymeru, kdy 1é¢ivo
a polymer jsou rozpusStény ve vhodném rozpoustédle a nasledné zvldknény. Sila interakce
1é¢ivo/polymer tidi profil uvoliovani spolecné s vlastnostmi rozpustnosti 1é¢iva. Nevyhody této
techniky jsou spojeny hlavné s pifitomnosti organického rozpoustédla, Casto schopného
denaturovat bioaktivni molekuly. Navic je obecné pozorovano nahlé uvoliovani 1é¢iva [32].

Mezi riznymi metodami pouzivanymi k pfidavani bioaktivnich Cinidel do elektrostaticky
piipravovanych nanovlaken, si znacnou pozornost ziskalo emulzni elektrostatické zvlaknovani.
Emulzni elektrostatické zvlaknovani umoziuje uspésné nanasSeni hydrofobnich 1 hydrofilnich
¢inidel a schopnost chrénit strukturalni integritu a bioaktivitu té€chto ¢inidel. Jedna se o pomérné
novou a jednoduchou techniku vyroby jez umoznuje elektrostaticky zvlaknovat roztoky typu
voda v oleji (v/0) ¢i olej ve vodé (o/v). Pti této metod¢€ je emulze elektrostaticky zvlaknovana
do strukturovanych vlaken typu jadro-plast v dusledku rozdilu tékavosti mezi dvéma
rozdilnymi fazemi, tj. jedna faze dispergovéna do druhé ve form¢ kapi¢ek. B&hem procesu
elektrostatického zvlaknovani se rozpoustédlo dispergované faze rychle odpaiuje a kapicky
emulze se pohybuji dovnitf a spojuji se v jadru vlaken [37, 38].

Dal$i moznosti inkorporace 1é¢ivych latek do nanovlédken je pouziti metody koaxialniho
elektrostatického  zvldknovani. Tato metoda je modifikaci tradi¢niho uspofadani
elektrostatického zvldknovani s jednou zvlaknovaci tryskou. Zde je vSak tato zvlakinovaci
tryska nahrazena dvéma koaxidlnimi kapilarami. Jde tedy o techniku tvorby nanovlaken typu
jadro-plast’ a mize byt modularni platformou pro plnéni riznych 1é¢iv do riznych oddild
vldkna. Také koaxidlni plnéni jediného lé¢iva do jadra s ptitomnosti plasté poskytuje velkou
vyhodu, obal totiZ plisobi jako fyzicka bariéra zabraiujici ndhlému uvolnéni 1éciva. U této
metody jsou hlavni nevyhody spojeny s optimalizaci parametru [32, 39].

Dalsi pfistup pro plnéni nanovldken lécivem zahrnuje povrchovou imobilizaci bioaktivni
molekuly po procesu elektrostatického zvlakinovani. Je tedy mozné vyhnout se jakémukoli
kontaktu aktivni molekuly s organickym rozpoustédlem, ¢imzZ se zabrani jakékoli neZzadouci
degradaci. AvSak dosaZeni del§iho pribéhu uvoliovani vyzaduje silnou nekovalentni vazbu
mezi lécivem a polymerem a obvykle proces sitovani [32].

2.6.3 Materialy pro pripravu nanovliken

Nanovldkna mohou byt pfipravena ze Siroké Skaly materidl, lze vyuzit jak piirodni
a syntetické, tak 1 hybridni polymery s riznymi fyzikalnimi, chemickymi a mechanickymi
vlastnostmi [40]. Neexistuje vSak zadny univerzalni standard pro vybér polymert aplikovanych
pro jednotliva nanovlékna, vybér zavisi vZzdy na zaddouci funkci nanovlaken. Rizné polymery
S riznymi molekulami a zdroji vedou ke znaénym rozdilim ve vlastnostech, jako je viskozita
zvldknovaciho roztoku, morfologie nanovldken, mechanickd pevnost, biokompatibilita
a fyzikalné-chemické vlastnosti [41].

V tomto desetileti se vSak dominance obnovitelnych zdrojii pfi pfipravé nanovlakennych
materiali drasticky zvysila, zejména diky jejich vlastnostem Setrnym k Zivotnimu prostiedi.
Mezi tyto obnovitelné zdroje patfi polymery, kterym byla vénovana pozornost z hlediska jejich
biokompatibility, biologické rozlozitelnosti a bioaktivity. Obecné lepsi biokompatibilitu maji
pfirodni polymery, avSak tém syntetickym nelze upfit snadnéjsi elektrostatické zvlaknovani
a vlakna s vynikajici mechanickou pevnosti. Pro ziskani maximalniho uZzitku téchto materiald,
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byva doporucena strategie kombinovat polymery, napt. chitosan nebo alginat zpracovat do
nanovlaken s pfidavkem polyethylenoxidu (PEO) ¢i polyvinylalkoholu (PVA) [28, 41]. Nize
jsou uvedeny a popsany nekteré z polymera pouzivanych pro tvorbu nanovlaken.

2.6.3.1 Alginat

Alginat je jednim z ptirodnich polysacharidi, které se nachazeji v bunéénych sténach hnédych
fas (rody Lamanaria a Macrocystis). Rovnéz muze byt produkovan i dvéma rody bakterii,
konkrétn¢ rody Azotobacter a Pseudomonas. Alginat se vyznacuje unikatnimi vlastnostmi,
napf. gelovaténim, coz umoziuje jeho pouziti v potravinaiském, polygrafickém
a farmaceutickém primyslu. Jedna se o linearni kopolymer slozeny z -D-mannuratu
a a-L-gulurondtu, které jsou spojeny 1-4 glykosidickymi vazbami. Zajem o vyuziti alginatu
k riznym aplikacim je diky jeho jedine¢nym hodnotnym vlastnostem, jako je jeho udrzitelnost,
biologicka odbouratelnost, biokompatibilita, antimikrobialni vlastnosti a vynikajici adsorpce
iontd. Pouziva se v riiznych formach, jako jsou nanocastice, mikrocastice a nanovlakna [42].

2.6.3.2 Chitosan

Chitosan, caste¢né N-deacetylovany derivat chitinu, sestava z D-glukosaminu a N-acetyl-
D-glukosaminu. Mnozstvi D-glukosaminovych jednotek urcuje stupenn deacetylace, bylo
prokazano, Zze deacetylace hraje dilezitou roli ve fyzikalné-chemickych a biologickych
vlastnostech chitosanu. A na rozdil od vétSiny ostatnich polysacharidii, aminoskupiny na
D-glukosaminovych jednotkéach se po rozpusténi ve vodném roztoku kyseliny octové protonu;i
a vytvari kationtovy polyelektrolyt. Tato jedinecna vlastnost umoZziiuje molekularnim fetézctim
chitosanu vytvaret elektrostatické komplexy nebo vicevrstvé struktury s jinymi syntetickymi
polymery, které maji zaporn€ nabité funkéni skupiny. Chitosan se typicky pouziva v riznych
biomedicinskych aplikacich, byly vyvinuty rizné scaffoldy na bazi chitosanu, které se
vyznacuji vybornymi mechanickymi vlastnostmi, biokompatibilitou a biologickou
odbouratelnosti. Bylo také prokazano, ze podporuje hemostazu a urychluje proces hojeni ran,
a to jak v in vitro, tak in vivo studiich. Navic jeho schopnost gelovaténi, kladny naboj, tvorba
filmu a pfilnavost ke tkdnim z néj ¢ini idealniho kandidata pro zminéné biomedicinské aplikace.
Konkrétné se vyuziva antimikrobialnich vlastnosti nanovldken na bazi chitosanu pfipravenych
pomaoci elektrospinningu pro hojeni ran [33, 43].

2.6.3.3 Polyhydroxybutyrdt

Polyhydroxybutyrat (PHB), bioplast objeveny na poc¢atku 20. let 20. stoleti v bakteriich, patii
do rodiny polymert znamych jako polyhydroxyalkanoity (PHA). B&hem poslednich tii
desetileti byly zkoumany fyzikalné-chemické vlastnosti této nové ttidy biopolymert a byly
odhaleny nesc¢etné vyhody pii pouziti PHA jako biomateridlti v medicinskych aplikaci, a to diky
vlastnostem, jako je jejich biokompatibilita, mechanicka stabilita, pevnost a biologicka
rozloZitelnost za fyziologickych podminek bez vzniku toxickych degradacnich produkti
[44, 45].

Co se tyc¢e samotného PHB, je produkovan mnoha prokaryotickymi mikroorganismy, které
jej ukladaji intracelularné jako zdroj energie. Pro komer¢ni produkci PHB jsou vétSinou
pouzivany heterotrofni bakterie. Dal§imi producenty PHB jsou pak sinice, jmenovité se jedna
0 tato fotosynteticka prokaryota: Nostoc muscorum, Synechococcus sp., Aulosira fertilissima

24



a dalsi. Rtizné mikroorganismy produkuji PHB o molekulové hmotnosti v rozmezi od 10° do
10° Da. PHB ziskany z zivych bunék je biologicky odbouratelny termoplast s pozoruhodnou
podobnosti s polypropylenem. Jedna se o polymer, ktery je ve vodé nerozpustny, vuci
kyselinam a zasadam je vSak méné¢ odolny. Je tedy netoxicky, biodegradovatelny
a biokompatibilni diky ¢emuz je vyuzivam zejména v oblasti tkdnového inzenyrstvi. Lze jej
pouzit jako trojrozmérné leSeni umoznujici regeneraci poskozené kize [45].

2.6.3.4 Zelatina

Zelatina je levny, vysoce biokompatibilni, biologicky odbouratelny, netoxicky, neimunogenni
a nedrazdivy biopolymer ziskany ¢astecnou hydrolyzou piirodniho kolagenu, zatimco kolagen
je nejhojng&j$im proteinem v extracelularni matrix a lidském téle. Zelatinova nanovlakna, diky
svému biologickému pivodu a uvedenym vlastnostem, mohou poskytnout bezpecny a dobie
fungujici konstrukt pro tkafiové inzenyrstvi. Zelatina byla a je $iroce pouzivana pro piipravu
trojrozmérného leSeni uzivaného v oblasti farmacie a mediciny, a to kvuli jeji zvySené
biokompatibilité ve srovnani se syntetickymi polymery [34, 46, 47].

Scaffoldy z Zelatinovych nanovlaken pfipravované metodou elektrostatického zvlaknovani
jsou rozpustné ve vodé, a proto pro dlouhodobé biomedicinské pouziti musi byt zesitovany.
Sitovaci Cinidla a sitovaci techniky se pouZzivaji v zavislosti na pozadovanych vlastnostech
vysledného produktu [47].

2.7 Nanovliakna s inkorporovanymi liposomy
Jak uZ bylo zminéno, liposomy si ziskaly Sirokou pozornost jako nosice terapeuticky aktivnich
slou€enin. Liposomy vzhledem ke svym strukturnim vlastnostem nabizeji nékolik vyhod oproti
jinym nosi¢ovym systémum, jako je schopnost nést hydrofobni 1 hydrofilni slouceniny, vysoka
ucinnost enkapsulace, biokompatibilita a schopnost transportu pies bunéné membrany.
Nicméné konvencni liposomy jsou termodynamicky nestabilni systémy, jsou nachylné
k agregaci, fuzi, degradaci nebo hydrolyze, coz vede ktniku zachycenych sloucenin.
Nevyhody pak také shleddvame 1 u nanovldken, konkrétné u pfipravy nanovlaken
s kompatibilnimi proteiny. Nedavny pokrok pii piipravé nanovlakenného systému s proteiny
sice zlepSil zachovani proteinové aktivity, avSak proteiny stile zlstdvaji v polymernich
roztocich a nejsou ve svém pfirozeném vodném mikroprostiedi. Tento nedostatek 1ze vyfesit
praveé pomoci liposom, které jsou schopny zapouzdfit vodny roztok [48, 49].

Integrace liposomu a biopolymert ptedstavuje rovnéz slibnou strategii pro zlepsSeni in vitro
a in vivo vykonnosti liposomi. Jako druha generace liposomu byly v posledni dobé vyvinuty
hybridni systémy biopolymer-liposom s klicovymi vlastnostmi biokompatibility a biologické
rozlozitelnosti. Jednim ze studovanych systému biopolymer-liposom jsou povrchové
modifikované liposomy. DalSim typickym hybridnim systémem jsou naopak liposomy
zaclenéné do biopolymeru. Liposomy vSak Casto byvaji zapouzdieny V riznych polymernich
matricich, jako jsou hydrogely, filmy a nanovlékna. Tyto hybridni systémy nejenze zachovavaji
strukturalni integritu a funkce zachycenych liposomd, ale maji také synergické tcinky dvou
odliSnych platforem pro dodavani aktivnich latek, které mohou nabidnout jedinecné vyhody.
Kombinace liposomtll s polymernimi scaffoldy, jako jsou napf. nanovldkna, by mohla tedy
piekonat omezeni konvencnich liposomt a rozsitit jejich vyuziti v biomedicinském inZenyrstvi.
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Konkrétné by se pouzitelnost liposomii mohla uplatnit v obvazech na rany, tkénovém
inzenyrstvi a topické 1éEbé nemoci [48, 49].

2.8 Aktivni latky v krycich materialech na rany

Mnohokrat jiz bylo zminéno, Ze terapie koznich ran je klicovou oblastni vyzkumu vzhledem
k dulezité funk¢ni a estetické roli této tkané. KdyZ dojde k naruseni kiize, bakterie mohou brzy
infiltrovat do spodnich tkani, coz muze vést k Zivot ohrozujicim infekcim. K feSeni takovych
patologickych stavil je nezbytna Gc¢inna 1é¢ba. Nedavno se objevily obvazy na rany s obsahem
antimikrobialnich ¢inidel jako moznosti, jak snizit bakterialni kolonizaci rany a infekci, aby se
zlepsil proces hojeni rany [50]. Dalsi hlavni ¢asti pozorné péfe o rany je sniZeni bolesti,
k cemuz jsou vyuzivana analgetika. Bolest v ran¢ se 1é¢i predevsim systémové aplikovatelnymi
analgetiky, ktera mohou piivodit i rizné vedlejsi G€inky. Je vSak mozné vyuzit lokalni 1écby
pomoci obvazi s analgetiky [51].

2.8.1 Latky s antimikrobialnim u¢inkem

Antimikrobidlni latka je definovana jako pfirodni nebo synteticka latka, kterd zabiji nebo
inhibuje rast mikroorganismd, jako jsou bakterie, houby a fasy. Piikladem antimikrobidlnich
slouCenin jsou antibiotika, kterd slouzi jako ucinna terapie proti riznym typum infekci
zpusobenych gramnegativnimi a grampozitivnimi bakteriemi [52, 53, 54].

Mnoho studii odhalilo, ze riizna bakteriostaticka nebo baktericidni antibiotika mohou
napomahat uzavieni rdny. Je také zndmo, Ze nespocet antibiotik je ucinnych proti
mikroorganismiim zpisobujici infekci, k vyrobé obvazii s antimikrobidlnim uc¢inkem vSak
zatim byli vyuZity pouze chinolony, tetracykliny, aminoglykosidy a cefalosporiny. Tyto ¢tyfi
tiidy antibiotik mohou branit nékterym funkcim anebo metabolické draze bakterii
prostfednictvim jedné znasledujicich cest: inhibice syntézy bakteridlni bunécné stény,
zablokovani klicovych metabolickych drah, inhibice syntézy proteinti a inhibice syntézy
nukleovych kyselin [55]. Vybranym antibiotikem, pouzitym pfii pfipravé krytli na rany, je
ampicilin, ktery je popsan niZe.

2.8.1.1 Ampicilin

Ampicilin je semisynteticky derivat penicilinu. Beta-laktamové antibiotikum U¢inné proti
grampozitivnim 1 gramnegativnim bakteriim. Uvadi dobrou minimalni inhibi¢ni koncentraci
(MIC) proti vétsing 1ékaisky dilezitych mikroorganismu, jako je S. aureus, Escherichia coli
a Streptococcus pneumoniae. Pouziva se pii 1é€bé stievni horecky, infekci dychacich cest,
infekci mocovych cest, infekei kiize a mékkych tkani. Ampicilin se také pouziva v kombinaci
S jinymi antimikrobialnimi latkami (aminoglykosidy, inhibitor B-laktamézy), aby se zlepSila
jeho uc¢innost anebo se snizil rozvoj 1€kové rezistence. Tyto kombinace jsou uzitecné pii
empirické 1écbé Siroké skaly komplikovanych infekcei [56, 57].

2.8.2 Latky tlumici bolest

Analgetika, bézn¢ znama jako 1éCiva zmirnujici bolest, jsou latky, které plisobi riznymi
zpusoby k uleveé od riznych typl bolesti pocitované v téle, aniz by ménily smyslové vnimani
a védomi nebo blokovaly vedeni nervovych vzruchi. Mezi volné prodejna analgetika patii

-----

(NSAID). VétSina protizanétlivych analgetik je odvozena z téchto sloucenin: kyseliny
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salicylové a fenacetinu. Kyselina acetylsalicylova neboli aspirin je odvozena od kyseliny
salicylové a je nejrozsifenéjSim analgetikem. Acetaminofen, ktery je odvozen od fenacetinu,
také je fazen mezi NSAID zahrnujici ibuprofen, naproxen a fenoprofen. Aspirin i NSAID
inhibuji syntézu prostaglandinti, které indukuji reakce v mistni tkani, které¢ zahrnuji bolest
i zanét [58, 59].

2.8.2.1 Ibuprofen

Ibuprofen je tradicni nesteroidni protizanétlivé lécivo, které je Siroce pouzivané pro své
analgetické, protizanétlivé a antipyretické vlastnosti. Jako vétSina NSAID se podava jako
racemickad smés R a S enantiomert, pfi¢emzZ za jeho farmakologickou aktivitu je z velké ¢asti
odpovédny S- forma. Ibuprofen piisobi jako reversibilni inhibitor enzyma cyklooxygenazy
prostiednictvim sterické zdbrany, ¢imz se snizuje hladina prostaglandint (vedouci ke zmirnéni
bolesti, horecky a akutnich z&nétlivych reakci). Ibuprofen je tedy indikovan pacientim ke
zmirnéni jejich bolesti ¢i zanétu, véetné bolesti hlavy, svali, zad a sniZzeni horecky [60, 61].

2.9 Testy bezpecnosti krycich materiala
Zda se, Ze dnes je svét stale vice vystaven rizikiim a nebezpeci, zejména v souvislosti s vyrobou,
distribuci a pouZivanim zdravotnickych produktl, které mohou casto piedstavovat rizika pro
obyvatelstvo. Rizika a Skodlivé U¢inky souvisejici s pouzivanim zdravotnickych produkti,
technologii a sluzeb mohou byt zpiisobeny vyrobnimi vadami, nespravnymi ptedpisy nebo
umyslnym nezdkonnym jednanim ze strany vyrobct, prodejct a poskytovatell sluzeb. Nekteré
produkty maji urCity stupen inherentniho rizika nebo nebezpeci, proto je nezbytné piisné
sledovani jejich vyroby, distribuce a pouziti. Navic s neustalym vyvojem ve véd¢ a technologii
by tato zafizeni méla pfed pouzitim v klinickém prostiedi projit mimo jiné testovanim na
biokompatibilitu nebo cytotoxicitu, senzibilizaci, intradermalni podrazdéni, akutni toxicitu
a spoustu dalSich testt, aby bylo zajisténo jejich bezpecné a efektivni pouziti u lidi [62].
Biokompatibilita se tykd zdravotnickych prostfedkl ve specifickém prostiedi a umisténi
hostitele, jejich schopnosti vzajemné reagovat pii pifimém nebo nepfimém kontaktu
S hostitelem, biologickych vlastnosti zdravotnického prostredku ve statickém stavu,
dynamického procesu zmén in vivo a schopnost tolerovat vSechny hostitelské systémy pii
zachovani relativni stability, bez vylou€eni a destrukce. Podle Mezinarodni organizace pro
normalizaci (ISO) musi byt tedy zdravotnické prostiedky podrobeny pfisnému testovani, a to
z divodu zajisténi jejich biokompatibility pfi jejich kontaktu s télem. Novy zdravotnicky
prostiedek musi pfed vstupem do klinického prostfedi projit vySe zminénymi testy, jako je
cytotoxicita, senzibilizace atd. Z testti biokompatibility je cytotoxicita preferovana jako pilotni
test a jako dulezity indikéator pro hodnoceni zdravotnickych prostfedkil. Naptiklad nanocastice
jakozto jedny z nejpouzivanéjSich systému v biomedicinskych aplikacich musi byt netoxicke,
biokompatibilni, neimunogenni a stabilni ve fyziologickych médiich. Cytotoxicita je proto
vyznamnym faktorem pro biomedicinské cile, zejména pro jejich in vivo aplikace, tj. biosenzory
nebo nosice 1éCiv. Lidé totiz mohou byt nanocasticim vystaveni rtiznymi zplsoby, at' uz
prostiednictvim inhalace, poziti, dermalni aplikace nebo injekéné€. Stanoveni bezpecnostniho
profilu je tedy nutné a tyka se to napf. i oblasti kosmetiky, pfed uvedenim nové kosmetické
piisady na trh musi vyrobci stanovit jeji bezpecnost. Tyka se to také oblasti biotechnologii,
piesnéji jejiho prilomu ve vyvoji biomateriali a bioprodukti pro pouziti jakozto
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zdravotnickych prostiedkd, jako jsou zafizeni vyvinuta K regeneraci tkani a poskytovani
fizeného uvolnovani 1é¢iv [62, 63, 64, 65]. Konkrétnim piikladem jsou obvazy na rany, které
jsou toxické pro mikrobialni buniky a mohou tedy byt toxické i pro kozni buiky. Kryty na rany
vykazujici cytotoxicitu mohou ovlivnit buiiky riiznymi zpiisoby. Bunky mohou piestat rast
a délit se, v dusledku bunécné lyzy se miize zvysit nekréza. VSechny tyto ucinky snizuji
bunécnou zivotaschopnost, proliferaci a mobilitu, coz zpomaluje hojeni ran [66].

2.9.1 Testy cytotoxicity in vitro

Test cytotoxicity, jeden z biologickych hodnoceni a screeningovych testi, vyuziva tkanové
buriky in vitro ke sledovani bunééného rustu, reprodukce a morfologickych w¢inka
zdravotnickych prostfedkl. A vzhledem k rozmanitosti zdravotnickych prostfedki, variabilité
prostfedi téla a slozitosti interakce mezi télem a zdravotnickymi prostfedky, nebyla dosud
stanovena jednotna metoda hodnoceni cytotoxicity. Testli shledavame hned nékolik [64].

2.9.1.1 Méieni laktatdehydrogendazy (LDH test)

Cytotoxicky ucinek se hodnoti na zdkladé méfeni hladiny laktitdehydrogenazy (LDH).
Laktatdehydrogenaza je stabilni cytoplazmaticky enzym ptitomny ve vSech buiikdch. LDH se
rychle uvoliiuje z bunécné cytoplazmy do kultivaéniho média v disledku poskozeni bunécné
membrany a lyzy bunék. Z tohoto diivodu je LDH test Siroce pouzivanym kvantitativnim testem
toxicity riznych molekul a 1é¢iv. Méfeni je zaloZeno na hodnoceni schopnosti LDH oxidovat
kyselinu mlé¢nou na kyselinu pyrohroznovou. Narust aktivity LDH v supernatantu bunéénych
kultur ukazuje vztah s procentem mrtvych bunék (zvysena cytotoxicita koreluje se zvySujicim
se obsahem mrtvych bunék) [67, 68].

Test cytotoxicity je zalozen na binarnich reakci. Prvnim znich je redukce NAD" na
NADH/H* katalyzovana LDH pfeménou laktatu na pyruvat. V nasledujicim kroku enzym
diafordza vyuzivd nové vytvorené NADH/H® ke katalyzovani redukce tetrazoliové soli
(napf. tetrazoliova sul INT 2-[4-jodfenyl-3-[4-nitrofenyl]-5-fenyltetrazochlorid) na vysoce
zbarveny produkt formazan. Rozpustny formazan vykazuje absorpéni maximum pfi vlnoveé

délce 550 nm, zatimco Zluty roztok tetrazoliové soli INT neabsorbuje pfi této vinové délce
[67, 68].

, LDH ,
PYRUVAT < LAKTAT
NADHH™ NAD™

k 5
TETRAZOLIOVA B N
o~ e FORMAZAN

Obrazek 5 Reakce, které jsou zakladem kvantitativniho LDH testu, prevzato a upraveno

z [68]

28



2.9.1.2 MTT test

Mg¢feni aktivity mitochondrialni dehydrogenazy, znamé také jako 3-bromid (4,5-dimethyl-2-
thiazolyl)-2,5difenyl-2H-tetrazolium test (MTT test), zajiSt'uje rychlé vyhodnoceni proliferace
bun¢k. MTT test je v soucasnosti nejbézn€ji pouzivanou kolorimetrickou metodou pro
hodnoceni cytotoxicity. Hlavni princip je nasledujici, mitochondridlni dehydrogenaza ptitomna
V mistech cytochromu b a ¢ zivych bunék miize $tépit tetrazolovy kruh, vznikly zZluty ve vodé
rozpustny MTT je pak redukovan za vzniku purpurového krystalického formazanu. Tato latka
je rozpustna v dimethylsulfoxidu a dalSich organickych rozpoustédlech, ve vodé se vSak
nerozpousti. Mnozstvi vytvofenych krystali pozitivné koreluje s poctem bunék a jejich
aktivitou. Namétena hodnota absorbance (optické hustoty) odrazi pocet bunck a metabolickou
aktivitu [62, 64, 69].

@
Br HBr

=N
N:@)*N +2H =N
<:> <N,N <:> <N,NH

MTT MTT formazan

Obrdazek 6 Chemicka struktura MTT a jeho redukce na formazan [70]

2.9.2 Test ,hojeni ran“ in vitro

Scratch test neboli test Skrabani in vitro je pfimou a ekonomicky vyhodnou metodou pro
studium migrace in vitro. Tento test se Casto pouZziva k testovani migrace bunék. Migrace je
dilezity proces, ktery ovliviiuje n€kolik fyziologickych aspekti. Pii hojeni ran migrace
usnadiiuje reepitalizaci bun€k. A pravé studium kolektivni migrace bun€k ve dvourozmérné
konfluentni monovrstvé ve vysoce kontrolovanych podminkach in vitro umoziuje
vyzkumnikiim simulovat a zkoumat kritické mechanismy piisobeni zahrnuté v procesu.
Existuje sice argument, zda lze test, tj. vytvofeni umé¢lé mezery tzv. Skrabani na splyvajici
umoziuje modelovani a testovani pohybu bun€k za dobie definovanych podminek. Tento test
je vhodny pro typy bun¢k, jako jsou keratinocyty a kozni fibroblasty, které vykazuji kolektivni
migraci [71, 72, 73].

Tato technika zahrnuje vytvofeni linedrniho tenkého vrypu ,rany* (vytvofeni mezery)
V splyvajici bunéné monovrstvé a nasledné zachycovani snimkii bunék vypliujici ranu
Vv pravidelnych ¢asovych intervalech. Poté je mozné analyzovat snimky a kvantifikovat migraci.
Test je Casove narocnéjsi, jeden az dva dny jsou potfeba k vytvotfeni bunééné monovrstvy a poté
8 az 18 hodin na migraci bun¢k k uzavieni rany [72, 73].
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splyvajici buné¢na Skrabnuti uzavirani vytvofené rany
monovrstva

Obrazek 7 Zjednodusené schéma scratch testu, kolektivni migrace bunék ve splyvajici
bunécné monovrstve, prevzato a upraveno z [14]
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3 CIL PRACE
Cilem ptedlozené diplomové prace byl vyvoj nanovlakenného materialu S integrovanymi
liposomovymi Casticemi a obsahem terapeutik, ktery by mohl slouzit k terapii ran. Hlavnim
zamétenim této prace byla charakterizace pripravenych materiald, kdy velmi dilezitou soucasti
bylo stanoveni bezpecnosti ptipravenych krytl za vyuziti lidskych koznich bunck.

V ramci prace byly feSeny nasledujici dil¢i cile:

1.

ok~ wn

Zpracovani reSerSe na dané téma

Ptiprava riiznych nanovldkennych kryti s obsahem liposomi
Charakterizace piipravenych krytt

Testovani interakce ptipravenych krytii s humannimi buitkami
Vyhodnoceni vysledki a diskuse
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité mikroorganismy

V této praci byly pro stanoveni antimikrobialniho u¢inku zvoleny dva bakterialni kmeny,
Eshcerichia coli (CCM 8270) a Staphyloccocus epidermidis (CCM 4418). Zminéné bakterialni
kultury byly ziskany z Ceské sbirky mikroorganismii Masarykovy univerzity v Brng.

4.2 Pouzité buné¢né kultury

Ptipravené materidly v této praci byly testovany v ramci cytotoxicity, veskeré provedené testy
byly za vyuziti humannich bunék HaCaT Human keratinocytes cell line pochazejicich ze sbirky
buné¢nych kultur Cell Lines Service z Eppelheim v Némecku.

4.3 Pouzité pristroje a pomiicky

YVVVYVVYVYVVYVYVYVYYYVYY

Analytické vahy, Boeco (Némecko)

Automatickeé pipety, Biohit (Némecko) a Discovery (Némecko)

Biohazard box, model Airstream tiidy 1I-ESCO, Biotech (Ceska republika)
CellCulture CO> inkubator, ESCO (Némeco)

Centrifuga Sartorius, Biotech (Ceska republika)

Kapalinovy chromatograf

Koloidni DLS analyzator ZetaSizer Nano ZS, Malvern (Anglie)

Magneticka michac¢ka s ohievem, Lavat — Verkon (Ceska republika)

Predvazka Kern 440-32, Kern & Sohn GmbH (Némecko)

Rotac¢ni zvlaknovaci zatizeni

Spektrofotometr Helios y, Unicam (Anglie)

Svételny inverzni biologicky mikroskop I-100 L-Scientific, Laboserv (Ceska republika)
Temperovana tiepacka Heidolph Inkubator 1 000, Labicom (Ceska republika)
Ultrazvukovy homogenizator Bandelin Sonoplus HS3200, Sonorex Technik (Némecko)
Vortex, TK3S, Kartellspa (Spojené staty americké)

Zatizeni pro elektrostatické zvlaknovani

4.4 Pouzité chemikalie

"
N
[N

YVVVVN VVVYVYVYVYi

Pouzité chemikalie pro pripravu a charakterizaci liposomovych ¢astic
Acetonitril, Penta (Ceska republika)

Chlorid sodny, Lach-Ner (Ceska republika)

Chloroform, Lach-Ner (Ceska republika)

Cholesterol, Sigma-Aldrich (Némecko)

Kyselina trifluoroctova, P-Lab (Ceska republika)

L-a-fosfatidylcholin, Sigma-Aldrich (Némecko)

Pouzité chemikalie pro pripravu a charakterizaci nanovlakennych kryti
Acetonitril, Penta (Ceska republika)

Alginat sodny, Sigma-Aldrich (Anglie)

Chloroform, Lach-Ner (Ceska republika)

Dimethylsulfoxid, Sigma-Aldrich (Némecko)
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Kyselina octova, Lach-Ner (Ceska republika)
Polyethylenglykol, Sigma-Aldrich (Anglie)
Polyhydroxybutyrat, Biomer (Némecko)
Tetraethylamonium bromid, Sigma-Aldrich (Anglie)
Triton-X-100, Sigma-Aldrich (Anglie)

Zelatina, Penta (Ceska republika)

Pouzité chemikalie pro kultivaci mikroorganismii
BHI médium, Himedia (Indie)
NB médium, Himedia (Indie)

Pouzité chemikalie pri testech na humannich buiikach
Antibiotic-Antimycotic 100X (Biosera), Biotech Némecko
Chlorid draselny, LachNer (Ceské republika)

Chlorid sodny, LachNer (Ceska republika)
Dihydrogenfosforeénan draselny, LachNer (Ceska republika)
2,4-dinitrofenylhydrazin, Sigma-Aldrich (Némecko)

DMEM medium, Sigma-Aldrich (Anglie)

Dodecylsiran sodny, Serva (Némecko)

Fetélni bovinni sérum (FBS), HyClone (Spojené staty americké)
Kyselina chlorovodikova, Penta (Ceska republika)

MTT, Duchefa Biochemie (Holandsko)

NADH, WVR (Spojené staty americké)

Pyruvat sodny, WVR (Spojené staty americke)

Trypsin, Versene EDTA, P-Lab (Ceska republika)

VVVVYVVVVVVVVVE VV®W VVVVYVYY

Y

4.4.5 Pouzité aktivni latky
Materialy, které byly pfipravovany za Ucelem kryti ran, byly doplnény o tyto aktivni latky:
ampicilin (Sigma-Aldrich, Anglie) a ibuprofen (Sigma-Aldrich, Anglie).

4.5 Priprava liposomovych ¢astic

Liposomy byly pfipraveny metodou sonikace, pomoci tyCového ultrazvukového
homogenizatoru. Celkem byly ptipraveny dva druhy ¢astic, liposomy z lecitinu a cholesterolu
a kombinované liposomy s PHB, tj. liposomy z lecitinu, cholesterolu a polymeru PHB. Oba
druhy ¢astic byly pfipraveny s ptidavkem aktivni latky, bud’ s ptfidavkem antibiotika ampicilinu
nebo analgetika ibuprofenu.

Liposomy bez piidavku PHB byly pfipravovany z cholesterolu a lecitinu v poméru 1 : 9. Do
kadinek o obsahu 10 ml destilované vody bylo vzdy pfidano 90 mg lecitinu, 10 mg cholesterolu
a Vv ptipadé¢ Castic s aktivni latkou bylo pfidano 10 mg této latky. Takto pfipravend smés byla
sonifikovana pomoci sondy po dobu 1 minuty v deseti sekundovych intervalech, tak aby
nedoslo k nadmémému zahtivani vzorku. Rovnéz bylo vyuzito chladici 1azné pro zmirnéni
horkosti v sondé.

U piipravy kombinovanych liposomu s polymerem PHB bylo vyuzito chloroformu jakozto
rozpoustédla. Vzdy bylo 10 mg cholesterolu, 60 mg lecitinu a 30 mg dané¢ho polymeru
rozpusténo v 1 ml chloroformu. Roztok byl nasledné pridan do kadinky k 10 ml destilované
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vody. Aktivni latka byla piidana opét v mnozstvi 10 mg. Obsah kadinky byl poté sonifikovan
opét po dobu 1 minuty v deseti sekundovych intervalech. Nakonec chloroform obsazeny
Vv liposomové suspenzi byl odpaien za vyuziti magnetické michacky s ohfevem.

Celkem byly tedy pfipraveny Ctyfi rizné typy cCastic liSici se obsahem aktivni latky nebo
piidavkem PHB. Konkrétni slozeni jednotlivych typt liposomovych castic je uvedeno
v tabulce 1.

Tabulka 1 SlozZeni jednotlivych typii pripravenych Cdstic

losk mnozstvi
Sozka liposomy ¢. 1 | liposomy ¢&. 2 | liposomy €. 3 | liposomy ¢. 4
cholesterol 10 mg 10 mg 10 mg 10 mg
lecitin 90 mg 90 mg 60 mg 60 mg
PHB / / 30 mg 30 mg
ampicilin 10 mg / 10 mg /
ibuprofen / 10 mg / 10 mg
destilovana voda 10 ml 10 ml 10 ml 10 mi

4.6 Charakterizace liposomovych castic

Soucasti charakterizace liposomovych ¢astic bylo stanoveni enkapsula¢ni ucinnosti, velikosti
a distribuce velikosti Castic, stanoveni zeta potencidlu pfipravenych Castic a také stanoveni
postupného uvoliiovani aktivnich latek z ¢astic. Analyza mnozstvi aktivnich latek (ampicilinu
a ibuprofenu) byla provedena pomoci spektrofotometrie a rovnéz i citlivéjsi metody HPLC.

4.6.1 Stanoveni enkapsula¢ni uéinnosti
Z pripravenych liposomovych suspenzi byl vzdy odebran 1 ml do zkumavky typu Eppendorf,
ktery byl centrifugovan po dobu 5 minut pii 6 000 ot/min (z diivodu usazeni nejvétsich ¢astic).
Supernatant byl odpipetovan do nové Cisté zkumavky a opét centrifugovan. Druha centrifugace
probihala po dobu 60 minut pfi 11 000 ot/min. Po odliti supernatantu byly ziskany liposomy
a supernatant byl pouzit ke stanoveni enkapsula¢ni ucinnosti, kterd byla stanovena
spektrofotometricky (viz. 4.6.1.1) i pomoci HPLC (viz. 4.6.1.2). Ziskané castice byly
rozsuspendovany v 1 ml destilované vody ¢i v 1 ml fyziologického roztoku, dle zplsobu
charakterizace.

Enkapsula¢ni G¢innost byla stanovena na zakladé stanoveni mnozstvi 1é¢iva v supernatantu
a odecteni této hodnoty od celkového mnozstvi 1é¢iva. Vypocet enkapsulaéni i€¢innosti (%) byl
proveden dle niZze uvedené rovnice (1).

EU (%) celkové mnozstvi 1é¢iva — mnozstvi 1éCiva ve volné formé
0) = .

100 1
celkové mnozstvi 1éciva )

4.6.1.1 Stanoveni enkapsulacni ucinnosti pomoci spektrofotometrie
Stanoveni obsahu aktivnich latek (ampicilinu a ibuprofenu) s vyuzitim spektrofotometrie
vyzadovalo nejprve sestrojeni kalibra¢ni ptimky a ziskani kalibra¢ni rovnice pro vypocet
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mnozstvi danych aktivnich latek, cemuz piedchazelo zjisténi absorpénich maxim téchto latek.
Absorpéni maxima byla ziskdna proméifenim absorpcnich spekter terapeutik v rozmezi
vlnovych délek 200-600 nm. Kalibraéni kiivka pak byla stanovena proméfenim absorbanci
kalibraénich roztoku, pfi jiz stanovenych vinovych délkach (260 nm pro ampicilin a 264 nm
pro ibuprofen). Konkrétné byly pro kalibraci vytvofeny koncentra¢ni fady roztokd ampicilinu
v rozmezi 0,2-1,4 mg/ml a ibuprofenu v rozmezi 0,2-1,8 mg/ml. Ze ziskanych kalibra¢nich
rovnic bylo jiZ mozno stanovit mnozstvi ampicilinu nebo ibuprofenu v daném roztoku.

Aby tedy byla stanovena enkapsulac¢ni ucinnost, byla zméfena absorbance odebraného
supernatantu po druhé centrifugaci (60 minut, 11 000 ot/min) a pomoci kalibra¢ni rovnice byla
ziskana koncentrace dané aktivni latky. Dosazenim do rovnice (1) byla stanovena enkapsula¢ni
ucinnost (%).

4.6.1.2 Stanoveni enkapsulacni ucinnosti metodou HPLC

Analyza pomoci HPLC byla provedena u vzorku ziskanych stejnych zpisoben jako
u spektrofotometrického stanoveni popsaného v predchozi kapitole 4.6.1.1. Byl tedy proméien
odebrany supernatant ziskany po druhé centrifugaci. Veskeré vzorky bylo vSak nutno pted
analyzou vhodné nafedit a prefiltrovat pies nylonovy filtr s pory o velikosti 0,45 um. Vzorky
ptipravené do vialek bylo zapotiebi pfed stanovenim odplynit v ultrazvukové lazni.

Pro vypocet mnozstvi aktivnich latek bylo tfeba sestrojit kalibra¢ni pfimky a nasledné ziskat
kalibraéni rovnice. Stanoveni kalibra¢ni pifimky ampicilinu bylo provedeno v rdmci
experimentalni prace loniské diplomové prace [78], rovnice pro stanoveni tohoto antibiotika
byla tedy pfevzata. Kalibra¢ni rovnice pro zjisténi obsahu ibuprofenu byla stanovena na zékladé
proméfeni piipravené koncentra¢ni fady ibuprofenu v rozmezi 0,1-0,9 mg/ml a sestrojeni
kalibracni ptimky jakoZto zdvislosti zintegrované plochy piku na koncentraci dan¢ho roztoku
ibuprofenu. Hodnoty enkapsula¢ni uéinnosti byly ziskany dosazenim stanovenych hodnot
koncentraci do rovnice (1).

Chromatografické podminky analyzy, vcetn¢ parametri kolony, jsou uvedeny
v tabulce 2 a 3.

Tabulka 2 Chromatografické podminky pri analyze ampicilinu

kolona Kinetex 2,6 um C18 100 A, 150 x 4,6 mm
nastfik vzorku na kolonu 20 pl
teplota kolony 25 °C
pouzité mobilni faze A) 0,01% TFA; B) ACN
pratok mobilni fize 0,3 ml/min
typ eluce izokraticka, pomér A a B 80 : 20
vlnova délka detekce 195 nm, 210 nm
celkové doba analyzy 6,5 min
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Tabulka 3 Chromatografické podminky pri analyze ibuprofenu

kolona Kinetex 2,6 um C18 100 A, 150 x 4,6 mm
nasttik vzorku na kolonu 20 pul
teplota kolony 25 °C
pouzité mobilni faze A) ACN; B) demineralizovana voda
prutok mobilni faze 0,8 ml/min
typ eluce izokraticka, pomér A a B 60 : 40

vlnova délka detekce 210 nm, 250 nm

celkova doba analyzy 10 min

4.6.2 Stanoveni velikosti a distribuce velikosti ¢astic

Stanoveni velikosti a distribuce velikosti liposomovych ¢astic bylo provedeno pomoci
dynamického rozptylu svétla (DLS) na pfistroji Malvern Zetasizer za laboratornich podminek.
Roztoky liposomovych c¢astic (Castice rozsuspendované v destilované vodé) byly pred
samotnou analyzou 100krat natedény destilovanou vodou. Pro kazdy typ pfipravenych
liposomt byla primérna hodnota velikosti a distribu¢ni koeficient zaznamenéany vzdy celkem
tiikrat.

4.6.3 Stanoveni elektrokinetické stability ¢astic

Stanoveni stability pfipravenych liposomovych castic jakozto koloidnich systémi bylo opét
provedeno na ptistroji Malvern Zetasizer, stabilita byla zjiStovana jako hodnota zeta potenciélu.
Roztoky liposomovych ¢astic (Castice rozsuspendované jak v destilované vodé, tak i ve
fyziologickém roztoku) byly rovnéz pfed analyzou 100krat nafedény destilovanou vodou.
Ptipraveny vzorek s ¢asticemi byl vzdy umistén do Dip cely, ktera byla nasledné vloZena do
piistroje. Ze zaznamenané hodnoty zeta potencidlu byla urcena stabilita ¢astic. Liposomy
s hodnotou zeta potencialu mensi nez —30 mV a vetsi nez 30 mV byly vyhodnoceny jako
stabilni.

Stabilita liposomt byla stanovena ihned po jejich piipravé, dale po tydnu a po 6 tydnech.

4.6.4 Stanoveni postupného uvolnovani aktivnich latek z ¢astic

Postupné uvolnovani aktivnich latek (ampicilinu a ibuprofenu) z liposomt bylo sledovano
dvéma metodami, spektrofotometricky a metodou HPLC. Mnozstvi uvolnénych 1é¢iv bylo
sledovano u vsech pfipravenych typt liposomovych ¢astic ve zvolenych ¢asovych intervalech
do prostiedi tvofeného destilovanou vodou nebo fyziologickych roztokem.

Postup stanoveni byl nasledovny: z ptipravenych suspenzi liposomovych ¢astic vytvorenych
pomoci tyc¢ového ultrazvukového homogenizatoru byl vzdy odebran 1 ml do zkumavky typu
Eppendorf. Roztoky byly nasledné centrifugovany po dobu 5 minut pti 6 000 ot/min.
Supernatant byl oddélen od precipitatu a centrifugovan po dobu 60 minut pii 11 000 ot/min.
Postup doposud shodny jako v kapitole 4.6.1. Po centrifugaci byl supernatant odpipetovan
a k precipitatu tvofen¢ho ¢asticemi byl pfidan 1 ml daného prostiedi (destilované vody nebo
fyziologického roztoku). Castice byly v daném prostiedi rozsuspendovany a takto ponechany
po potiebnou dobu. Liposomové €astice v prostiedi tvofeném fyziologickycm roztokem byly
inkubovany pii teploté 37 °C. Naopak castice, které se nachazely v prostiedi destilované vody
byly po potiebnou dobu ponechany pii laboratorni teploté. Nasledné po uplynuti urc¢ené doby
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byly liposomy s obsahem aktivnich latek stoCeny v centrifuze (60 minut, 11 000 ot/min)
a supernatant byl ponechan k analyze, tedy ke stanoveni mnozstvi uvolnénych latek.

Spektrofotometrické stanoveni obsahu danych latek v supernatantu bylo provedeno na
zakladé zméieni absorbance supernatantu (pfi vinové délce 260 nm pro ampicilin a 264 nm pro
ibuprofen) a dosazenim této hodnoty do kalibra¢ni rovnice zjisténé dle postupu uvedeném
v kapitole 4.6.1.1.

Uvolnéné mnozstvi ampicilinu a ibuprofenu bylo ovéieno i metodou HPLC, kdy postup pro
upravu vzorku, zde odebraného supernatantu, byl shodny s postupem uvedenym v kapitole
4.6.1.2. V t¢é jisté kapitole je uveden rovnéz i postup ziskani kalibracnich rovnic téchto 1éCiv,
nezbytnych pro vypocet koncentrace uvolnénych latek do zminénych prostredi.

4.7 Priprava a optimalizace pripravy nanovlikennych kryti

Pro ptipravu nanovlakennych kryti byly pouzity zvlaknovaci techniky ptipravy, konkrétné bylo
vyuzito odstfedivého a elektrostatického zvlaknovani (viz. Obrazek 8). Nejprve vsak bylo nutné
provést optimalizaci procesu ptipravy nanovlaken. Vlastnosti roztokl ur¢enych ke zvlaknovani,
jako je napf. koncentrace, viskozita ¢i vodivost (vodivost v piipadé elektrostatického
zvlédkiovani) jsou jedny z nejhlavnéjSich faktorti ovliviiujici kvalitu pfipravenych vlaken.
Dalsimi faktory, které maji vliv na vyslednou morfologii a jiné vlastnosti ptipravenych vldken,
jsou v pripadé elektrostaticky piipravovanych vlaken parametry jako pracovni vzdalenost (tj.
vzdalenost mezi vodivym sbéracem a hrotem jehly), pouzité napéti a pritok. Spravna kontrola
pracovnich parametrii je tedy klicova pro ziskdni poZadovanych vlastnosti pfipravenych
nanovlakennych krytii. Bylo tedy nutné pfipravit roztoky o koncentraci vhodné ke zvlaknovani
a nalézt zadouci podminky pro ptipravu nanovlakennych kryta.

Co se tyce pouzitych materialt ke zvldkiovani, byly vybrany tyto biopolymerni materialy:
alginat, PHB a zelatina. Nanovlakenné kryty z alginatu a Zelatiny byly pfipraveny metodou
elektrospinning. Kryty na bazi PHB byly pfipraveny obéma zminénymi technikami, tedy
metodou forcespinning i elektrospinning. V nasledujicich kapitolach jsou uvedeny pracovni
postupy vyroby nanovlaken z uvedenych biopolymerd.

)

| | *

Obrazek 8 Zvidkiiovaci zarizeni: elektrospinova soustava (vlevo), zarizeni pro odstredive
zvldaknovani (vpravo)
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4.7.1 Optimalizace piipravy alginatovych kryti

4.7.1.1 Priprava pracovnich roztoki

Elektrostatick¢ zvldknovani je mezi vyzkumniky nejrozsifen¢js$i metodou pro piipravu
nanovlaken, alginat sodny (SA) vSak neni zcela vhodnym pro tuto metodu. Jedna se totiz o totiz
polyelektrolytovy biopolymer obsahujici polyanionty. Polyanionty molekuly alginatu se
vzajemn¢ odpuzuji a brani tak zapleteni molekulovych fetézct. Navic alginat sodny, zejména
alginat o vyssim obsahu kyseliny guluronové, ktera snadno vytvaii gel, se stava ptilis viskdznim
pro elektrostatické zvlaknovani jiz pfi mirné vyssi koncentraci. Tyto problémy lze prekonat
ptidanim vhodného kopolymeru a malého mnozstvi povrchové aktivni latky do roztoku alginatu
sodného. Bylo zjisténo, ze vodikové mustky mezi polyelektrolyty a polymerem PEO usnadiuji
elektrostatické zvlaknovani. Specifikovany podil alginidtu sodného a PEO spolu s malym
mnozstvim povrchové aktivni latky snizuje povrchové napéti a viskozitu, coz nam pak
umoznuje pouzit metodu elektrostatického zvlaknovani. Takze v diisledku toho by se schopnost
roztoku alginatu sodného tvofit vlakna zvysila, a to dokonce i pii vy$§im obsahu alginatu
v roztoku [75]. Z téchto uvedenych diivodi byl do vSech ptipravenych alginatovych roztoki
ptidan kopolymer PEO. Celkem bylo pfipraveno 7 riiznych alginatovych roztokd, které se 1iSily
pomérem alginat/PEO, pfidanym rozpoustédlem ¢i piidanim povrchové aktivnich latek (PAL).
V tabulce 4 je pak uvedeno slozeni vSech piipravenych roztoku.

Co se tyCe samotné piipravy jednotlivych roztokili, nejprve byly pfipraveny roztoky, kde
rozpoustédlem byla kyselina octova (AA). Byly pfipraveny fady pracovnich roztoki, kde smés
polymeri SA/PEO (vpoméru 1:1) piedstavovala 4 a 5 hm. % z celkového mnozstvi
ptipraveného roztoku. Roztok s obsahem polymeru SA/PEO o koncentraci 4 hm. % byl
ptipraven dvakrat, kazdy zroztokl obsahoval vSak kyselinu octovou o jiné koncentraci
(25% AA a50% AA). Takto pripravené roztoky o specifickém mnozstvi alginatu sodného
a PEO s obsahem AA o dané koncentraci byly vZdy ponechany po dobu 24 h na magnetické
michacce se zapnutym ohievem (teplota 37 °C).

Dale byl na zakladé tdaju védeckého c¢lanku [75] ptipraven dalsi roztok, kde polymer
SA/PEO (v poméru 7 : 3) o koncentraci 4 hm. % byl rozpustén v destilované vod¢. K tomuto
roztoku bylo nasledné ptidano 0,5 hm. % povrchové aktivni latky Triton X-100, aby se zlepsila
homogenita a schopnost elektrostatického zvlaknovani roztoku. Nésledné byl takto pfipraveny
roztok ponechéan opét po dobu 24 hodin na magnetické michacce pfi laboratorni teploté. Dalsi
ptipraveny roztok byl opét o obsahu SA/PEO (pomér 7 : 3), destilované vody a Tritonu X-100,
SA/PEOQ ale tvoftil 5 hm. %, ptiprava probihala opét za laboratorni teploty za vyuZiti magnetické
michacky po dobu 24 hodin.

Dalsi pfipravené roztoky byly pfipraveny o obsahu alginat/PEO v poméru 1:1,
rozpoustédlem byla opét destilovand voda. Roztoky se liSily koncentraci polymeru
(5 a4 hm. %) a ptidavkem povrchove aktivnich latek. Povrchové aktivnimi latkami (PAL) byl
opét Triton X-100 (0,5 hm. %) a DMSO (5 hm. %), které byly ptidany pro snizeni povrchového
napéti a viskozity. Vybrané koncentrace byly opét zvoleny na zékladé dostupnych udaju
védeckého ¢lanku [76].
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Tabulka 4 SiozZeni jednotlivych roztokii pouzitych pro tvorbu algindtovych krytit

roztok ¢&. zluk ol rozpoustédlo : PAL [hm. 9]
SA/PEO [hm. %] | SAaPEO Triton X-100 DMSO
1 4 1:1 25% AA /
2 4 1:1 50% AA /
3 4 7:3 dest. voda 0,5 /
4 5 7:3 dest. voda 0,5 /
5 5 1:1 dest. voda 0,5 5
6 5 1:1 dest. voda 0,5 /
7 5 1:1 50% AA / /

4.7.1.2 Zvlakiiovani roztokit metodou elektrospinning

Ptiprava nanovlaken z alginatu/PEO byla provedena na elektrospinové soustave, ktera se sklada
z: Cerpadla, vysokonapét'ového napdjeciho zdroje, uzemnéného kovového kolektoru pokrytého
hlinikovou f6lii a injek¢nti stfikacky s kapildrni jehlou s tupym hrotem. Samotny postup procesu
zvlaknovani vzdy zahrnoval: naplnéni stfikacky potfebnym objemem pracovniho roztoku,
nasledné pfipojeni stfikacky k pumpé€, umisténi kovového sbérace naproti pumpy o zvolené
pracovni vzdalenosti (vzdalenost konce jehly od kolektoru), pfipojeni svorek
s elektrickym napétim ke zvldknovaci jehle a kolektoru, po pfipojeni svorek k obéma
elektrodam nésledovalo uzemnéni kolektoru (uzemnéni pomoci zemniciho koliku zasuvky).
KdyZ byly parametry nastaveny, bylo nejprve spusténo Cerpadlo. Jakmile se na konci jehly
objevila kapka zasobniho roztoku, byl zapnut zdroj napéti. Experimenty byly provadény pii
pracovni vzdalenosti 7-15 cm, prutoku 0,2—-0,4 ml/h. a napéti 12-17 kV. Ke zvlakniovani byly
pouzity kapilarni jehly s tupym hrotem o rtiznych rozmérech, konkrétné jehla o délce 4 cm
a praméru 0,8 mm a jehla o délce 2 cm a praméru 1,2 mm.

Béhem procesu zvldknovani by se na hlinikovou folii po ur¢itém ¢ase méla nanést vlakna,
ktera by nasledné vytvotila sbérnou zonu vlaken (sit’) ve formé kruhu. Vytvorena vlakna by pak
byla opatrné sundavana z kolektoru a uchovana v Petriho miskach pii laboratorni teploté, tak
jako tomu bylo u zvlaknovani roztoki PHB a roztoku zelatiny. Bohuzel u veSkerych
provedenych experimenta elektrostatického zvlakinovani SA/PEO nebyla pozorovana tvorba
vlédkna, konkrétni vysledky procesu optimalizace tvorby alginatovych kryti a souhrn vSech
provedenych experimenti je uveden v kapitole 5.2.1.

4.7.2 Optimalizace pfipravy kryti na bazi PHB

4.7.2.1 Priprava pracovnich roztoki

Pro ptipravu nanovlakennych krytt z PHB byly vyzkouSeny tfi roztoky liSici se koncentraci
PHB. Konkrétné byly pfipraveny pracovni roztoky s obsahem PHB 1, 2 a 4 hm. %. Co se tyce
pouzitého rozpoustédla, pro vSechny tfi roztoky byl rozpoustédlem chloroform. Vzdy bylo
navazeno specifické mnozstvi PHB, které bylo nasledné rozpusténo v daném objemu
rozpoustédla. Metoda elektrostatického zvldknovani vSak vyzaduje roztoky o urcité vodivosti,
pfidanim tetracthylamonium bromidu dojde ke zméné iontové sily, a tedy k dosazeni vyssi
vodivosti roztoku, proto bylo k roztokim ptidano 0,2 hm. % této latky. Ptipraveny roztok byl
vzdy zahfivan na magnetické michacce (60 °C) dokud nedoslo k tiplnému rozpusténi polymeru.
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V piipadé vldken obohacenych o aktivni latku (ampicilin nebo ibuprofen) bylo ke
zvlaknovacimu roztoku ptfidano mnozstvi aktivni latky odpovidajici 5 nebo 10 % celkovému
mnozstvi PHB v roztoku chloroformu.

4.7.2.2 Zvlakiiovani roztoki metodou elektrospinning
Pfiprava nanovldken byla provedena ze vsech pripravenych pracovnich roztokii. Postup
zvlaknovani na elektrospinové soustavé byl témér shodny s postupem uvedenym Vv piedchozi
kapitole (kapitola 4.7.1.2), vyjimkou v8ak bylo pouziti kapilarni jehly. Ve zkratce, plastova
injekeéni stiikacka byla naplnéna pracovnim roztokem a umisténa k pumpé, hrot stiikacky byl
obalen hlinikovou folii, pomoci krokosvorek byl hrot stiikac¢ky a kolektor piipojeny ke zdroji
napéti, nasledovalo nastaveni rychlosti piivodu vzorku na pumpé (4-7 ml/h.), nastaveni
pracovni vzdalenosti (15 cm) a nastaveni napéti na zdroji (15 kV). Mnozstvi zvlaknéného
pracovniho roztoku o obsahu 4 hm. % PHB bylo 5 ml, roztoku o obsahu 2 hm. % PHB 10 ml
a roztoku o obsahu 1 hm. % PHB 15 ml. Tvorba vlakna byla pozorovana u v§ech experimentti
provedenych se vSemi uvedenymi roztoky. Zde se béhem vSech procest podafilo vytvofit
sbérnou sit’ vldken, kterd tvarové ptedstavovala kruh. Vytvofend vlakna byla tedy peclivé
a velice opatrn¢ sundana z kolektoru a uchovana v Petriho miskach.

Pracovni roztok (resp. jeho koncentrace), u néhoz byl hladky pribéh zvlaknovani, byl pak
zvolen k ptipravé nanovlakennych kryti s obsahem aktivnich latek. Parametry vyhodnocené
jakozto nejvhodnéjsi pro tvorbu vlaken byly pouzity i pfi pfipravé vlaken s terapeutiky.

4.7.2.3 Zvlakiiovdni roztokit metodou forcespinning
Tvorba vldken metodou odstfedivého zvlaknovani byla provedena ze vSech pfipravenych
roztokil. Zvlaknované mnozstvi jednotlivych roztokt bylo rizné. Roztoku o obsahu 4 hm. %
PHB bylo zvladknéno 10 ml, roztoku o poloviéni koncentraci (2 hm. % PHB) bylo zvlaknéno
zvlaknéno az 30 ml. Pfiprava nanovlaken touto technikou spocivala v pomalém ptikapavani
pracovniho roztoku na sted rotujiciho disku, kdy na zédkladé¢ odsttedivé sily dochéazelo k tvorbé
vlaken, ktera byla zachytavana na ty¢ich po obvodu (na kolektoru). Vytvotena vlakna byla
opatrn¢ sundana z kolektoru a uchovana v Petriho miskach.

| v pfipad¢ piipravy vldken metodou odstfedivého zvlaknovani byl na zakladé prabéhu
procesu piipravy vldken a samotnych vytvotrenych vldken zvolena nejvhodnéjsi koncentrace
pracovniho roztoku pro tvorbu nanovlakennych krytt s 1éCivy.

4.7.3 Optimalizace pripravy Zelatinovych kryta

4.7.3.1 Priprava pracovnich roztokii

Pracovni roztoky pro pfipravu Zelatinovych nanovladkennych kryta byly pfipraveny celkem dva.
Rozpoustédlem pro oba roztoky byla 50% kyselina octova. Prvni roztok byl pfipraven
rozpusténim 2,5 g v 10 ml 50% kyselin€ octové, druhy roztok o vyssi koncentraci byl ptipraven
rozpusténim 3 g v 10 ml 50% kyselin¢ octové. V piipadé roztokd s aktivni latkou bylo vzdy
k roztoku Zelatiny ptidano 5 nebo 10 % odpovidajici celkovému mnozstvi zelatiny. Roztoky
byly michany na magnetické michacce Sohfevem (30 °C) dokud nebyla Zelatina zcela
rozpusténa.
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4.7.3.2 Zvlakiiovani roztokit metodou elektrospinning
Postup procesu elektrostatického zvlaknovani vSech piipravenych pracovnich roztokt Zelatiny
byl shodny s postupem ptipravy ostatnich typi krytl. Proces se samoziejmé liSil v nastavenych
parametrech, pracovni vzdalenosti, napéti, pritoku a rozmérech pouzité kapilarni jehly. Zde
byly nastavené parametry zvoleny na zakladé udaju dostupného védeckého ¢lanku, véetné
zvolené koncentrace pracovnich roztokt [77]. Konkrétné bylo vychazeno z téchto
hodnot: vzdalenost od hrotu jehly ke kolektoru nastavena na 10 cm, aplikované napéti
nastaveno na 15 kV a priitok se pohyboval v rozmezi 0,4 az 1 ml/h. Soucasti optimalizace byl
také vybér vhodné zvldknovaci jehly, bylo vyzkouseno zvldknovani s kapilarni jehlou o délce
2 cm a priméru 0,8 mm a s jehlou o délce 2 cm a primérem 1,2 mm.

| vtomto piipadé se podafilo vytvofit sbérnou sit’ vlaken, ktera byla opatrné sejmuta
zZ kolektoru a uchovana v Petriho misce. Kryty s obsahem 1é¢ivych latek byly pak ptipraveny
na zékladé zoptimalizovanych parametra.

4.8 Charakterizace pripravenych nanovlikennych krytu

4.8.1 Stanoveni stability vlaken

Ke stanoveni stability vldken byly vyuZity pfipravené kryty bez obsahu aktivnich slozek.
Z kazdého typu pfipravenych krytl byl vystfizen &tverec o velikosti 1 cm?, ktery byl nasledné
zvazen (hmotnost 1), umistén do zkumavky typu Eppendorf a zalit 2 ml modelového prostiedi.
Modelovym prostiedim byla bud’ destilovana voda nebo fyziologicky roztok. Zkumavka se
vzorkem byla vzdy napInéna jednim z danych prostiedi a po uplynuti potiebné doby byl vzorek
krytu vysusen a zvazen (hmotnost 2). Vzorky umisténé v prostiedi tvofeném fyziologickym
roztokem byly inkubovany pii teplot¢ 37 °C a vzorky v prostiedi destilované vody byly
ponechany pfi teploté laboratote. Vysledkem bylo pak porovnani hmotnosti 1 a 2. A stanoveni
kazdého vzorku bylo provedeno celkem trikrat.

4.8.2 Stanoveni postupného uvoliiovani aktivnich latek z kryta

Sledovéani postupného uvoliiovani ampicilinu a ibuprofenu bylo provedeno se vSemi
pfipravenymi nanovlakennymi textiliemi obsahujicimi tato léc¢iva. Tak jako u ptedchoziho
stanoveni byl i zde vyuZit étverec nanovlakenného krytu o velikosti 1cm? a znamé hmotnosti,
jenz byl umistén do zkumavky typu Eppendorf a nasledn¢ zalit 2 ml modelového prostredi.
Opét prostfedi byla tvofena destilovanou vodou a fyziologickym roztokem. Nanovldkenné
kryty umisténé do prostiedi fyziologického roztoku byly ponechany v inkubatoru s nastavenou
teplotou na 37 °C, v ptipadé uvoliovani terapeutik do destilované vody byla zvolena
laboratorni teplota. Vzdy po uplynuti zvolené doby byla vlakna vytaZena z danych prostiedi
a samotna prostiedi byla ponechéna ke stanoveni mnoZzstvi uvolnénych terapeutik.

Stanoveni uvolnéného mnozstvi terapeutik do danych prostiedi byla provedena
spektrofotometricky, tak jako tomu bylo i v ptipadé¢ liposomovych ¢astic. Zde byl tedy postup
urceni shodny s postupem spektrofotometrického stanoveni mnozstvi uvolnénych latek z Castic
(viz. kapitola 4.6.4).
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4.9 Priprava nanovlikennych kryti s inkorporovanymi liposomy

Snahou této prace byl vyvoj nanovlakenného materidlu s integrovanymi liposomovymi
casticemi, ktery by mohl slouzit jako zdroj terapeutickych latek a stal se tak vhodnym
prostfedkem pro terapii ran. Samoziejmosti takového materialu bylo také zachovani struktur
a funkci jak liposomi, tak i vybranych polymerd, a také zajisténi synergie v oblasti dodavani
Ié¢ivych latek mezi témito systémy. V této Kkapitole jsou uvedeny postupy tvorby
nanovladkennych vrstev sobsahem liposomti metodou elektrostatického zvlaknovani, jejiz
soucasti je rovnéz i optimalizace podminek procesu tvorby vlaken.

Vybér materidlti pro vyvoj téchto hybridnich systému byl uskutecnén na zéklad¢ vysledki
optimalizace procesu elektrostatického zvlakinovani riznych polymera (viz. 5.2) (alginatu,
PHB a zelatiny). Experimenty byly provedeny s liposomy, které byly pfipraveny dle postupu
v uvedeném v kapitole 4.5.

Nize jsou popsany zpusoby ptipravy nanovlakennych vrstev ze dvou rtiznych polymernich
materiali s ptidavky riznych typt liposomovych ¢astic.

4.9.1 Kryty na bazi PHB s obsahem liposomovych ¢astic

K zaclenéni funk¢nich materiald (zde liposomi) do biodegradovatelnych polymernich vldken
bylo vyuzito tzv. emulzniho elektrostatického zvlakinovani, jehoz princip je uveden v teoretické
Casti prace (viz. kapitola 2.6.2). Této metody bylo vyuzito z divodu potieby soucasného
zvlaknovani dvou nemisitelnych sloZek. Biologicky rozlozitelny vlaknotvorny material PHB
byl solubilizovan v organickém rozpoustédle (chloroformu), zatimco ziskané liposomy byly
suspendovany ve vodném prostiedi (destilované vodé). Emulze (typu V/O) pro tuto metodu
byla vytvofena za vyuziti tyCového ultrazvukového homogenizatoru.

Samotny postup tvorby nanovlaken z polymeru PHB s obsahem ¢astic zahrnoval nejprve
ptipravu pracovniho roztoku PHB, kdy koncentrace tohoto polymeru v roztoku byla vybrana
na zaklad¢ vysledkt optimalizace piipravy krytd na bazi PHB (viz. 5.2.2.1). K pfipravenému
PHB roztoku (10 ml) bylo nasledné pfidano 250 pl liposomovych ¢astic rozsuspendovanych
Vv destilované vodé, takto pripraveny roztok byl dale sonifikovan po dobu 30 sekund.
S ptipravenou emulzi jiz mohlo byt pfistoupeno k procesu zvlaknovani. Pracovni parametry pro
tvorbu vlaken byly zvoleny také na zaklad¢ vysledkt optimalizace. Postup ptipravy krytu byl
shodny s postupem popsany v kapitole 4.7.2.2. Po ukonceni procesu zvlaknovani nasledovalo
snimani vytvorené nanovrstvy z kolektoru.

Nanovlakenny kryt s integrovanymi casticemi byl nejprve pfipraven bez pritomnosti
terapeutik a s liposomy bez enkapsulované 1é¢ivé slozky. Na zakladé optimalizace, tj. zvoleni
spravnych parametrd @ vhodného mnozstvi vodné slozky v roztoku PHB, byla provedena
I pfiprava vlaken s terapeutiky, které byly pfidany jak do pracovniho roztoku, tak i do
liposomovych ¢astic. Celkem byly ptfipraveny tii druhy kryta liSici se obsahem aktivni slozky
a typem piipravenych ¢astic, konkrétni slozeni jednotlivych krytt je uvedeno v tabulce 5.

Tabulka 5 Pripravené kryty na bazi PHB s obsahem liposomovych cdstic

PHB kryt ¢. pridana aktivni latka | typ pFridanych &astic
1 / liposomy s ampicilinem
2 ibuprofen liposomy s ampicilinem
3 ampicilin liposomy s ibuprofenem
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4.9.2 Zelatinové kryty s obsahem &astic

Ptiprava zelatinovych kryti s obsahem castic byla provedena s roztokem zelatiny, jehoz
koncentrace byla zvolena na zaklad¢ vysledk optimalizace (viz. 5.2.3), a casticemi
rozsuspendovanymi v destilované vod¢. Konkrétné bylo ptipraveno 5 ml zelatinového roztoku,
ke kterému bylo pfimichano 250 ul ¢astic v destilované vodé¢. Po dikladném pomichani bylo
mozno piistoupit ke tvorbé vlaken. Zvldknovéani bylo provedeno metodou elektrostatického
zvlaknovani, dle postupu uvedeném v kapitole 4.7.3. Pracovni parametry byly uréeny opét na
zéklad¢ procesu optimalizace ptipravy zelatinovych krytt.

Zelatinovych kryttl s obsahem &astic bylo piipraveno celkem 6, piipravené kryty se lisili
obsahem 1é¢iv a typem Castic (¢astice s PHB i bez PHB). Pfiprava krytu s aktivnimi latkami
byla provedena az dle provedené optimalizace ptipravy nanovlaken bez inkorporovanych 1éciv
s liposomy pfipravenymi bez ampicilinu a ibuprofenu. V nize uvedené tabulce 6 jsou zapsany
veskeré pfipravené Zelatinové kryty s obsahem castic.

Tabulka 6 Pripravené zelatinové kryty s obsahem liposomovych castic

Zelatinovy kryt €. | pridana aktivni latka typ pridanych ¢astic
1 / liposomy s ampicilinem
2 / liposomy s ampicilinem a PHB
3 ibuprofen liposomy s ampicilinem
4 ibuprofen liposomy s ampicilinem a PHB
5 ampicilin liposomy s ibuprofenem
6 ampicilin liposomy s ibuprofenem a PHB

4.10 Charakterizace nanovlakennych kryti s inkorporovanymi liposomy
Charakterizace pfipravenych nanostrukturnich hybridnich systémi se tykala kontroly
uvoliiovani aktivnich latek znanovlaken, tak jako tomu bylo i u samotnych vldken
a liposomovych c¢astic. Avsak dilezitou soucasti byl kvalitativni diikaz pfitomnosti liposomu
ve vldknech. K ovéfeni pfitomnosti ¢astic ve vlakenné vrstvé bylo vyuZzito fluorescenéniho
mikroskopu. Ovéfeni bylo provedeno u nanovlaken s ¢asticemi bez enkapsulovanych aktivnich
latek. Pro sledovani fluorescence bylo vyuzito fluorescenéni sondy BODIPY 493/503, ktera
byva pouzivana pravé ke znaceni fosfolipidi. Tato membranova sonda (0,5 ul) byla ptidana
k jiz ptipravenym liposomovym ¢asticim suspendovanych v destilované vodé (250 pl), tésné
pted procesem zvlaknovani.

4.10.1 Postupného uvolitovani aktivnich latek z kryti s obsahem liposomu
Kontrola uvolfiovani 1é¢iv ampicilinu i ibuprofenu byla provedena metodou HPLC. A tak jako
i u sledovani postupného uvoliiovani ze samotnych nanovlaken, byl i zde pfedem zvazZeny
¢tverecek vytvorené nanostruktury vlozen do zkumavky typu Eppendorf a prelit 2 ml
modelového prostiedi (destilovanou vodou nebo fyziologickym roztokem). Po uplynuti zvolené
doby byl &tvereéek vyndan a prostiedi s uvolnénou latkou ponechano k analyze. Uprava vzorku
pro analyzu na kapalinovém chromatografu a samotny proces stanoveni byl proveden dle
postupu v kapitole 4.6.4.
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4.11 Antimikrobialni stanoveni

Stanoveni vlivu aktivnich latek inkorporovanych do pfipravenych nanomaterialti vaci
mikroorganismium bylo provedeno bujonovou diluéni metodou. Zvolenymi modelovymi
mikroorganismy byly fakultativné anaerobni kmeny bakterii. Escherichia coli byla zvolena
jakozto zastupce gramnegativnich bakterii a Staphylococcus epidermidis pak zastupoval
bakterie grampozitivni.

4.11.1 Priprava zivnych médii a kultivace vybranych bakterialnich kmenit

Pfed samotnym antimikrobidlnim testem bylo tfeba pfipravit inokulum zaoCkovanim dané
bakterialni kultury do tekutého Zivného média. Zivnymi padami pro kultivaci byla komeréné
dostupna média (viz. Tabulka 7), ktera byla piipravena dle instrukci udavanych vyrobcem.
Média byla piipravovana do 100 ml Erlemeyerovych banék rozpusténim v 50 ml destilované
vody. Ke sterilaci médii byl vyuzit tlakovy hrnec, kde sterilace probihala po dobu 35 minut
a teploté 120 °C. Vychladla média byla nasledné zaockovana 1 ml dané bakterialni kultury
uchovavané v tekutych médii. Takto ptipravena média byla inkubovana pfi teploté 37 °C po
dobu 24 hodin. Po kultivaci, tj. uplynuti 24 hodin, byl odebran 1 ml inokula do nové
ptipraveného sterilniho média, které bylo vyuzito naslednému antimikrobialnimu testu.

Tabulka 7 Pouzita zivnd média pro kultivaci vybranych mikroorganismii

mikroorganismus médium mnoZstvi média [mg/ml]
Escherichia coli Nutrient Broth (NB) 25
Staphylococcus epidermidis Brain Heart Infusion (BHI) 37

4.11.2 Bujoénova dilu¢ni metoda

Inhibice riistu uvedenych bakteridlnich kment byla sledovana pomoci bujonové diluéni metody
na 96 jamkovych mikrotitranich destickach. Tato metoda vyuziva tvorby zakalu, jenz Ize pak
charakterizovat pomoci spektrofotometrie, zde bylo vyuzito konkrétné ELISA readeru.

Do jednotlivych jamek mikrotitracni desticky bylo vzdy pipetovano 50 pl testované aktivni
latky ve formé roztoku a 150 ul nafedéné kultury. Blank, ktery je nutny pro sledovani rastu
mikroorganismu, byl ptipraven z 50 ul rozpoustédla (tj. destilované vody) a 150 ul ziedéné
kultury bunék. Nasledné bylo vyuzito ELISA readeru, kdy byla zméfena absorbance v case 0
a po 24 hodinach kultivace (kultivace pii 37 °C na téepacce) pii vinové délce 630 nm.

4.12 Stanoveni bezpecnosti pripravenych materiala

Pro zjisténi bezpecnosti pripravenych materiald urcenych pro hojeni ran byly provedeny
cytotoxické testy na humannich keratinocytech linie HaCaT, provedenym testem byl test MTT
(viz. kapitola 4.12.3) a spolu s nim i LDH test (viz. kapitola 4.12.4). Bezpe¢nost byla testovana
pouze u vlakennych materiali (z polymert PHB a Zelatiny) s obsahem liposomovych ¢astic.
Testovani vlivu ptsobeni roztokli o riznych koncentracich ampicilinu (0,04-1,28 mg/ml)
a ibuprofenu (0,3-0,96 mg/ml), které byli inkorporovany jak do vlakennych kryti bez obsahu
¢astic, tak i samotnych liposomovych ¢astic, bylo provedeno v ramci lonské diplomové prace
[78] a protoze cytotoxicky ucinek téchto aktivnich latek po jejich aplikaci nebyl prokazan, bylo
piistoupeno rovnou k testovani hybridnich vldkennych materiali s ¢asticemi. Kromé urceni
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bezpecnosti z hlediska cytotoxicity, byla sledovana i kolektivni migrace keratinocyti v ramci
provedeni scratch testu neboli testu ,,hojeni ran“. Migrace bunék jakozto dulezity proces pii
reepitalizaci kiize byla sledovana rovnéz u ptipravenych kryti s obsahem ¢astic.

4.12.1 Priprava materiali pro testovani bezpe¢nosti

MTT test i test ,,hojeni ran“ byly provedeny s 24 jamkovymi mikrotitraénimi desti¢kami, do
kterych byl vzdy umistén pfedem zvazeny vzorek nanovakenného krytu ve tvaru Ctverce
o velikosti 1 cm?. Takto piipravené vzorky bylo tfeba pied inkubaci s bunéénou kulturou
vysvitit v laminarnich boxu UV zafenim (po dobu 20 minut).

4.12.2 Kultivace humannich keratinocytu

Humanni keratinocyty linie HaCaT (pasaz 10) byly kultivovany v komer¢nim médiu DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium — high glucose), které bylo piipraveno s ptidavkem 10 %
fetalniho bovinniho séra (FBS) a 1 % antibiotika. Protoze média nebo i nasledné pouzity
fosfatovy pufr (PBS) byvaji uchovavany v chladu, je nutné tyto roztoky pied pouzitim
vytemperovat na teplotu 37 °C, aby nedoslo k teplotnimu Soku u bunék. Samotna kultivace
probiha v inkubatoru nastaveném na teplotu 37 °C, relativni vlhkost 90 % a obsah CO2 na 5 %.
Je také tieba zminit, ze pfi veskeré manipulaci S humannimi buiikami je dilezité brat velky
zietel na sterilitu. Buiiky je tfeba pii kultivaci denné kontrolovat pod mikroskopem, byva
kontrolovan cely obsah kultivacni lahvicky.

V piipad¢, ze pii mikroskopické kontrole je zaznamenéana konfluence nad 80 %, musi byt
pfistoupeno k tzv. pasdZovani, tj. pfevedeni bun¢k ze staré kultivacni lahvi¢ky do dvou novych.
Stejné tak, pokud je vizualné€ pozorovana zména barvy média (zména z Cervené na oranZovou)
musi byt provedena vyména média.

Co se ty¢e samotného pasazovani, je nutné nejprve z kultivacnich lahvicek vylit médium,
nasledné promyt lahvicky PBS (promyvani provést celkem 3x) a po promyti pfidat trypsin (do
velké kultivaéni lahvicky 1 ml trypsinu). Kultiva¢ni lahvic¢ky s rozlitym trypsinem je tieba
inkubovat po dobu 10 minut pii 37 °C. Poté nasleduje mikroskopicka kontrola, kdy pozorujeme
kulaté plovouci buiiky, které byly odlepeny ode dna kultivaéni lahvicky diky pisobeni enzymu.
K bunikam je dalo pfidavano 5 ml PBS a cely obsah kultiva¢ni lahvi¢ky je pieveden do
centrifuga¢ni zkumavky. Po stoceni bun¢k v PBS pti 320-360 rcf (25 °C) po dobu 5 minut jsou
bunky ziskany v podobé peletky na spodu centrifugacni zkumavky. Peletku bunék je pak tieba
rozsuspendovat v 5 ml nového DMEM média a nasledné médium s bunikami rozdélit do dvou
novych kultivacnich lahvicek. Lahvicky jsou samoziejmé doplnény na pozadovany objem
a zkontrolovany pod mikroskopem.

4.12.3 MTT test

Cytotoxicita byla nejprve testovana prostfednictvim stanoveni aktivity mitochondrialni
dehydrogendzy. Pro tento kolorimetricky test byly keratinocyty ziskany z kultivacni lahvicky
pomoci trypsinu, PBS a pievedenim obsahu lahvicky do centrifugacni zkumavky. Po
centrifugaci byl slit PBS a peletka bun¢k rozsuspendovana v 5 ml média. Prvotni postup byl
tedy shodny jako pii pasazovani, v€etné nastavenych parametri na centrifuze. Nasledné byla
mikroskopicky stanovena koncentrace bun¢k, kdy ke 100 ul odebrané suspenze bunck do
zkumavky typu Eppendorf bylo ptidano 100 pl tropanové modie (pomér 1 : 1). Tato vytvorena
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smes byla nasledné pomoci pipety prevedena pod kryci sklicko na Biirkerové komurce. Po
stanoveni koncentrace bunck byla bunéfna kultura nafedéna na koncentraci
2-:10* bun&k/100 pl. Nasledné byla vhodné nafedéna kultura bunék rozpipetovana na
24 jamkovou mikrotitra¢ni desti¢ku, 500 pul kultury na jamku. Pfipravené desticky s butikami
byly dale ponechany po dobu 24 hodin v inkuba¢nim boxu.

Po 24 hodinach bylo médium z jednotlivych jamek odpipetovdno a nahrazeno stejnym
objemem nového média, do kazdé jamky (s vynechdnim kontroly) byl pfidan c¢tverecek
zvazeného nanovlakenného krytu. Desticka se vzorky byla nasledné ponechana k inkubaci opét
po dobu 24 hodin.

Na tfeti den byly z jamek odebrany vzorky a odpipetovano médium. Do kazdé jamky bylo
ptidano 100 pl barviva MTT (2,5 mg/ml v PBS, piefiltrované) a desti¢ka byla ponechana
k inkubaci. Po tiech hodinach inkubace bylo do kazdé jamky pridano 500 ul 10% SDS v PBS.
Nésledné byla desticka obalena hlinikovou f6lii a po 24 hodinach uchovédni ve tmé za
laboratorni teploty byla spektrofotometricky (pomoci ELISA readeru) zméfena absorbance pii
vinové délce 562 nm. Nakonec byla metabolicka aktivita keratinocytii inkubovanych
s nanovldkennymi kryty porovndna s mitochondridlni aktivitou keratinocytti inkubovanych
v ¢istém médiu (tj. kontrolou).

4.12.4 LDH test

LDH test zaméfeny na stanoveni hladiny laktatdehydrogenazy, enzymu uvoliujiciho se
Z bunééné cytoplasmy disledkem poskozeni bunécné membrany, byl proveden s médiem
odpipetovanym z jednotlivych jamek mikrotitra¢ni desticky po provedeni pifedchoziho MTT
testu.

Tento test byl proveden s vyuzitim 96 jamkové mikrotitracni desticky, kdy do kazdé jamky
bylo napipetovano 10 pl buné¢ného supernatantu. Supernatant kazdého vzorku byl pipetovan
celkem tiikrat. Nasledné bylo k témto 10 ul pfidano 50 ul NADH rozpusténého v pyruvatu
sodném (0,75 mM), koncentrace pyruvat/NADH c¢inila 1 mg/ml. Mikrotitra¢ni desticka byla
nasledné ponechana k inkubaci na 30 minut p#i teploté 37 °C. Po uplynuti uvedené doby bylo
do kazdé jamky ptidano 50 pl 2,4-dinitrofenylhydrazinu (20 mg/100 ml v1 M kyseliné
chlorovodikové). Opét byla desticka ponechana k inkubaci, nyni v§ak na 20 minut pfi pokojové
teploté ve tmé. Po uplynuti 20 minut bylo do kazdé jamky ptidano 50 ul 4 M NaOH. Desticka
byla takto ponechana na 5 minut ve tm¢ (laboratorni teplota) a po uplynuti tohoto ¢asu byla
pomoci ELISA readeru zmétena absorbance pfi vinové délce 562 nm. A tak jako i u MTT testu,
nebylo opomenuto proméfeni kontroly. Otestovana byla rovnéz kontrola pozitivni, tzn. buiiky
byly kultivovany za pfitomnosti 30% ethanolu.

Stanoveni aktivity enzymu laktatdehydrogenazy bylo provedeno dosazenim stanovenych
absorbanci do kalibra¢ni rovnice, kterd byla ziskana proméfenim standardnich roztoki
pyruvatu/NADH (viz. Tabulka 8). Do jamek desticky na misto 10 pul bunécného supernatantu
a 50 pl roztoku pyruvat/NADH bylo pipetovano ptimo 60 ul standardu pyruvat/NADH.
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Tabulka 8 Koncentracni rada standardu pyruvat/NADH

roztok ¢. | pyruvat/NADH [ul] destilovana voda [pl]
1 500 50
2 400 450
3 300 250
4 200 350
5 100 450
6 50 500

4.12.5 Scratch test neboli test ,,hojeni ran*

Schopnost nanovlakennych krytt s liposomovymi ¢asticemi ovlivnit migraci keratinocyti byla
stanovena na keratinocytech ziskanych stejnym zpisobem jako u MTT testu (viz. 4.12.3).
Po 24hodinové inkubaci bunék ve 24 jamkové mikrotitraéni desti¢ce byla i zde byla provedena
vyména média, staré médium bylo z kazdé jamky odpipetovano a k buitkdm bylo ptidano po
500 pl ¢erstvého média. Dale ve splyvajici bunééné monovrstvy v kazdé jamce desticky byl
vytvoren tenky vryp predstavujici ,,ranu“. Ryha na keratinocytech byla vytvofena pomoci
Spicky pipety. Nasledné byl ziskan snimek kazdé bun&éné vrstvy s vytvoienou ranou. Do jamek
ptimo na vytvofenou ranu byl vlozen zvazeny ¢tverek nanovlakenného krytu s obsahem ¢astic,
do jamek urcenych jako kontrola vzorek pfidan nebyl. Desticky byly umistény inkubatoru
(37 °C), kde byly ponechany po do dobu 48 hodin, ptic¢emz po 24 hodinach bylo mikroskopicky
zkontrolovano zacelovani vytvofenych ran. Vysledkem provedeného testu bylo porovnani
snimkt a velikosti priméru vytvofenych ran v Case 0, 24 a 48 hodin, vSe bylo samoziejmé
srovnano s kontrolou.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE
5.1 Charakterizace pripravenych liposomovych ¢astic

5.1.1 Stanoveni enkapsusla¢ni ucinnosti

Utinnost enkapsulace aktivnich latek (ampicilinu i ibuprofenu) do liposomovych &astic byla
stanovena dle postupu uvedeném v kapitole 4.6.1. Stanoveni bylo provedeno nejprve
spektrofotometricky, pro ovéfeni ziskanych vysledki ze spektrofotometrického stanoveni bylo
provedeno stanoveni enkapsula¢ni u¢innosti i metodou HPLC.

5.1.1.1 Stanoveni enkapsulacni uc¢innosti metodou spektrofotometrie

Spektrofotometrické stanoveni enkapsulacni ucinnosti bylo provedeno dle postupu uvedeném
v kapitole 4.6.1.1, stanoveni pro kazdy typ vzorku bylo provedeno celkem tiikrat. Na zacatku
byla vSak proméfena absorpéni spektra aktivnich latek enkapsulovanych do liposomovych
¢astic nebo pozd¢ji inkorporovanych do nanovlakennych krytd. Ze ziskanych spekter, ktera
jsou uvedena na obrazku 9, byla nasledné odeétena absorpéni maxima téchto latek.
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0,4
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0,2 A L
0,0 FMhadl o —
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Obrazek 9 Absorpcni spektra ampicilinu a ibuprofenu

Z absorp¢nich spekter byla ode¢tena tato maxima: 260 nm pro ampicilin a 264 nm pro
ibuprofen. Pfi téchto vinovych délkach byla pak proméfena sada kalibra¢nich roztokt a vzorky
samotné. Proméfenim kalibracnich roztokl obou 1é€iv byly ziskany kalibracni ptimky a také
kalibra¢ni rovnice (viz. Tabulka 9), nutné pro vypocet. Ziskané kalibra¢ni rovnice byly krom¢
stanoveni enkapsula¢ni u¢innosti pottebné také u stanoveni postupného uvoliiovani ampicilinu
a ibuprofenu z castic a vlaken.

48



Tabulka 9 Kalibracni rovnice léciv (spektrofotometrie)

aktivni latka kalibraé¢ni rovnice

ampicilin y = 0,7554x; R? = 0,9999
ibuprofen y = 1,4014x; R? = 0,9998
Utinnost enkapsulace aktivnich latek ampicilinu a ibuprofenu byla stanovena

u liposomovych ¢astic a kombinovanych liposomovych castic s PHB. Ziskané hodnoty ze
spektrofotometrického stanoveni jsou vyjadiena v procentech a uvedena v tabulce 10.

Tabulka 10 Enkapsulacni ucinnost (spektrofotometrické stanoveni)

¢ linosomii enlfa_p_sulaéni liéinn_ost [%]
yPy lIp ampicilin ibuprofen
liposomy bez PHB 57,03 + 0,55 69,77 £ 0,61
liposomy s PHB 62,86 + 2,78 75,93+ 0,88

Z hodnot uvedenych v tabulce 10 vidime, Ze vétsi mnozstvi 1é¢iva bylo enkapsulovano do
Castic s inkorporovanym PHB, vV porovnani s ¢asticemi bez obsahu tohoto polymeru. Co se tyce
samotnych lé¢iv, ibuprofen se enkapsuloval velmi dobte do obou typii ¢astic. Bylo dosazeno az
75,93 % ucinnosti enkapsulace, a to v ptipadé ¢astic s PHB. U ¢astic bez ptidavku PHB bylo
dosazeno rovnéz vyssi enkapsulacni G¢innosti (69,77 %). Schopnost enkapsulace ampicilinu
byla o néco nizs§i, v porovnani s ibuprofenem. Ale i vtomto pfipadé¢ byla enkapsula¢ni
ucinnost nad 50 %. Ampicilinu bylo do ¢astic bez PHB enkapsulovano 57,03 % a do Castic
s PHB az 62,86 %.

5.1.1.2 Stanoveni enkapsulaéni ti¢innosti metodou HPLC
Metoda HPLC byla zvolena z divodu ovéfeni ziskanych hodnot spektrofotometricky.
Spektrofotometrické stanoveni ampicilinu a ibuprofenu jiz u ptedeslych diplomovych praci
(napt. [78]) nebylo piili§ ptesné, a proto se volila stanoveni i citlivéj$i metodou jako je pravé
HPLC. Kalibra¢ni rovnice pouzité pro vypocet mnozstvi danych aktivnich latek jsou uvedeny
v tabulce 11.

Stanoveni Ucinnosti enkapsulace terapeutik ampicilinu a ibuprofenu pomoci HPLC bylo
provedeno dle postupu uvedeném v kapitole 4.6.1.2. | zde je enkapsulaéni G¢innost vyjadiena
procentualn¢ (viz. Tabulka 12).

Tabulka 11 Kalibracni rovnice léciv (HPLC)

kalibracni rovnice
y = 8 408x; R? = 0,9830
y = 116,29x; R?=0,9992

aktivni latka
ampicilin
ibuprofen

V nize uvedené tabulce 12 mizeme vidét, ze se podatilo enkapsulovat vétsi mnozstvi z obou
1é¢iv, a to jak do liposomovych ¢astic, tak i do kombinovanych liposomovych castic s PHB.
Avsak ve srovnani ziskanymi spektrofotometrickou metodou, hodnoty
enkapsulani ucinnosti ziskané pomoci HPLC jsou znatelné¢ vys$si, zvlast€ u mmnozstvi

s hodnotami
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enkapsulovaného analgetika, kde vysledky z HPLC ukazuji, ze bylo do Castic zapouzdieno vice
nez 90 % Iléciva (do obou typi castic). V piipad¢ antibiotika ampicilinu byla potvrzena
enkapsula¢ni uc¢innost kolem 60 %, tak jako tomu bylo i vysledki ze spektrofotometrie,
ucinnost enkapsulace se liSila pouze o jednotky procent (vyssi u HPLC).

Tabulka 12 Enkapsulacni ucinnost (stanoveni metodou HPLC)

ooy S enk_ap_sulaéni ﬁéinn_ost [%]
Ampicilin ibuprofen
liposomy bez PHB 64,76 0,13 96,96 + 0,48
liposomy s PHB 66,09 + 0,40 97,43+ 1,95

5.1.2 Stanoveni velikosti
Pro posouzeni fyzikalni stability systému byla stanovena velikost a index polydisperzity (Pdl)
pfipravenych liposomovych ¢&astic suspendovanych ve vodném prostfedi. Castice byly
ptipraveny dle postupu uvedeném v kapitole 4.5 a samotny postup stanoveni téchto parametrti,
u kterého bylo vyuzity techniky dynamického rozptylu svétla, je pak popsan v kapitole 4.6.2.
Ziskané hodnoty velikosti a index heterogenity vsech typu pfipravenych castic jsou
zaznamenany jako pramérné hodnoty ze tii provedenych méfeni kazdého vzorku a uvedeny
v tabulce 13.

Tabulka 13 Primérna velikost a index polydisperzity liposomovych Cdstic

typy liposomii velikost [nm] index polydisperzity [-]
prazdné liposomy 227,80 + 3,44 0,22 + 0,02
prazdné liposomy s PHB 247,53 £2,31 0,19 +0,02
liposomy s ampicilinem 315,43 £9,55 0,27 +£0,01
liposomy s ampicilinem a PHB 392,10 +£ 6,22 0,21 + 0,00
liposomy s ibuprofenem 351,93 £3,53 0,30 + 0,04
liposomy s ibuprofenem a PHB 373,43 £4,05 0,32 + 0,02

Z vyse uvedené tabulky je patrné, Ze primeérnd velikost Castic se pohybovala Vv rozmezi
ptiblizné od 200 do 400 nm. Jako nejmensi byly vyhodnoceny prazdné castice, které
dosahovaly velikosti 227,80 nm. O néco vétsi velikost byla zaznamenana také u prazdnych
Castic, avsak pripravenych s ptidavkem polymeru PHB. Jejich velikost dosahovala 247,53 nm.
Celkové pak enkapsulaci aktivnich latek do liposoml dochézelo ke zvySovani jejich primérné
velikosti. VSechny typy pfipravenych liposomovych ¢astic s enkapsulovanymi terapeutiky
dosahovaly velikosti nad 300 nm. Z tabulky je také jasné zfejmé, Ze Castice obsahujici PHB ve
své fosfolipidové dvojvrstve jsou znatelné vétsi, ve srovnani s Casticemi bez tohoto polymeru.
Ptikladem jsou liposomy o obsahu ampicilinu, kdy ¢astice s ptidavkem PHB byly piipraveny
0 velikosti az 392,10 nm, naopak ¢astice bez inkorporovaného PHB dosahovaly velikosti
315,43 nm, tedy 0 76,67 nm méné.

V tabulce jsou rovnéz uvedeny ziskané hodnoty indexu polydisperzity, tedy tdaje o distribuci
velikosti liposomovych ¢astic v suspenzi. U vSech typu ptipravenych ¢astic se hodnoty Pdl
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pohybovaly v rozmezi od 0,19 do 0,32. Nebyla pickro¢ena ani hodnota Pdl 0,40 a ¢astice tak
1ze povaZzovat za uniformni.

5.1.3 Stanoveni elektrokinetické stability

Pomoci techniky dynamického rozptylu svétla byl také stanoven zeta potencial jakozto
parametr urcujici stabilitu liposomové suspenze. Elektrokineticka stabilita pfipravenych ¢astic
byla sledovana pfi jejich kontaktu s destilovanou vodou i fyziologickym roztokem. Stanoveni
zeta potencialu bylo provedeno ihned po ptiprave liposomu, déale tyden a 6 tydnii ode dne jejich
ptipravy. Veskery postup stanoveni je uveden v kapitole 4.6.3. Vysledné hodnoty zeta
potenciali jsou uvedeny v tabulce 14 jako primérné hodnoty, i v tomto piipadé byl totiz kazdy
vzorek prométen celkem tiikrat. Posouzeni, zda je dany systém stabilni bylo na zaklad¢ ziskané
hodnoty zeta potencialu, resp. zda hodnota spada do intervalu —30 az 30 mV ¢i nikoliv. Hodnoty
nachdzejici se mimo tento interval znaci stabilitu ptfipraveného systému.

Tabulka 14 Hodnoty zeta potencialu liposomii suspendovanych ve vodném prostiedi

typy liposomi zeta potencial [mV]
po pripravé po tydnu po 6 tydnech
prazdné liposomy —-40,27+0,71 | —42,87 1,16 | —21,15+1,91
prazdné liposomy s PHB —43,43+3,776 | 41,33 +£0,57 | —25,27 £8,07
liposomy s ampicilinem 42,73 £1,19 | —4430+4,97 | —38,97+3,01
liposomy s ampicilinem a PHB -50,87 £ 1,86 | —53,83+2,08 | —63,93 +£1,59
liposomy s ibuprofenem —38,67+0,23 | —42,33+0,71 | —33,90+2,09
liposomy s ibuprofenem a PHB -40,73 £2,11 | —42,80+2,16 | —36,97 £2,06

Na zakladé vySe uvedeného predpokladu, ze stabilni systém je charakterizovan hodnotou zeta
potencialu do —30 mV a nad 30 mV, miZeme fici, Ze pfipravené Castice vykazuji zna¢nou
stabilitu. V tabulce také mizeme vidét, ze astice i po tydnu skladovani jsou stale zcela stabilni.
U castic skladovanych 6 tydnti mizeme z hlediska stability pozorovat zménu, hodnoty zeta
potencialu u nékterych typu castic vzrostly, zejména u ¢astic bez enkapsulovanych 1é¢ivych
slozek (prazdné liposomy, prazdné liposomy s PHB). Tyto typy castic mély jiz hodnoty
v rozmezi nestability. Castice s obsahem aktivnich latek i po této dob&é mély hodnoty do
—30 mV. Stale je miizeme tedy povazovat za stabilni.

Co se tyc€e srovnani liposomt s inkorporovanym PHB a liposomi pfipravenych bez obsahu
tohoto polymeru, ¢astice s PHB vykazovaly vysSsi stabilitu. Nejvétsi rozdil zeta potencialu
muizZeme pozorovat u ¢astic S enkapsulovanym ampicilinem, kde rozdil mezi ¢asticemi s PHB
a bez PHB je okolo 10 mV.
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Tabulka 15 Hodnoty zeta potencialu liposomii suspendovanych ve fyziologickém roztoku

typy liposomil zeta potencial [mV]
po pripravé po tydnu po 6 tydnech
prazdné liposomy —65,77+3,37 | —=7797+2,51 | —65,77 £3,37
prazdné liposomy s PHB —7823+2,06 | —83,40+2,84 | —73,50 + 3,35
liposomy s ampicilinem -69,67 +£3,82 | —70,90 £3,55 | —52,30 + 4,81
liposomy s ampicilinem a PHB —78,17+2,32 | —78,57+£4,01 | —67,07 £ 0,49
liposomy s ibuprofenem —68,57 £ 1,35 | =75,20+2,59 | —65,50+2,07
liposomy s ibuprofenem a PHB 74,73 £1,33 | —73,53+4,28 | —70,43 £2,43

V tabulce jsou zaznamenany hodnoty zeta potencialu liposomu, které byly suspendovany do
fyziologického roztoku. V porovnani s tabulkou mizeme konstatovat, ze hodnoty parametru
elektrokinetické stability jsou nizsi, a tudiz Castice jsou vice stabilni. Totéz plati i pro ¢astice
skladované az 6 tydnt v tomto prostiedi, jejich hodnoty zeta potencialu znaci stale mimotadnou
stabilitu.

5.1.4 Kontrola uvoliiovani aktivnich latek z ¢astic
Kontrola uvoliiovani 1é¢iv amicilinu a ibuprofenu enkapsulovanych do vech typut piipravenych
¢astic byla provedena spektrofotometricky a pro ovéreni pomoci HPLC.

5.1.4.1 Uvoliiovani aktivnich ldtek 7 Castic (spektrofotometrické stanoveni)

Postup, jakym byla sledovana mnozstvi uvolnénych latek z ¢astic po ur€ity Cas, je uveden
v kapitole 4.6.4. Konkrétn¢ byla provedena kontrola uvoliiovani u ampicilinu a ibuprofenu
enkapsulovaného do liposomovych ¢astic a do kombinovanych liposomovych ¢astic s PHB.
Mnozstvi uvolnéného 1é¢iva bylo sledovano v ¢asovém intervalu 1 hodina az 4 dny a vypoc¢tena
pomoci kalibraéni rovnice uvedené v kapitole 5.1.1.1. Vysledné hodnoty jsou vyjadieny jako
prumérné, nebot’ kazdy vzorek byl stanoven celkem tiikrat. Veskeré ziskané hodnoty jsou
uvedeny v procentech jakozto mnozstvi uvolnéného lé¢iva z celkového mnozstvi 1éCiva, které
se podafilo do ¢astic enkapsulovat. Hodnoty jsou tedy vztaZeny na vysledné hodnoty
enkapsula¢ni uc¢innosti uvedené v kapitole 5.1.1.1.
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Obrazek 10 Grafické zndzornéni mnozstvi uvolnéného ampicilinu z cdstic do prostredi
tvoreného destilovanou vodou (spektrofotometrie)

Uvoliovani ampicilinu i ibuprofenu bylo sledovano do dvou prostiedi o riznych teplotach,
do destilované vody (laboratorni teplota) a do fyziologického roztoku (37 °C). VySe mlizeme
vidét grafické znazornéni (Obrazek 10) postupného uvoliovani antibiotika do prostiedi
tvotfeného destilovanou vodou. MnoZstvi tohoto 1é¢iva uvoliiujiciho se z liposomovych ¢astic
bez PHB i z ¢astic s ptidanym polymerem PHB Vv prvnich hodinach uvoliiovani roste, u ¢astic
bez PHB bylo jiz po 4 hodinach dosazeno uvolnéni veskerého enkapuslovaného mnozstvi
antibiotika. Stejného trendu dosahl i ampicilin uvoliujici se z liposomovych ¢éastic s PHB,
avSak uvolnéné mnozstvi bylo daleko nizsi, po 4 hodinach bylo uvolnéno nad 20 %
enkapsulovaného ampicilinu.

U 6 hodin miZzeme pozorovat vychyleni této rostouci kiivky, a to jak u uvoliiovani z Castic
bez PHB, tak i z ¢astic s PHB. Dale ve vyssich ¢asech, od 8 hodin a vice, jiz pozorujeme opét
rostouci trend mnozZstvi uvolnéného 1é¢iva.

Nize je pak uvedeno grafické znazornéni uvolnovani antibiotika do prostfedi fyziologického
roztoku (Obrazek 11), kde opét muzeme rostouci hodnoty uvolnéného mnozstvi ampicilinu
a poklesy ve vyssich hodinach uvoliiovani, tak jako tomu bylo i u uvoliovani této aktivni latky
do prostiedi destilované vody.
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Obrazek 11 Grafické zndazornéni mnozstvi uvolnéného ampicilinu z castic do prostredi
tvoreného fyziologickym roztokem (spektrofotometrie)

Vyse zminény pokles mnozstvi uvolnéného ampicilinu byl vSak u prostfedi tvorené¢ho
fyziologickym roztokem zaznamendm v pozdé€jSich casech, ve srovnani s ptredchozim
prostfedi. Zde byl pokles pozorovan az po 8 hodinach uvoliiovani, av§ak pouze u uvolnovani
z ¢astic bez obsahu polymeru PHB. Znatelné mens$i mnozstvi uvolnéného ampicilinu
z modifikovanych liposomovych ¢astic polymerem PHB bylo pak pozorovano az na druhy den
uvolfiovani. SniZzeni mnoZstvi uvolnéného ampicilinu ve zminénych casech miZze byt
piisouzeno mozné difuzi této latky zpét do struktury nosice, piipadné k zachyceni 1é¢iva ve
struktufe castic. Celkové vSak muzeme konstatovat, Ze funkcionalizaci liposomil polymerem
PHB dojde ke sniZeni rychlosti uvolfiovéani, enkapsulovana latka se tedy uvolituje po delsi ¢as
postupné a v menSich mnozstvi. Rozdil také shleddvame v prostfedi, do kterého se latka
uvoliyje. Jak miZeme vidét, rychlost uvolnovani u fyziologického roztoku se zménila,
Vv porovnani s destilovanou vodou.

Stanovenim postupného uvoliiovani antibiotika z ¢astic metodou spektrofotometrie vSak neni
povazovano za prili§ pifesné. U uvoliiovani do obou prostiedi bylo u fady ¢ast stanoveno nad
100 % mnoZstvi uvolnéné latky, z tohoto diivodu bylo zatazeno stanoveni i citlivéj$i metodou,
kterou je kapalinova chromatografie (viz. kapitola 5.1.4.2).

A co se tyce enkapsulovaného analgetika do ¢astic, kontrola postupného uvoliovani, opét do
prostiedi destilované¢ vody a fyziologického roztoku, je graficky znazornéna na
obrazcich 12 a 13.
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Obrazek 12 Grafické zndzornéni mnozstvi uvolnéného ibuprofenu z castic do prostredi
tvoreného destilovanou vodou (spektrofotometrie)

Postupné uvoliiovani ibuprofenu z ptipravenych castic do prostiedi destilované vody je
znazornéno na obrazku 12, kde miizeme pozorovat opét rostouci zavislost mnozstvi uvolnéného
lIé¢iva v Case, opét s poklesy v urcitych hodinach. V prvnich hodinach uvolfiovani bylo
zaznamenano nad 50 % procent mnozstvi enkapsulovaného 1é¢iva, v pfipadé uvoliiovani
z ¢astic bez PHB. U castic s pfidavkem polymeru dochazi opét ke zpomaleni procesu
uvolnovani, 1é¢ivo se uvoliiuje v mensich koncentracich, jak se dalo o¢ekavat.
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Obrazek 13 Grafické zndazornéni mnozstvi uvolnéného ibuprofenu z castic do prostredi
tvoreného fyziologickym roztokem (Spektrofotometrie)
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Na obrazku 13 vidime uvoliiovani ibuprofenu z ¢astic do fyziologického roztoku. | zde
pozorujeme rostouci zavislost uvolnéného mnozstvi analgetika na case, kdy nejvice latky bylo
detekovano az po delsim case uvoliiovani (po 8 hodinach a vice), v ptipadé ¢astic bez PHB.
U tohoto typu ¢astic bylo v prvnich ¢asech zaznamenano kolem 50 % ibuprofenu, v 6 hodinach
doslo jako 1 v pfedchozich stanovenich ke snizeni koncentrace 1éCiva uvolnéného do tohoto
prostredi. Naopak z ¢astic se zabudovanym PHB ve své struktuie bylo v tomto ¢ase detekovano
nejvyS$s$i mnozstvi (nad 40 % enkapsulovaného mnozZstvi ibuprofenu). A nelze si nepov§imnout
mirnéjSich poklesti uvolnéného mnozstvi této latky z ¢astic s PHB, tato zakolisani opét mizeme
prisoudit difuzi aktivni latky ptes fosfolipidovou membranu do wvnitini struktury c¢astic
a naopak.

5.1.4.2 Uvoliiovani aktivnich latek 7 Castic (stanoveni metodou HPLC)

Protoze spektrofotometrie neni dostate¢né citliva a piili§ pfesna metoda pro stanoveni
pouzivanych aktivnich latek v této praci, coz bylo vicekrat potvrzeno i U starSich diplomovych
praci, bylo provedeno pfeméfeni metodou HPLC. Postup stanoveni a ipravy vzorki pro detekci
na kapalinovém chromatografu je uveden v kapitole 4.6.4. Kalibra¢ni rovnice pouzita pro
vypocet uvolnéného mnozstvi 1é¢iva je uvedena v kapitole 5.1.1.2. Kazdy vzorek byl opét
zaznamenan celkem tfikrat a vyjadien jako primérnd hodnota v procentech. Opét bylo za
100 % povazovano mnozstvi, které se podafilo zapouzdiit do danych ¢astic (viz. kapitola
51.1.2).

Veskeré¢ ziskané vysledky jsou zndzornény graficky a uvedeny niZze.
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Obrazek 14 Grafické zndazornéni mnozstvi uvolnéného ampicilinu z édstic do prostiedi
tvoreného destilovanou vodou (HPLC)

Na obrazku 14 je uvedeno porovnani uvoliiovani ampicilinu z ¢astic bez PHB s uvoliiovanim
této latky z Castic s ptidavkem PHB. V grafickém zobrazeni muzeme vidét, ze tak jako
u spektrofotometrického stanoveni, u uvolfiovani z obou typt castic doSlo k postupnému
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zvySovani mnozstvi uvolnéné latky v pribéhu Casu, avSak po 6 hodindch doslo k mirnému
Rozdily v mnozstvi uvolnéné latky z castic bez PHB a ¢astic s PHB nejsou néjak znatelné jako
u spektrofotometrického stanoveni, v prvnich ¢asech uvoliiovani jsou dokonce téméi shodné.

Protoze ziskané hodnoty enkapuslac¢ni i€innosti pomoci spektrofotometrie a metodou HPLC
se nijak vyrazné neliily (pouze o jednotky procent), a ziskané vysledky z uvolnovani byly
vztazeny na hodnotu enkapsulac¢ni G¢innosti stanovenou stejnou metodou jakou je sledovano
uvolnovani ampicilinu, je mozné nyni ziskana data porovnat. Co se tedy ty¢e celkového
srovnani vysledkt ze spektrofotometrického stanoveni a ze stanoveni metodou HPLC, ziskana
data z HPLC jsou zna¢né nizsi. Piikladem je uvolnéni mnozstvi ampicilinu z liposomovych
castic bez PHB (do destilované vody), kdy pfi spektrofotometrickém stanoveni bylo
zaznamenano az 66,05 % ampicilinu (tj. 0,38 mg/ml) vzhledem k celkovému enkapsulovanému
mnozstvi a metodou HPLC 9,63 % (tj. 0,06 mg/ml).

Grafické zndzornéni uvoliovani antibiotika z ¢astic do prostiedi tvofen¢ho fyziologickym
roztokem je uvedeno nize (viz. Obrazek 15). I zde muZzeme vidét markantné niz§i hodnoty ze
stanoveni metodou HPLC nez u spektrofotometrické metody, zvlasté u uvoliovani
Z liposomovych ¢astic bez PHB. Ziskané hodnoty touto citlivéjsi metodou ukazuji, Ze nejvyssi
dosazené¢ mnozstvi uvolnéného ampicilinu ¢ini 20 % z enkapsulovaného mnozstvi. Uvolnéné
mnozstvi ampicilinu do tohoto prostiedi se pohybovalo po celou dobu zvolené¢ho ¢asového
intervalu v rozmezi pouze od 7 do 20 %, coz plati pro uvoliiovani Z obou typt pfipravenych
castic.
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Obrazek 15 Grafické zndazornéni mnozstvi uvolnéného ampicilinu z castic do prostredi
tvoreného fyziologickym roztokem (HPLC)
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Na obrazku 15 pozorujeme v prvnich ¢asech uvoliiovani rostouci trend, druhy den sledovani
bylo v8ak detekovano niz8i mnozstvi aktivni latky, doslo tedy opét k poklesu. Naopak, na 4. den
uvolnovani byla zaznamenana vyssi koncentrace uvolnéného ampicilinu, a to u uvoliiovani
Z obou typt piipravenych castic.

Graficka znazornéni uvedena nize (viz. Obrazek 16 a Obrazek 17) jiz ukazuji zavislost
mnozstvi uvolnéného analgetika ibuprofenu v zavislosti na case.

16

14
12 B : I
10 = -
g |
6 |
4 1
5 |
0
1h 2h 6h

24 h 4 dny

mnozstvi uvolnéného ibuprofenu [%]

liposomy bez PHB  m liposomy s PHB

Obrazek 16 Grafické zndzornéni mnozstvi uvolnéného ibuprofenu z castic do prostredi
tvoreného destilovanou vodou (HPLC)

Na obrazku 16 vidime mirné rostouci mnozstvi uvolnéného ibuprofenu Vv prvnich ¢asech
uvolnovani. Nejveétsi mnozstvi analgetika bylo detekovano v Case 6 hodin, coz plati pro
uvoliiovani z obou typu piipravenych Castic (12,58 % u castic bez PHB a 14,47 % u castic
s PHB). Na druhy den bylo detekovano o néco mensi mnozstvi této aktivni latky, dale jiz byl
zaznamenan rostouci trend.

Graf uvedeny na obrazku 17 ptedstavujici uvolinovani ibuprofenu z ¢astic do fyziologického
roztoku ukazuje podobny trend jaky byl stanoven i pomoci spektrofotometrie. Byl tedy
zaznamenan mirny pokles u uvoliovani analgetika z ¢astic bez PHB v 6 hodinach sledovani,
zaznamenany pokles nebyl vsak prili§ vysoky, jedna se o rozdil ptiblizné 4 % od ptedchoziho
zaznamenani (Cas 2 hodiny). Co se tyce castic s polymerem PHB, v tomto pfipad¢ doslo
k poklesu koncentrace az na druhy den. Celkové zaznamenana mnozstvi se u ¢astic bez PHB
pohybovala v rozmezi od 7 do 12 % vzhledem k enkapsulovanému mnozstvi. A u ¢astic s PHB
bylo detekovano mnozstvi této aktivni latky od 10 do 14 %.
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Obrazek 17 Grafické zndzorneni mnozstvi uvolnéného ibuprofenu z castic do prostiedi
tvoreného fyziologickym roztokem (HPLC)

5.2 Priprava a optimalizace pripravy nanovliakennych krytu

5.2.1 Alginatové kryty

Roztok alginatu sodné¢ho (SA) sam o sob¢ je elektrostaticky nezvlaknitelny, je tieba ptidat
podptrného polymeru, kterym byl Vv této praci PEO. Veskeré pracovni roztoky SA/PEO byly
ptipraveny dle postupu uvedeném v kapitole 4.7.1.1 a samotny proces elektrostatického
zvlaknovani byl proveden dle postupu zapsaném V kapitole 4.7.1.2. Prvnim provedenym
experimentem bylo zvlakfiovani roztoku o poméru alginatu sodného a PEO 1:1 (obsah
SA/PEO 4 hm. %), rozpoustédlem byla 25% kyselina octova. Zvlaknovani bylo provedeno
s prutokem 0,2 ml/h, vzdalenosti 10 cm, napétim 15 kV a jehlou o délce 2 cm a praméru
1,2 mm, po aplikaci napéti doslo vsak pouze k ukapavani kapicky roztoku z kapilarni jehly a ani
po zvySeni napéti nebylo mozZné vytvofit TaylorGv kuZel a paprsek vlaken. Nezdatené
zvlaknéni tohoto roztoku bylo pfisouzeno roztoku samotnému, konkrétné nizsi koncentraci
rozpoustédla, a tak iniz$i vodivosti roztoku. Proto byl pfipraven tentyz roztok, avsSak
rozpoustédlem byla 50% kyselina octova. Ale ani tento pracovni roztok nebyl vhodnym, pfi
pouziti stejnych parametrti jako u pfedchoziho roztoku dochdzelo pouze k dopadani kapek
roztoku na kolektor. Opét tedy nedoslo k tvorbé vlakna, a to ani pii zméné€ parametrd. Dal$im
experimentem bylo proto zvlaknovani roztoku znovu o poméru alginatu sodného a PEO 1: 1,
celkovy obsah smési téchto polymeri byl vSak vyssi (5 hm. % SA/PEQ). U zvlaknovani tohoto
roztoku bylo vychdzeno ze stejnych parametr, pracovni vzdalenosti 10 cm, pratok se
pohyboval v rozmezi 0,2-0,4 ml/h, napéti bylo nastaveno na 15 KV a zvlaknovaci jehla byla
totozna jako u predchozich experimentti. Po aplikaci napéti byla pozorovana na hrotu
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zvlaknovaci jehly pulzujici kapicka, ktera po kratkych chvilich ukapavala. Tvorba vlakna tedy
nebyla pozorovéna a na kolektoru nebyl po delsi dob¢ spatien zadny produkt.

V dalsi fazi procesu optimalizace piipravy alginatovych nanovldken bylo pracovano
s roztoky tvofenymi vzdy smési polymeru alginatu sodného a PEO a destilovanou vodou. Pro
podporu elektrostatického zvlaknovani byly roztoky doplnény latkou Triton X-100. Nasledujici
experiment byl proveden sroztokem o obsahu 4 hm. % SA/PEO (pomér polymert 7 : 3).
S pracovni vzdalenosti 12 cm, pritokem 0,4 ml/h, nastavenym napétim na 10,5 kV
a zvlaknovaci jehlou o délce 4 cm a priméru 1,2 mm bylo dosazeno tvorby stabilni kapky
a produktu na kolektoru. Ziskany produkt byl tvofen velmi slabou vrstvou a bylo na ném
pozorovano zna¢né mnozstvi malych direk. Tvorba Taylorova kuzele a ani vlakna nebyla
pozorovana. D4 se tedy ptredpokladat, ze dochédzelo pouze k rozprasovani polymeru a tvorbé
filmu. Experiment byl ukonéen po 7 hodinach, bohuzel se v$ak nepodafilo produkt sundat
z kolektoru, vytvofena vrstva byla piili§ slaba. Dalsim pokusem bylo zvlakiovani roztoku
0 stejném poméru SA/PEO jako v piedchozim ptipadé, avsak o vyssi celkové koncentraci smési
téchto polymera (5 hm. %). Co se ty¢e procesnich parametrii, po optimalizaci byla pracovni
vzdalenost nastavena na 15 cm, pratok na 0,4 az 0,5 ml/h, napéti na 14,5 kV a kapilarni jehla
byla zvolena délce 2 cm a praméru 1,2 cm. Po aplikaci napéti byla pozorovana rovnéz stabilni
kapicka, ktera vSak daleko Castéji ukapavala ve srovnani s predeslymi piipady. Ale i zde bylo
dosazeno spise tvorby filmu nezli nanovlakenné vrstvy.

Optimalizace tvorby vlaken byla dale provedena se dvéma roztoky o obsahu
5 hm. % SA/PEO, kdy pomér alginatu a PEO byl 1 : 1. Oba pfipravené roztoky obsahovaly
povrchové aktivni latku Triton X-100, avSak druhy roztok kromé této latky byl pfipraven
s pfidavkem DMSO. Vychozimi parametry pro zvlakiovani téchto dvou roztokt byly: pracovni
vzdalenost 10 cm, prutok 0,4 ml/h, napéti 15 kV a pracovni jehla o délce 2 cm a priméru
1,2 mm. Zroztoku s kombinovanym ucinkem Tritonu X-100 a DMSO byl opét vytvoien
produkt s ¢etnym mnozstvim drobnych direk (viz. Obrazek 18) a opét nebyl spatiena tvorba
vlakna. Mtzeme tedy fici, Ze dochazelo i v tomto ptipadé pouze rozprasovani polymeru. Co se
tyCe procesu zvlaknovani roztoku bez kosolventu DMSO, pii pouziti stejnych parametrii
dochazelo pouze k velmi ¢etnému ukapavani kapicek ze zvlakiovaci jehly a ani pfi zméné
parametri nebylo dosazeno zlepSeni. V disledku toho byl vytvofen novy roztok, ktery se lisil
pouze V celkové koncentraci smési polymert (tedy 4 hm. % SA/PEO). Zvlaknovani bylo
provedeno se stejnymi parametry jako u experimentu s roztokem o obsahu Tritonu X-100
a DMSO, vysledkem byla opét ten¢i vrstva rozpraseného polymeru s dirkami bez mozného
sundani z kolektoru. Produkty experimentt s timto roztokem a roztokem o obsahu obou PAL
byly na prvni pohled totozné, vizualné lze vSak posoudit, Ze vytvofena vrstva z roztoku
o obsahu 5hm. % SA/PEO s ptidavkem Tritonu X-100 (0,5 hm. %) a DMSO (5 hm. %)
pusobila silnéji.
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Obrdazek 18 Produkty z roztoku o obsahu 4 hm. % SA/PEO (pomér polymerii 1 - 1)
s obsahem 0,5 hm. % Tritonu X-100 (vlevo) a z roztoku o obsahu 5 hm. % SA/PEO
s pridavkem 0,5 hm. % Tritonu X-100 a 5 hm. % DMSO (vpravo)

Z uvedenych duvod, tj. pfedev§im nemozného sejmuti vytvotrené vrstvy z kolektoru, nebylo
dale stimto polymerem pracovano. Avsak moznosti jak vytvofenou vrstvu z SA/PEO
(5 hm. %, s ptidavkem Tritonu X-100 a DMSO) vyuzit by byla tvorba krytu o vice vrstvach,
napf. spodni vrstva by byla tvofena dobfe snimatelnymi nanovlakny z PHB a horni pravé
z alginatu sodného. Protoze pfedmétem prace Bc. Lucie Prochazkové [79] byla piiprava
vicevrstvych krytd, byly veskeré vysledky z procesu optimalizace tvorby alginatovych kryta
poskytnuty zde do zminéné prace.

5.2.2 Kryty na bazi PHB

5.2.2.1 Elektrostatické zvldakrnovani

Optimalizace pfipravy nanovlakennych kryti na bazi PHB metodou elektrostatického
zvlaknovani byla provedena dle postupu uvedeném v kapitole 4.7.2.2, z roztokt jejichz zptsob
ptipravy je uveden v kapitole 4.7.2.1. Experimenty byly provedeny se tfemi roztoky liSici se
koncentraci PHB. Vychozi parametry (pracovni vzdalenost 15 cm, pritok 4—7 ml/h a napéti
15 kV) pro zvlaknovani se jevily jako vhodné, nebot’ byla pozorovana tvorba Taylorova kuzele
a paprsku vlakna. Pritok se samoziejmé u tvorby vlaken z roztoku o nizsi koncentraci PHB
(1 hm. %) lisil, ve srovnani S pfipravou vlaken z roztoku o koncentraci vyssi. U roztoku
o obsahu 1 hm. % PHB se tvofila vlakna jemné&jsi, roztok byl méné viskozni, a tudiz bylo
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zapotiebi nastaveni niz$iho pratoku na pumpé (1-2 ml/h). Zvlakinovani tohoto roztoku bylo
tedy ¢asové mén¢ efektivni.

Zvlaknovani roztoku o obsahu 4 hm. % bylo rychlejsi, pritok byl nastaven az na 7 ml/h,
avSak dochézelo k obfasnému ukapavani roztoku polymeru ze zvlakiiovaci jehly. Dalsi proces
zvlaknovani byl proveden sroztokem o obsahu 2 hm. % za pritoku 4 ml/h, kdy béhem
zvlaknovani byl pozorovan stabilni paprsek bez ukapavani roztoku z jehly. Vysledny produkt
byl celistvy, hladky a odebrani z kolektoru bylo provedeno bez problému. Odebrany produkt
vytvoteny z roztoku o obsahu 4 hm. % PHB zanechal na kolektoru tenkou vrstvu, nebylo tedy
mozné odebrat cely produkt.

Obrdazek 19 Zvidknovani roztoku o obsahu 2 hm. % PHB metodou elektrostatického
zvlaknovani: pribeh zvlaknovani (vievo), snimani nanovldakenného produktu po zvlaknéni
10 ml roztoku (vpravo)

Na zaklad€ pozorovani procesu zvldknovani jednotlivych pracovnich roztokd a vizualni
porovnani vyslednych nanovlakennych produktt byl roztok o obsahu 2 hm. % PHB zvolen jako
optimalni a pouzit pro piipravu kryti s terapeutiky.

5.2.2.2 Odstiedivé zvlakriovani

Stejné tak jako u elektrostatického zvlakniovani, popsaného v predchozi kapitole 5.2.2.1, bylo
porovnano zvlaknovani roztoku liSici se koncentraci polymeru (opét roztoky o obsahu 1,
a na tyCich kolektoru neulpéla téméf zadna vlakna. Vldkna vytvafena zroztoku o obsahu
2hm. % PHB se po zvlaknéni 10 ml roztoku zacala trhat a samotné odebrani produktu
Z kolektoru bylo obtizné. Naopak zvlaknovani roztoku o nejvyssi koncentraci PHB bylo
bezproblémové a byl ziskan celistvy produkt. Tento roztok byl tedy vyhodnocen jako
nejvhodnéjsi a byl vyuzit i k ptipravé Kryta s aktivnimi latkami.

62



Obrdazek 20 Zvldkinovani roztoku o obsahu 4 hm. % PHB metodou odstiedivého
zvlaknovani: ulpéla vidkna tycich kolektoru (vlevo), ziskany produkt po zviaknéni 10 ml
roztoku (vpravo)

5.2.3 Zelatinové kryty
Roztoky pro piipravu zelatinovych krytt byly pfipraveny celkem dva (viz. kapitola 4.7.3.1),
avSak s rozdilnou koncentraci Zelatiny (25 a 30 hm. %). Nanovlakna byla pfipravena metodou
elektrostatického zvlaknovani dle postupu popsaného v kapitole 4.7.3.2. Se zvolenymi
parametry (pracovni vzdalenost 10 cm, prutok 0,7 ml/h, napéti 15 kV, pouzita jehla o praméru
1,2mm a délce 2 cm) bylo dosazeno tvorby paprsku vlakna, a to u obou experimenti
provedenych se zminénymi roztoky. Pfi pozorovani tvorby vldken dochazelo v piipadé
zvlaknovani roztoku 0 obsahu 30 hm. % zelatiny k ob¢asnému odkapavani roztoku z kapilarni
jehly, pficemz kapicky dopadaly smérem ke kolektoru. Z obou piipravenych roztoki byl
vytvoten celistvy kryt, avSak pfi sundavani nanovlakenného produktu vytvofeného z roztoku
0 vyssi koncentraci zistala jeho ¢ast na kolektoru, nebylo tedy ziskano 100 % produktu. Kromé
toho, na vytvotreném Krytu z tohoto roztoku tvofeného vétsim mnozstvim zelatiny byly spatieny
drobné dirky mensi ¢etnosti, dopaddnim kapicek doslo zfejmé k mirnému prodéravéni. Naopak
kryt vytvofeny z roztoku o obsahu mensiho mnozstvi Zelatiny byl hladky, bez znamek dér
a jeho snimani z kolektoru bylo snadné.

Z téchto uvedenych diivodl byl k pfipraveé nanovlakennych kryth s aktivnimi latkami vyuzit
roztok o obsahu 25 hm. % Zelatiny.
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Obrazek 21 Zvlaknovani zelatinového roztoku (25 hm. % Zelatiny) metodou
elektrostatickeho zvlaknovani: prubéh zviaknovani (vlevo), ziskavani produktu po zvidkneni
2,5 ml roztoku (vpravo)

5.3 Charakterizace nanovlakennych krytu

5.3.1 Stanoveni stability nanovlakennych kryti

Ptiprava vzorecku nanovldkenného krytu a samotny postup stanoveni je popsan kapitole 4.8.1.
Stabilita nanovladken byla stanovena u pfipravenych vldken bez obsahu 1é¢ivych latek a pouze
u vlaken z polymeru PHB. Dle vysledki provedené optimalizace pfipravy nanovlakennych
krytt byly pro pfipravu kryti s obsahem 1é¢iv zvoleny polymery PHB a Zelatina. Protoze
zelatina je ve vodé rozpustny material, nebylo tieba stanovat stabilitu krytu ptipraveného
z tohoto polymeru. Piedpokladal se tedy hmotnostni tibytek u zelatinového krytu 100 %, jiz
v fadech nékolika minut. Konkrétné byla stabilita testovana u téchto PHB krytt: kryt o obsahu
4 hm.% PHB (pfipraveny metodou odstfedivého zvlaknovani) a kryt o obsahu 2 hm. % PHB
(pripraveny metodou elektrostatického zvlaknovani). Stabilita byla stanovena jako ubytek
hmotnosti v Case, pfi¢emz ziskané hodnoty jsou uvedeny jakozto ubytek materialu v %
(vztaZzeno na navazku daného vzorku), a protoze kazdy vzorek byl stanoven celkem tiikrat,
vysledky jsou uvedeny jako primérné hodnoty. A 1 zde byla rychlost degradace nanovlaken
sledovana ve dvou prostiedich, destilované vodé (laboratorni teplota) a fyziologickém roztoku
(37 °C).

Vesker¢é ziskané vysledky jsou uvedeny v tabulce 16, kde mizeme vidét procentualni ubytek
zminénych typi vlaken po ponofeni do modelovych prostiedi v ¢asovém intervalu od 1 hodiny
az po 8 dnu. Z tabulky je zfejmé, Ze u nanovladken nachazejicich se v danych prostfedi n¢kolik
hodin nedochazi k nijak vyraznému ubytku hmotnosti, vyznacuji se tedy vétsi stabilitou.
Znatelnéjsi ubytek pozorujeme u vlaken nachazejicich se v prostredi fyziologického roztoku po
dobu 4 dnu. U vlaken piipravenych metodou forcespinning byl ubytek materialu stanoven na
48,72 % a u elektrospinovych vlaken na 32,00 %. K nejvyrazné&jsi degradaci vlaken doslo vsak
az po 8 dnech, zvlasté u vlaken ze 4% PHB nachazejicich se ve fyziologickém roztoku (tibytek

64



78,79 %). U vlaken obsahujicich 2 hm. % PHB byl vyraznéjsi tibytek hmotnosti také az po
8 dnech, kdy u Kkrytu v prostiedi fyziologického roztoku doslo az k poklesu hmotnosti
065,96 %. Celkové byl ubytek hmotnosti vldken vlozenych do prostfedi fyziologického
roztoku znatelnéjsi, ve srovnani s vlakny vlozenych do destilované vody.

Lze také konstatovat, ze v prubéhu ¢asu dochazi postupné degradaci piipravenych vlaken na
bazi PHB. Postupnd degradace vSak mulze napomadahat postupnému uvoliiovani Iéciv
inkorporovanych do nanovldkennych krytti. Rychlost uvolfiovani 1é¢iv z nanovlakenné
struktury je totiz fizena rychlosti difuze z polymerni struktury a také rychlosti degradace
nanovlakenného nosice.

Tabulka 16 Stabilita samotnych nanovlakennych kryti

) modelové ubytek materialu [%0]
cas prostredi 4% PHB 2% PHB.
(forcespinning) (elektrospinning)

1 hodina destilovana voda 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00
fyziologicky roztok 7,41 £0,33 13,33 £0,44

2 hodiny destilovana voda 8,70 £ 0,22 13,33 £ 0,65
fyziologicky roztok 8,87 +0,39 13,90 + 0,23

4 hodiny destilovana voda 15,15+0,53 16,67 + 0,82
fyziologicky roztok 16,54 + 1,07 16,81 £ 0,49

8 hodin destilovana voda 13,79 £ 0,48 20,83 £ 1,02
fyziologicky roztok 18,46 + 0,83 21,05 £ 0,69

1 den destilovana voda 18,91 £ 0,49 18,29 +£ 1,02
fyziologicky roztok 21,21 £0,74 21,54 £ 0,79

2 dny destilovana voda 17,24 + 0,96 18,89 + 0,68
fyziologicky roztok 26,15+ 1,18 23,26 £ 0,78
4 dny destilovana voda 18,00 + 0,53 21,21 £ 1,04
fyziologicky roztok 48,72 £ 1,19 32,00 + 1,06
% dnil destilovana voda 55,38 +£ 0,69 60,53 + 1,37
fyziologicky roztok 78,79 £ 0,97 65,96 + 1,35

5.3.2 Kontrola uvoliovani aktivnich liatek z nanovlakennych kryti
Sledovani postupného uvoliovani 1é¢iv  ampicilinu a ibuprofenu
nanovlakennych kryti bylo provedeno dle postupu uvedeném v kapitole 4.8.2. Stanoveni
mnozstvi uvolnénych latek do modelovych prostiedi, destilované vody (laboratorni teplota)
a fyziologického roztoku (37 °C), bylo zjisténo spektrofotometricky. Pro vypocet mnozstvi
uvolnénych latek byla pouzita kalibra¢ni rovnice v kapitole 4.6.1.1. Vysledkem bylo tedy
procentudlni vyjadieni mnoZzstvi 1é¢iva vztazené k celkovému mnozstvi latky inkorporované do
celého nanovlakenného krytu.

Kontrola uvolnovani aktivnich latek byla provedena celkem u 8 pfipravenych PHB krytd,
které se lisily obsahem typu lé¢iva (ampicilin nebo ibuprofen), obsazenych mnozstvi (5 nebo
10 % dané aktivni latky odpovidajici mnoZstvi pouzitého polymeru PHB) a pfedevs§im typem

Z ptipravenych
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krytu (4% PHB kryt ptipraveny metodou forcespinning nebo 2% PHB kryt pfipraveny metodou
elektrospinning). Pripraveny vsak byly také Zelatinové kryty liSici opét mnozstvim
inkorporovaného 1é¢iva (5 nebo 10 % 1é¢iva odpovidajici mnozstvi pouzité Zelatiny), ale jak uz
bylo vySe zminéno (viz. kapitola 5.3.1), u Zelatinovych krytt byl piedpoklad vysoké rychlosti
degradace krytu pfi jeho kontaktu s uvedenymi modelovymi prostiedimi, a to za velmi kratky
Cas. Rychlost degradace koresponduje srychlosti uvoliovani 1éCiv ze struktury
nanovlakenného nosice. Z téchto diavodi bylo sledovano postupné uvoliovani ampicilinu
a ibuprofenu pouze u kryt na bazi PHB.
Ziskané vysledky byly zpracovany do sloupcovych grafii, které jsou uvedeny nize.
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Obrazek 22 Grafické zndzorneni mnozstvi uvolnéného ampicilinu z nanovldakennych kryti
do prostredi tvoreného destilovanou vodou

Zde na uvedeném na obrazku 22, jenz piedstavuje zavislost mnozstvi uvolnéného ampicilinu
z nanovlakennych kryti do prosttedi destilované vody na ¢ase, mtze vidét postupné zvysujici
se mnozstvi uvolnéného antibiotika, avSak s obcasnym zakolisinim. Obcasné poklesy
rostouciho trendu uvolnéného mnozstvi mizeme pozorovat jak u krytd s obsahem 4 hm. %
PHB, tak i u kryti s obsahem 2 hm. %, nehled¢ na mnozstvi inkorporované latky. Zminéné
vykyvy si lIze vysvétlit difuzi latky do zpét do struktury nanovlaken a naslednym uvolnénim
této latky do modelového prostiedi. VIiv také mize mit i samotna struktura vlakna, nanovlakna
se vyznacuji ¢etnym obsahem poéru jak ve svém vnitiku, tak i na svém povrchu. Lécivo
zachycené v téchto porech se mohlo v nékterych ¢asech uvolnit pouze ze samotné vnitini
struktury, ¢i jen z povrchu, a proto nékdy shledavame nizsi koncentraci uvolnéné latky.
Vyrazny pokles uvolnéného mnozstvi mizeme pozorovat u 2% krytu na bazi PHB s obsahem
5 % lécivé latky v ¢ase uvoliiovani 6 hodin, v tomto ¢ase bylo detekovano pouze ze 4 %. V Case
8 hodin bylo u tohoto krytu detekovano pétinasobné mnozstvi ampicilinu (tj. 20 % ampicilinu),
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ve srovnani s piedeSlym ¢asem. Nejvétsi mnozstvi uvolnéné latky pak pozorujeme u 4% PHB
krytu, zejména v ¢ase 24 hodin, kdy bylo uvolnéno az 55 % tohoto antibiotika.

A co se ty€e vlivu mnozstvi aktivni latky inkorporované do krytu, vyrazngjsi ovlivnéni
mizeme pozorovat u 2% PHB, kdy u kryti pfipravenych s niz§im obsahem aktivni latky
(tj. 5 % ampicilinu) bylo detekovano vy$$i mnozstvi uvolnéného ampicilinu, ve srovnani se
stejnym krytem o obsahu vy$$iho mnozstvi této aktivni latky (tj. 10 % ampicilinu). Je tedy
mozné, ze mnozstvi inkorporované¢ho léCiva mélo vliv na samotnou morfologii a zejména
vlastnosti pfipravenych nanovlaken. I pfesto, Ze mnozstvi aktivni latky nemélo vliv na
samotnou zvlaknitelnost a dle vizualni charakteristiky u pfipravenych Krytd nebyl spatfen
rozdil, rozdily uvolnéného mnozstvi 1éciva jsou vSak patrnéjsi. Stejné¢ho vlivu totiZ miZeme
pozorovat i u dalsiho modelového prostiedi, u fyziologického roztoku (viz. Obrazek 23). | zde
jsou v nékterych ¢asech uvoliovani zaznamenana vyssi mnozstvi u 2% PHB krytu s obsahem
menSiho mnozstvi ampicilinu, ve srovnani se 2% PHB krytem o obsahu 10 % tohoto
antibiotika. U 4% PHB krytu rozdily v mnoZstvi inkorporované 1é¢ivé latky nejsou tak ziejmé.
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Obrazek 23 Grafické znazorneéni mnozstvi uvolnéného ampicilinu z nanoviakennych kryti
do prostiedi tvoreného fyziologickym roztokem

A stejné tak, jako u uvolnovani antibiotika do prostfedi destilované vody, i zde (Obrazek 23)
pozorujeme dostate¢na mnozstvi uvolnéné 1é¢ivé latky v delsim ¢asovém obdobi. KdyZ dojde
poruseni kiize, je nezbytné zabranit bakterialni kolonizaci rany a predejit tak infekci. A prave
kryt s dostateénym uvoliiovanim antibiotika do rany, by zajistil rychlejsi hojeni ran,
a pfedev§im zabranil infekci. Dle provedenych antimikrobidlnich testd (viz. 5.6), jiz
koncentrace 0,05 mg/ml ampicilinu zajisti potlaceni rdstu bakterialniho kmene E. coli.
Au vétSiny cCast byla uvolnénd koncentrace dostate€nd pro zajisténi potlaceni vzniku
bakteridlni infekce.

67



mnozstvi uvolnéného ibuprofenu [%]

30min 1h 2h 4 h 6h 8h 24h 2dny 4dny 6dnG 8dnd

4% PHB + 10 % ibuprofen ~ ® 4% PHB + 5 % ibuprofen
2% PHB + 10 % ibuprofen  m2% PHB + 5 % ibuprofen

Obrazek 24 Grafické zndzornéni mnozstvi uvolnéného ibuprofenu z nanoviakennych kryti
do prostredi tvoreného destilovanou vodou

Zde na vySe uvedeném grafickém zndzornéni (viz. Obrazek 25) pozorujeme mnozstvi
uvolnéného analgetika ibuprofenu do modelového prostiedi tvotfeného destilovanou vodou.
Rostouci trend uvolnéného mnozstvi 1é¢iva z vlaken o obsahu 4 hm. % PHB pozorujeme az po
¢as 6 hodin, nasledné pozorujeme niz§i mnozstvi uvolnéné latky (8 hodin). Na druhy den vsak
jiz byla detekovana opét vysoka koncentrace 1é¢iva, u krytu s obsahem 10 % ibuprofenu bylo
uvolnéno vice jak 70 % této latky. U krytu obsahujiciho 2 hm. % PHB byl zna¢ny pokles jiz pti
6 hodinach uvoliovéni, del§i ¢asové obdobi (od 2 dnll) nam vSak ukazuje vy$§i mnoZstvi
uvolnéného analgetika. Naristy a poklesy hodnot si 1ze opét odiivodnit moznou difuzi této latky
zpét do struktury nanovldkna a naopak. Ptipadné pii detekci vyssi koncentrace 1é¢iva mohlo
dojit k uvoliiovani jak z vnitini struktury nanovlakna, tak i z povrchu nosice.

Nize je pak uveden graf znazornujici uvolnovani analgetika z nanovlakennych kryti do
prostfedi tvoteného fyziologickym roztokem (viz. Obrazek 25). I zde pozorujeme obcasné
vykyvy rostouciho trendu mnoZstvi uvolnéného antibiotika. Nelze si vSak nepovSimnout
vys$§ich hodnot mnozstvi uvolnéného 1é¢iva ze 4% PHB krytu o obsahu 10 % léciva, zejména
od 8 hodin a vice. Na druhy den bylo uvolnéno az 72 % ibuprofenu z tohoto krytu.
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Obrdzek 25 Grafické zndazornéni mnozstvi uvolnéného ibuprofenu z nanovlakennych krytii
do prostredi tvoreného fyziologickym roztokem

Kromé zbaveni se zdpalu v ran€, soucasti pozorné péce o ranu je také snizeni bolesti v ran¢,
c¢ehoZz lze docilit pravé ptfidanim analgetika do kryti. V pfipad€ aplikace vytvotfenych
nanovlakennych kryti v této praci, dle vysledk z uvoliiovani miZeme fici, Ze 1 po delSim
casovém useku (tydnu) se analgetikum uvoliiuje v dostateném mnozstvi, po tydnu je stale
dosazeno koncentrace 0,18 mg/ml, v ptipadé 4% PHB krytu s 10 % Iléciva. Napiiklad
u 2% PHB krytu s 5 % lé¢iva byla posledni den uvoliiovani detekovano 1é¢ivo o koncentraci
0,01 mg/ml, tedy nizsi ve srovnani se 4% PHB krytem. Nicmén¢ plati, Ze bolest pacienta urcuje
typ a mnozstvi pouzivanych analgetik. Proto vybér typu krytu a odpovidajici mnozstvi
inkorporovanych analgetik by zéviselo na typu a zdvaznosti poranéni kiize.

5.4 Priprava nanovlikennych krytii s inkorporovanymi liposomy

5.4.1 Kryty na bazi PHB s obsahem liposomu

Pro pfipravu nanovldkennych PHB krytli s obsahem liposomil byla vyuZita metoda emulzniho
elektrostatického zvlaknovani. Postup ptipravy tohoto typu krytu je uveden v kapitole 4.9.1. Co
se ty¢e samotného pracovniho roztoku uréeného ke zvldknovani, na zidkladé¢ vysledkl
optimalizace ptipravy PHB krytd by zvolen pravé roztok o obsahu 2 hm. % PHB. K tomuto
roztoku byly ptidany castice rozsuspendované v destilované vodé. Proces zvlaknovani byl
uskute¢nén pravé pii zoptimalizovanych parametrech (pritok 4 ml/h, pracovni vzdalenost
15 cm a napéti 15 kV). Experiment byl nejprve proveden s PHB roztokem a roztokem liposomi
bez enkapsulovanych aktivnich latek. A protoze ptidavek roztoku castic neovlivnil pribeh
elektrostatického zvlaknovani, byly tyto zvolené parametry (véetné zvolené koncentrace
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liposomi) ponechény i pro ptipravu téchto hybridnich krytl 1 s aktivnimi latkami (ampicilinem
a ibuprofenem).

Dle vizualni charakterizace, vytvoreny PHB kryt s pfedpokladanym obsahem liposomovych
c¢astic byl hladky a celistvi. Snimani vytvotené vrstvy bylo snadné. Avsak vizudlni rozdil mezi
PHB krytem a PHB krytem s obsahem liposomu byl zcela o¢ividny, zvlaknénim emulze bylo
dosazeno tvorby prusvitného krytu (viz. Obrazek 26), ve srovnani s PHB krytem bez obsahu
castic.

Obrazek 26 Tvorba krytu na bazi PHB s integrovanymi liposomovymi ¢dsticemi metodou
emulzniho elektrostatického zvldaknovani (vlevo), ziskany PHB kryt s liposomy (vpravo)

5.4.2 Zelatinové kryty s obsahem liposomi

Ptiprava zZelatinovych krytii byla provedena dle postupu uvedeném v kapitole 4.9.2. Pouzitym
pracovnim roztokem ke zvlaknovani byl na zakladé vysledkt optimalizace roztok o obsahu
25hm. % zelatiny, i samotny proces elektrostatického zvlakiovani byl proveden s jiz
zoptimalizovanymi parametry (prutok 1 ml/h, pracovni vzdalenost 10 cm a napéti 15 kV).
Proces zvlaknovani ptidavkem roztoku liposomt (liposomy rozsuspendované v destilované
vod¢€) K pracovnimu roztoku Zzelatiny nebyl ovlivnén. Zvlakiovani probihalo hladce, byla
pozorovana tvorba paprsku vldkna a Taylortuv kuzel. Z téchto dtvoda pro piipravu téchto
systémil s aktivnimi latkami byly zminéné parametry ponechany, véetné piidané koncentrace
roztoku castic. Vytvofeny nanovlakenny Zzelatinovy kryt s predpokladanym obsahem ¢astic
muizeme vidét niZze na obrazku 27.
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Obrazek 27 Nanovidkenny zelatinovy Kryt s obsahem liposomovych cdstic

5.5 Charakterizace nanovlakennych krytii s inkorporovanymi liposomy

5.5.1 Kuvalitativni diikaz pritomnosti liposomi

Ovéfteni pritomnosti liposomovych cCastic ve vytvorenych vrstvach (PHB a Zelatiny) bylo
provedeno za vyuZiti fluorescencniho mikroskopu. K oznaceni liposomovych castic, resp.
fosfolipidu, byla pouzita membranova fluorescenéni sonda BODIPY 493/503. Postup piipravy
Castic se zminénym fluoroforem je uveden v kapitole 4.10.

Pozorovanim pod fluorescecnim mikroskopem byla ovétena ptitomnost liposomovych ¢astic
ve vytvofenych vrstvach pripravenych metodou elektrostatického zvlaknovani. Pod
mikroskopem byla pozorovana mista svitici modie dokazujici pravé ptitomnost znacenych
castic.

Obrazek 28 Diikaz pritomnosti liposomii v Zelatinovych nanovlaknech (zvétseni 1000X)
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Diikaz ptitomnosti ¢astic ve vytvofené struktufe mizeme vidét na vyse uvedeném snimku
z fluorescen¢niho mikroskopu (viz. Obrazek 28). Snimek potvrzuje piitomnost liposomu
v zelatinovych nanovlaknech, kde pravé modfe svitici mista znaci pfitomnost liposomovych
castic bez PHB v nanovldkenné vrstvé zelatiny.

5.5.2 Kontrola uvoliiovani aktivni latek z krytii s obsahem liposomii

Uvolnovani aktivnich latek z téchto hybridnich systému bylo sledovano dle postupu uvedeném
v kapitole 4.10.1. Stanoveni mnozstvi uvolnénych aktivnich latek do modelového prostiedi
Vv zavislosti na ¢ase bylo provedeno u vsech pripravenych nanovlakennych krytti s obsahem
liposomit (PHB kryti 1 Zelatinovych), které byly pfipraveny dle postupu uvedeném
v kapitole 4.9. Jako metoda pro detekci uvolnéného mmnozstvi byla zvolena kapalinova
chromatografie, nebot’ ve vétsin¢ ptipravenych krytl s Casticemi byla obsaZena kombinace
1é¢iv pouzivanych v této praci, zapotiebi bylo tedy citlivéjsi techniky.

V piedchozich kapitolach zabyvajici se uvoliiovanim terapeutik z pfipravenych nanostruktur
jsme mohli vidét, Ze oba typy nosicéu, tj. liposomové Castice i nanovlakna, vykazuji podobné
vlastnosti, nanovlakenny nosi¢ v§ak uvoliioval sviij obsah za delsi ¢as. U liposomovych ¢astic,
jiz v prvnich hodinéach bylo detekovano vEtsi mnozstvi uvolnéné latky. Lze tedy piedpokladat,
ze integraci liposomi do nanovldken dosdhneme synergického ti¢inku praveé v oblasti dodavani
1é¢ivych latek mezi témito systémy, zajistime tak zpomaleni uvolfiovani latek z liposomovych
castic.

destilovana voda  ® fyziologicky roztok
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Obrazek 29 Grafické zndazornéni uvolnovani ibuprofenu z castic v case 2 hodin
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Na vyse uvedeném obrazku 29 muzeme vidét srovnani uvolnéného mnozstvi ibuprofenu
z ¢astic a z Castic integrovanych v nanovlaknech v ¢ase 2 hodin. MnozZstvi uvolnéného 1é¢iva,
uvedené v grafu, bylo vyjadieno v procentech a vztazeno na mnozstvi latky, které se podatilo
do ¢astic enkapsulovat (viz. 4.6.1.2). Na obrazku tedy muzeme vidét i mnozstvi uvolnéného
analgetika (%) ze samotnych ¢astic, které bylo stanoveno rovnéz pomoci metody HPLC.
Porovnani samotnych ¢astic bylo provedeno konkrétné s témito kombinovanymi systémy: PHB
krytem s ampicilinem aibuprofenovymi cCasticemi, zelatinovym krytem s ampicilinem
a ibuprofenovymi cCasticemi a také zelatinovym krytem s ampicilinem a ibuprofenovymi
PHB-¢asticemi. Sledovano bylo tedy mnozstvi uvolnéného ibuprofenu v ¢ase 2 hodin.

A jak uz bylo uvedeno, pfedpokladem inkorporaci ¢astic do nanovlaken je zpomaleni procesu
uvoliovani. Coz mizeme potvrdit pravé uvedenym grafem. V ¢ase 2 hodin uvolfiovani do
prostiedi destilované vody (laboratorni teplota) a fyziologického roztoku (37 °C) vidime, ze
mnozstvi detekované latky ze samotnych liposomovych castic se pohybuje vV rozmezi 10 az
12 %, coz odpovida koncentraci 0,09-0,12 mg/ml (koncentrace zjisténa z kalibra¢ni rovnice
y = 113,29 x). U ¢astic integrovanych ve vytvofenych vrstvach bylo v tomto Case zjisténo 2 az
necelé 3 % uvolnéného ibuprofenu z enkapsulovaného mnozstvi (tj. 0,02—0,03 mg/ml), coz
plati jak u krytd vytvofenych z polymeru PHB, tak i ze zelatinovych. Je vsak tfeba upozornit
na to, ze srovnani bylo provedeno za ptedpokladu, ze veskeré mnozstvi ptripravenych castic
bylo inkorporovano do danych nanovlaken. Mnozstvi ¢astic, které bylo realné obsazeno ve
vlaknech, nemusi odpovidat mnozstvi, jaké bylo do ¢astic vlozeno. Mohlo dojit naptiklad
k degradaci ¢astic, zejména pii procesu tvorby emulze pro tvorbu PHB vlaken s ¢asticemi, ktera
byla ptfipravena pomoci ty¢ového ultrazvukového homogenizatoru.

Kromé uvedeného uvoliiovani v ¢ase 2 hodin, které bylo uvedeno pro srovnani, bylo za
vyuziti metody HPLC sledovano uvoliiovani v ¢asovém intervalu od 30 minut az po 4 dny, a to
ze vSech ptipravenych struktur o obsahu ¢astic. Vysledky z divodu rozsahu ziskanych dat jsou
uvedeny vV ptiloze (viz. kapitola 9), kde jsou uvedena v podobé¢ stanovené koncentrace
V jednotkach mg/ml. AvSak bohuzel u nékterych vzork zelatinovych vlaken, kde bylo
o¢ekavano rychlé uvolnéni (z divodu rychlého rozpusténi Zelatiny v modelovém prostiedi)
a zaroven jakési zpomaleni tim, Ze n€kterd vldkna mohla zGstat, nebyla u vSech vzorkd mozna
detekce. Na chromatogramu byl vidén pouze velky pik Zelatiny piekryvajici sledovanou ¢ast
tohoto zdznamu.

Na tomto mist¢ je tieba také zminit, ze detekovana mnozstvi aktivnich latek enkapsulovanych
do castic, nam také potvrzuji jejich pfitomnost v danych vrstvach. Bohuzel, vSak nyni
nemuzeme posoudit, zda pii samotném procesu tvorby vlaken nedoslo k jejich degradaci,
a proto je tieba provést mikroskopickou kontrolu (SEM), ktera v prib&hu tvorby této prace
nebyla moZna.

5.6 Antimikrobialni aktivita

Antibakterialni ucinek byl posouzen u koncentracnich fad roztokti ampicilinu a ibuprofenu
prostiednictvim diluéni metody. Inhibicni Uc¢innost téchto roztokli byla testovana na
bakterialnich kmenech Escherichia coli a Staphyloccocus epidermidis dle postupu uvedeném
v kapitole 4.11.2.
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Vysledna antibakterialni aktivita (%) je znazornéna v nize uvedené tabulce 18, pficemz
ucinnost ristu jednotlivych bakteridlnich kment je znacena symboly, jejichz vysvétleni je
uvedeno v tabulce 17.

Tabulka 17 Znaky pro dana procenta antibakteridlniho vucinku

Inhibice [%0] 0 0-10 | 10-40 | 40-60 | 60-80 | 80-90 |90-100
Znak —— - + ++ +++ | |

V prvnich sloupcich tabulky 18 miizeme vidét vysledky stanoveni citlivosti gramnegativniho
bakterialniho kmene Escherichia coli a grampozitivniho kmene Staphyloccocus epidermidis
vaci antibiotiku ampicilin. U kmene E. coli miZeme pozorovat vysokou citlivost na toto
antibiotikum, rist bakterialni kultury byl totiz zcela potlacen. Bylo dosazeno témét 100%
inhibice ristu bakterie, a to uz pifi nizsi koncentraci antibiotika (0,05 mg/ml). Co se tyce
citlivosti druhého kmene na antibiotikum, vyrazng&jsi ovlivnéni ristu kultury S. epidermidis byla
pozorovana az od koncentrace 0,25 mg/ml (inhibice od 60 do 80 %), pii nizsich koncentracich
tohoto beta-laktamového antibiotika byl nartst kultury ovlivnén pouze z nékolika jednotek
procent.

Ve stejné tabulce miizeme pozorovat chovani zminénych bakteridlnich kment v pfitomnosti
analgetika ibuprofenu. A jak se dalo ocekavat, u obou kmentll nebyla antibakteridlni aktivita
tohoto 1éCiva pozorovana. Drobny, avSak nijak vyrazny antibakterialni ucinek (pouze
z n€kolika jednotek procent) byl zaznamenan u E. coli pfi pisobeni vysSich koncentraci
ibuprofenu, az od 1 mg/ml.

Tabulka 18 Antibakteridlni ucinek riiznych koncentraci roztokit ampicilinu a ibuprofenu

aktivni latka ampicilin ibuprofen
[mg/ml] E. coli S. epidermidis E. coli S. epidermidis
0,050 +4+++ - -— -—
0,125 +++++ ++ —— ——
0,250 +++++ +++ —— -—
0,375 +++++ +++ —— -—
0,500 +++++ +++ —— -—
0,750 +++++ +++ —— -—
1,000 +++++ +++ - -—
1,250 +++++ +++ - -—
1,500 +++++ +++ - -—
1,750 +++++ +++ - -—
2,000 +++++ +++ - -—
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5.7 Stanoveni bezpecnosti pripravenych materiali
Kone¢nou fazi této diplomové prace bylo urceni bezpecnosti, resp. sledovani ptipadného
cytotoxického ucinku piipravenych materialii. Bezpecnost U materialt, upravenych pro toto
stanoveni dle postupu 4.12.1, byla ovéfena provedenim MTT. Spolu MTT testem byl pro
doplnéni proveden i LDH test. Co se ty¢e samotnych materiald, kterymi byly nanovldkenné
Kryty s casticemi, jsou vypsany nize (viz. Tabulka 19). A protoze jednotlivé kryty nebyly
pfipraveny o stejné tloust'cé, v tabulce jsou rovnéz uvedeny i hmotnosti jednotlivych vzork.
Se stanovenim cytotoxicity, prob&hl u uvedenych materialti soub&ézné i tzv. scratch test neboli
test ,,hojeni ran“, jehoZ postup provedeni je uveden v kapitole 4.12.5.

Tabulka 19 Vzorky krytit o obsahu castic testované na humannich burikach

vzorek znaceni hmemest(tcms)i[mg]
MTT test | scratch test
PHB vlakna + prazdné Castice P1 3,0 3,6
PHB vlakna + ¢astice s ampicilinem P2 2,2 2,7
PHB vlakna s 1bu_p¥0_fenem + Castice p3 21 23
s ampicilinem
PHB Vlakna_s ampiclinem + ¢astice P4 23 23
s ibuprofenem
zelatinové vlakna + prazdné ¢astice 71 1,3 1,4
zelatinova vlakna + prazdné PHB &astice 72 0,6 0,5
Zelatinova vlakna + Castice s ampicilinem 73 0,9 0,8
zelatinova vldkna + PHB ¢astice s ampicilinem 74 1,4 1,3
zelatinova vlédkna s {byprofenem + Castice 75 11 0.8
s ampicilinem
zelatinova vldkna s 1bu_pr_o_fenem + PHB castice 76 13 13
s ampicilinem
Zelatinova Vlakl_la s ampicilinem + Castice 77 22 13
s ibuprofenem
zelatinova vldkna s ampicilinem + PHB ¢astice 73 11 1.0
s ibuprofenem

5.7.1 MTT test
MTT test byl proveden dle postupu uvedeném v Kapitole 4.12.3, pticemz kazdy vzorek byl
testovan celkem dvakrat, vysledkem je tedy primérna hodnota pfevedena na procentualni
vyjadfeni rastu vzhledem ke kontrole rustu keratinocytu (CC) (viabilita CC ¢ini 100 %).
Veskeré vysledné hodnoty viability HaCaT bunék po kultivaci s nanovldkennymi
strukturami s inkorporavanymi liposomy jsou uvedeny nize na obrazcich 30 a 31. Na téchto
grafickych znazornénich si mizeme vSimnout Cervené¢ho zvyraznéni predstavujici hranici
cytotoxicity. Pokud hodnota inhibice metabolické aktivity neklesne pod 50 % kontroly [80],
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tzn. pod hranici cytotoxicity, testovany vzorek lze povazovat za bezpe¢ny, tedy v ramci
stanoveni cytotoxického U€inku.

Graf uvedeny nize na obrazku 30 piedstavuje vysledky MTT testu nanovlaken na bazi PHB
s obsahem liposomovych ¢astic. A jak mizeme vidét, PHB vlakna s liposomy nejsou v danych
mnozZstvi toxicka. Veskeré hodnoty leZi vysoko nad hranici cytotoxicity, nebyl zaznamenén ani
nijak vyrazny pokles ristu keratinocytti vzhledem ke kontrole.
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Obrdazek 30 Viabilita HaCaT bunek po kultivaci s kryty na bazi PHB s obsahem cdstic

Na grafickém znazornéni (viz. Obrazek 31) jsou uvedeny vysledky stanoveni rustu
keratinocytti po Kultivaci s zelatinovymi kryty obsahujicimi liposomové ¢astice a modifikované
liposomové castice polymerem PHB. I zde mlizeme vidét, Ze tyto nanovlakenné kryty nemély
vyznamny vliv na metabolickou aktivitu keratinocytti vzhledem ke kontrole. Hodnota inhibice
nebyla piekroCena, a proto lze vzorky povazovat za netoxické. OvSem mirny pokles viability
shledavame u vzorkd obsahujicich PHB-¢astice v Zelatinové struktute (vzorek Z6 a Z8), jejich
ptipadny cytotoxicky ucinek byl vSak také provéren LDH testem.
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Obrazek 31 Viabilita HaCaT bunék po kultivaci s Zelatinovymi kryty s obsahem castic

5.7.2 LDH test

Spolu s provedenym MTT testem byl proveden i LDH test, kde je cytotoxicita hodnocena na
zakladé meétfeni cytoplazmatického enzymu laktatdehydrogendzy, ktery se z bunétné
cytoplazmy do kultivaéniho média uvoliuje v disledku poskozeni bunék vlivem toxické latky.
Z ¢ehoz pak vyplyva, ¢im vyssi aktivita tohoto enzymu bude detekovana, tim nizsi bude
viabilita bunék, zde keratinocytd linie HaCaT. Aktivita byla stanovena v bunéénych médiich,
ktera byla odebrana z 24 jamkovych desticek, ve kterych probihal MTT test, konkrétni postup
je uveden v kapitole 4.12.4.

Vysledné hodnoty jsou uvedeny jako primérné hodnoty ze tii méfeni a zpracovany do grafu
uvedeném niZe na obrdzku 32. V grafickém znazornéni, kromé ziskanych vysledkd, mizeme
také vidét Cervené vyznacenou aktivitu LDH v bunééné kontrole ristu (CC) a zelené
vyznacenou aktivitu LDH v pozitivni kontrole, u které je predpokladano 100 % usmrceni
bunék, nebot’ buiiky byly kultivovany v 30% ethanolu.
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Obrazek 32 Aktivita LDH v médiu po vystaveni HaCaT krytiim S casticemi; pozitivni
kontrola (PC): burnky kultivované s 30% ethanolem; negativni kontrola (NC): bunky
kultivované v cistéem médiu (CC)

Na grafickém znazornéni (viz. Obrazek 32) muzeme vidét nizsi produkci enzymu LDH do
kultiva¢niho média, a to u vétSiny vzorkt. Coz nam tedy potvrdilo, ze pripravené nanostruktury
s liposomy nejsou toxické. AvSak i zde shledavame vyjimku, konkrétné u tii vzorkd
zelatinovych vlaken. Vzorky Z3 a 76, piedstavujici Zelatinova vldkna s ampiclinovymi
¢asticemi a Zelatinova vlédkna s ptidavkem ibuprofenu a obsahem ampicilinovych PHB-¢éstic,
presahly Sed¢ vyznacenou hranici cytotoxicity 50 %. Tyto vzorky jiz pii MTT testu prokazaly
nizs§i viabilitu ve srovnani s kontrolou, a proto i zde byla o¢ekavana vyssi aktivita enzymu LDH.
V grafu si viak nelze nepov§imnout vysoké aktivity enzymu u vzorku Z8 (Zelatinova vldkna
s ampicilinem + ibuprofenové PHB-Castice). U tohoto vzorku byl v§ak mirngjsi cytotoxicky
ucinek predpokladéan, nebot’ viabilita bunék u MTT testu dosahla hranice cytotoxicity. Toxicky
ucinek zminénych vzorkl nebyl vSak vysoky, ani jeden ze vzorki se nebliZil hranici pozitivni
kontroly, proto se da jejich cytotoxicita povazovat nyni za diskutabilni a doporucuje se
provedeni dal$iho testovani v rdmci cytotoxicity.

Za zminku stoji také vyborna viabilita bunék kultivovanych s nékterymi PHB a Zelatinovymi
vlakny o obsahu liposomtl, zejména u vzorku P2 (PHB vlakna s ampicilinem) a Z5 (Zelatinova
vlakna s ibuprofenem a obsahem ampicilinovych ¢astic), kde hodnoty aktivity enzymu jsou
blizké namétené hodnoté aktivity u kontrolnich bun¢k (CC).

5.7.3 Scratch test (test ,,hojeni ran)

Scratch test neboli test rychlosti hojeni uméle vytvorené rany byl proveden dle postupu
uvedeném v Kapitole 4.12.5. Cilem tohoto testu bylo sledovani zaceleni vytvofeného vrypu
Vv monovrstvé keratinocytd Vv ¢ase 24 hodin a 48 hodin ode dne vytvofeni rany. Konkrétné byla
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sledovana tloustka rany (v Case 0, 24 a 48 hodin), na zakladé¢ ¢ehoz bylo ur¢eno procento
zaceleni rany vV danych €asech. Ziskana procenta byla samoziejmé vztazena na % zaceleni rany
u kontroly. Samotny proces zacelovani rany u kontroly, tj. bun¢k kultivovanych bez ptitomnosti
krytu, je vyjadien v % a uveden v tabulce 20. A jako i u MTT testu, byl i zde kazdy vzorek
stanoven celkem dvakrat, vysledné hodnoty uvedené v tabulce 21 jsou tedy vyjadieny jako
ziskat snimek po 24 hodinach a urcit o kolik % doslo k zaceleni rany ve srovnani s predeSlym
dnem. Pouze u zelatinovych vlaken byly vysledky ziskany z obou uvedenych ¢ast.

Tabulka 20 Zaceleni rany v ¢ase 24 ha 48 hv % (CC)

zaceleni rany [%]
24 hodin 48 hodin
42,57 £ 1,49 62,40 £2.49

kontrola (CC)

Tabulka 21 Zaceleni rany v ¢ase 24 h a 48 h v % (vzorky)

zaceleni rany [% kontroly]
vzorek 24 hodin 48 hodin

P1 / 100,00 % 0,00
P2 / 100,00 % 0,00
P3 / 100,00 + 0,00
P4 / 100,00 % 0,00
71 65,64 + 1,79 100,00 + 0,00
72 98,14 + 9,24 /

73 46,99 + 5,80 100,00 = 0,00
74 100,00 + 0,00 100,00 + 0,00
75 100,00 + 1,56 /

76 64,11 + 8,86 89,74 + 451
77 48,86 + 4,05 100,00 + 0,00
78 48,72 +3.39 79,35+ 3,07

Z hodnot uvedenych v tabulce 21 vidime, Ze i po 24 hodinach doslo k rychlému zaceleni
vytvofenych ran, vyznamna migrace keratinocyttl byla zaznamenana u vzorkt Z4 (Zelatinova
vlakna s ampicilinovymi PHB &asticemi) a Z5 (Zelatinova vlakna s ibuprofenem a obsahem
ampicilinovych ¢astic). Za zminku stoji také rychlost migrace bunék kultivovanych s vlakny
0 obsahu ¢astic bez enkapsulovanych léCivych slozek, u ran 1ééenych témito vzorky doslo jiz
po 24 hodinach k mimotadnému zaceleni, u vzorku Z2 témét 100%. Nejnizsi procenta zaceleni
pak shledavame u vzorku Z3 a Z8. U téchto vzorkt nebyla viak ani pti diivéjsich testech (MTT
i LDH) potvrzena podpora ristu bunék, spiSe naopak, proto rychlé zaceleni ran zde nebylo
oc¢ekéavano.

Co se tyce vlaken na bazi PHB, po 48 hodinach nebyl pod mikroskopem spatfen naznak
vytvorené rany, u bun¢k kultivovanych s témito typy vzorkd doslo tedy ke 100% zaceleni ran.
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Pro diikaz, jsou niZe uvedeny ziskané snimky z mikroskopu, kde mizeme vidét posun
Vv zacelovani ran ode dne jejich vytvoreni.

Obrdzek 33 Snimek procesu zacelovani rany, schopnosti zaceleni rany u vzorku 71,
zaceleni po 24 hodindch stanoveno na 65,64 % a po 48 hodindch na 100 % (zvétseni 100x)

Obrdzek 34 Snimek procesu zacelovani rany, schopnosti zaceleni rany u vzorku 78,
zaceleni po 24 hodindach stanoveno na 48,72 % a po 48 hodinach na 79,35 % (zvétseni 100x)
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6 ZAVER

V soucasné¢ dob¢ se do poptedi dostavaji nanomateridly, které jsou povazovany za novou
moznost terapie rtuznych onemocnéni. Jednim z ptikladii jsou nanovlakna a nanocastice,
jakozto nosice lé¢ivych latek, uplatnitelnych v oblasti 1écby ran. A prave cilem této prace bylo
vyvinout kryci materialy na rany, vV podobé nanovlakennych vrstev s liposomovymi ¢asticemi,
které by podporovaly hojeni ran, a to prostiednictvi postupného dodavani terapeutik, jako jsou
antibiotika zabrafujici bakterialni infekci a analgetika tlumici bolest v rané.

Prvni ¢ast prace se tykala vyvojem jednotlivych struktur a jejich charakterizaci. Bylo tfeba
jednotlivé systémy hybridniho nanovlakenného krytu s liposomy charakterizovat z hlediska
jejich stability, postupného uvoliiovani 1é¢ivych latek a zejména bezpecnosti, kdy stanoveni
cytotoxicity za vyuziti lidskych koznich bunék bylo jednim z cilii této prace. Nejprve byly tedy
ptipraveny liposomové castice a také polymerem PHB modifikované liposomové Castice.
U ptipravenych castic liSicich se obsahem aktivnich latek (ampicilinu a ibuprofenu) bylo
nejprve stanovena enkapsula¢ni ucinnost jednotlivych 1é¢iv, kdy jako castice S nejvéEtsi
schopnosti zapouzdfit 1é€ivo do své struktury byly vyhodnoceny liposomy obohacené o PHB.
Dle stanoveni pomoci spektrofotometric PHB-Castice enkapsulovaly az 75,93 % analgetika
a 62,86 % antibiotika, u ¢astic bez tohoto polymeru bylo mnozstvi zapouzdieného 1é¢iva mensi,
ale i tak presahly hodnotu enkapsula¢ni G¢innosti 50 %. Dle stanoveni metodou HPLC,
provedené pro ovéteni presnosti predchoziho stanoveni, byla enkapsulaéni ucinnost ampicilinu
téméf shodna, u ibuprofenu byly vsak rozdily patrnéjsi (EU ibuprofenu obou typa ¢astic nad
90 %).

Veskeré ptipravené Castice byly dale podrobeny stanovenim vyuzivajici dynamicky rozptyl
svétla. Nejprve byla zjisténa velikost a udaje o distribuci velkosti ¢astic. Primérna velikost
¢astic se pohybovala v rozmezi od 200 do 400 nm. VSechny pfipravené ¢astice o obsahu 1é¢iv
vSak vykazovaly velikost nad 300 nm, enkapsulaci aktivnich latek dochazelo tedy ke zvySovani
velikosti ¢astic. Co se ty¢e hodnot indext polysdisperzit, vSechny pfipravené castice jevily
uniformitu. Charakterizace prob¢hla i z hlediska stability systému (Castice suspendované
Vv destilované vodé¢ 1 fyziologickém roztoku), kdy ¢astice 1 po 6 tydnech, vyjimaje Castic bez
enkapsulovanych slozek v prostiedi destilované vody, vykazovaly zna¢nou stabilitu.

Dalsi velka cast prace byla pak zaméfena na nanovldkna. Kdy nedilnou soucasti prace bylo
provedeni optimalizace procesu ptipravy vlaken. Tvorba vlaken pfipravovanych z riznych
biopolymernich materialti, alginatu, PHB a Zelatiny, byla optimalizovana z hlediska spravné
koncentrace, viskozity a vodivosti polymernich roztokl. Dale byly testovany parametry jako je
pracovni vzdalenost, pouzité napcti a pritok, v pifipadé elektrostaticky piipravovanych
nanovlaken. Po provedené optimalizaci se podatilo vytvorit konkrétné tato nanovlakenna kryti:
PHB kryt o0 obsahu 2 hm. % PHB (ptipraveny metodou elektrospinning), PHB kryt o obsahu
4 hm. % PHB (pfipraveny metodou forcespinning) a zelatinovych kryt o obsahu 25 hm. %
zelatiny (elektrospinning). Tyto uvedené kryty byly nésledné piipravovany se zminénymi
aktivnimi latkami ampicilinem a ibuprofen, které tvofily 5 nebo 10 % z celkového mnozstvi
daného polymeru. Kryt z polymeru alginatu sodného, resp. alginatu s kopolymerem PEO,
bohuzel nebyl vytvoien. Po provedeni nékolika experimenti se podafilo vytvofit pouze vrstvu
spise rozpraseného polymeru a bohuzel v§ak nesnimatelnou z kolektoru. Avsak mozné vyuziti
by tato vrstva mohla najit v ramci vicevrstvych krytt, kde by tvofila napf. prostiedni ¢i druhou
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vrstvu. Tématem soubézné probihajici prace s touto diplomovou byl vyvoj téchto zminénych
vicevrstvych kryti, proto veskera data z optimalizace ptipravy vlaken z tohoto polymeru byla
poskytnuta do této prace.

Pfipravena nanovlakna byla charakterizovana z hlediska jejich stability, byl sledovan ubytek
hmotnosti vlaken nachazejicich se v prostiedi destilované vody nebo ve fyziologickém roztoku
Vv urcitém casovém intervalu. Na zéklad¢ vysledk z tohoto stanoventi Ize fici, Ze u pfipravenych
vlaken v prubéhu ¢asu dochazelo k postupné degradaci, ktera muze vSak napomahat
postupnému uvoliiovani 1é¢iv obsazenych v nanovldkenné struktute.

A protoze hlavnim cilem prace bylo vytvofeni nanovldkenné vrstvy s integrovanymi
liposomy, dalsi ¢ast prace se zabyvala jejim vyvojem. Nanovlakna o obsahu ¢astic byla
vytvafena z polymeru PHB a Zelatiny. K pfipravé vlaken z PHB vSak musela byt vyuzita jind
technika zvlaknovani, a to emulzni elektrostatické zvlaknovani. Dulezitou soucasti této ¢asti
byl kvalitativni dtkaz ptitomnosti liposoml ve vytvoienych vrstvach, kdy ovéfeni bylo
provedeno za vyuziti fluorescenéniho mikroskopu. Castice znatené membranovou sondou
BODIPY byly pod mikroskopem spatfeny, coz nam dalo dikaz o tom, ze do vytvofenych
vlaken se podaftilo ¢astice inkorporovat.

Samotné pfipravené liposomové Castice, nanovldkna a vytvofené hybridni systémy byly
podrobeny charakterizaci z hlediska postupného uvoliiovani aktivnich latek v nich obsazenych.
U uvolilovani z liposomt 1 nanovldken byl vidén jasné rostouci trend zvySujiciho se mnozstvi
lé¢iv v pribéhu casu, ackoliv s ob¢asnymi vykyvy odiivodnénymi zpétnou difuzi latek do
struktury. Dle ziskanych vysledkd, at’ uz pomoci spektrofotometrie ¢i HPLC, mtzeme fici, ze
lé¢iva se uvolinovala v dostate¢nych mnozstvi, na to, aby napf. v ptipadé antibiotika dokazala
potlacit vznik bakteridlni infekce v rané. CoZ bylo i potvrzeno sledovanim citlivosti dvou
bakterialnich kment (E. coli a S. epidermidis) na rizné koncentrace ampicilinu. | v ptipadé
ibuprofenu mizeme konstatovat dostate¢né dodavani tohoto 1éCiva. Soucasti pozorné péce
0 ranu je totiZ i sniZeni bolesti. Samoziejmé vSak plati, Ze bolest pacienta urcuje typ a mnozstvi
pouzivanych analgetik. Proto vybér krytu a odpovidajici mnozstvi inkorporovanych 1é¢iv by
zaviselo na typu a zdvaznosti poranéni.

Uvolnovanim aktivnich latek z nanovlakennych vrstev s liposomy ndm pak znovu potvrdilo
ptitomnost liposoma v téchto strukturdch. Bohuzel vSak nemiizeme jasné urcit pocet ¢i
ptipadnou degradaci ¢astic zpiisobenou elektrostatickym zvlakiiovanim, proto se u téchto typi
kryti doporucuje provedeni kontroly pomoci elektronového mikroskopu (SEM). A co se tyce
samotného uvoliiovani, cilem u téchto struktur bylo dosahnuti synergie v oblasti dodavani 1é¢iv
mezi témito systémy. Coz bylo i1 potvrzeno, inkorporaci ¢astic do vlaken doslo ke zpomaleni
procesu uvolilovani z ¢astic. U samotnych ¢éstic dochazelo k rychlému uvolnovani 1éciv
v pribé¢hu Casu. Léciva z nanovlaken byla naopak uvoliovana v kratkém case V nizSich
koncentraci. Spojenim struktur jsme doséhli dlouhodobéjsiho uvolilovani za delsi ¢as, coz by
mohlo byt zna¢nou vyhodou pro pacienta, kryt s dlouhodobéjsim G¢inkem by na ran€ mohl byt
aplikovan delsi dobu.

Na zavér této prace byla nanovlakna s liposomy testovana v ramci bezpecnosti. Dle MTT
testu veskeré kryty podporovaly rust keratinocytil, cytotoxicita prokazana nebyla. Pro ovéteni
byl proveden i LDH test, kdy ve vétsiné piipada vysledky korelovaly s vysledky z MTT testu.
Nékteré vzorky dle testu LDH prokazaly mirngj$i cytotoxicitu, a proto se doporucuje u téchto

82



vzorku dalsiho stanoveni v ramci bezpe¢nosti. Kromé stanoveni cytotoxicity byl proveden i test
,hojeni ran“, kdy se sledovala rychlost zaceleni uméle vytvoreného vrypu ve vrstvé bunék.
Celkové mlizeme fici, ze veskeré kryty podporovaly migraci bun¢k a zrychlily proces hojeni
ran. Napf. u Zelatinového krytu s ampicilinovymi PHB-¢asticemi byla schopnost 100% zaceleni
rany jiz po 24 hodinach.

Tato diplomova prace, resp. propojeni dat z veskerych provedenych experimentil, vytvari
podklady/nastin pro budouci prace, zejména co se ty¢e kombinovanych nanovlidkennych
materiala s liposomy, kde je doporu¢eno kvalitativni prokazani pfitomnosti liposomti pomoci
SEM, které zde nebylo umoznéno, a piipadné provedeni dalSich experimentl v ramci
optimalizace ptipravy PHB a zelatinovych kryta s liposomy.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACN
BHI
CcC
CVvD
DMEM
DMSO
ELISA
FBS
HaCaT
HPLC
INT
ISO
LDH
MLV
MTT
NAD
NADH
NB
Nano-DDS
NSAID
PAL
PBS
PC
PEO
PHA
PHB
PVA
PVD
SA
SAS
SPRE
SDS
TFA
UuLv
uv

acetonitril

Brain Heart Infusion Medium

cell control

chemical vapour deposition

Dulbecco's Modified Eagle Medium
dymethylsulfoxid

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
Fetal Bovine Serum

human keratinocytes cell line

high performance liquid chromatography
2-p-jodfenyl-3-p-nitrofenyltetrazoniumchlorid
International organisation for standardization
laktatdehydrogenaza

multilamellar vesicles
3-(4,5-dimetyltiazo-2-yl)-2,5-difenyltetrazoliumbromid
nikotinamidadenindinukleotid (oxidovana forma)
nikotinamidadenindinukleotid

Nutrient Broth Medium

nano-drug delivery system

non-steroidal anti-inflammatory drugs
povrchové aktivni latky

Phosphate Buffered Saline (fosfatovy pufr)
positive control

polyethylenoxid

polyhydroxyalkanoaty

polyhydroxybutyrat

polyvinylalkohol

physical vapour deposition

alginat sodny

supercritical antisolvent

supercritical reverse-phase evaporation
dodecylsiran sodny

trifluoroctova kyselina

large unilamellar vesicle

ultrafialové zareni
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9 PRILOHY

93



Piiloha 1 Nazvy a k nim oznaceni pripravenych materialit

oznaceni cely nazev krytu
kryt €. 1 PHB kryt + Castice s ampicilinem
kryt ¢. 2 PHB kryt + ibuprofen + Castice s ampicilinem
kryt ¢. 3 PHB kryt + ampicilin + ¢astice s ibuprofenem
kryt ¢. 4 zelatinovy kryt + ¢astice s ampicilinem
kryt €. 5 zelatinovy kryt + PHB-Castice s ampicilinem
kryt ¢. 6 zelatinovy kryt + ibuprofen + Castice s ampicilinem
kryt €. 7 zelatinovy kryt + ibuprofen + PHB-Castice s ampicilinem
kryt €. 8 zelatinovy kryt + ampicilin + ¢astice s ibuprofenem
kryt ¢. 9 zelatinovy kryt + ampicilin + PHB-Castice s ibuprofenem

P#iloha 2 MnozZstvi uvolnéného ampicilinu z PHB krytii S obsahem liposomii

doba uvoliiovani e | mnoZzstvi uvolnelil:)lfntoguznplcﬂmu [mg/ml] e

30 minut destilovana voda 0,0000515 £ 0,0000014 0,0000620 =+ 0,0000031 0,00538 + 0,00013
fyziologicky roztok 0,0000482 =+ 0,0000006 0,0000233 =+ 0,0000012 0,00495 =+ 0,00012

1 hodina destilovana voda 0,0004652 + 0,0000033 0,0000326 £ 0,0000016 0,00711 +0,00011
fyziologicky roztok 0,0000617 £ 0,0000007 0,0000318 =+ 0,0000012 0,00681 +0,00010

2 hodiny destilovana voda 0,0000727 £ 0,0000029 0,0000301 £ 0,0000021 0,00748 = 0,00011
fyziologicky roztok 0,0000581 £ 0,0000017 0,0000427 £ 0,0000019 0,00601 £+ 0,00009

6 hodin destilovana voda 0,0000857 £+ 0,0000043 0,0000378 + 0,0000025 0,00817 +0,00012
fyziologicky roztok 0,0000465 £ 0,0000011 0,0000499 + 0,0000019 0,00787 +0,00012

24 hodin destilovana voda 0,0001393 £ 0,0000084 0,0000311 £ 0,0000019 0,01045 £ 0,00016
fyziologicky roztok 0,0000530 + 0,0000009 0,0000388 + 0,0000015 0,00959 + 0,00014

2 dny destilovana voda 0,0000656 + 0,0000033 0,0000300 =+ 0,0000020 0,00917 +0,00014
fyziologicky roztok 0,0000913 £ 0,0000046 0,0000401 £ 0,0000016 0,00403 + 0,00061

4 dny destilovana voda 0,0000965 £ 0,0000027 0,0000469 + 0,0000019 0,00763 = 0,00011
fyziologicky roztok 0,0000556 £ 0,0000010 0,0000376 + 0,0000021 0,00157 +0,00000
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P#iloha 3 MnozZstvi uvolnéného ibuprofenu z PHB krytii S obsahem liposomii

mnoZstvi uvolnéného ibuprofenu [mg/ml]

doba uvolnovani prostredi Kyt & 1 Kyt & 2 kryt &3

30 minut destilovana voda / 0,7681 + 0,0091 0,0224 +0,0011
fyziologicky roztok / 0,6300 + 0,0058 0,0228 + 0,0006

1 hodina destilovana voda / 0,2112 £ 10,0032 0,0213 +0,0007
fyziologicky roztok / 0,1524 +0,0023 0,0214 + 0,0007

2 hodiny destilovana voda / 0,1994 + 0,0030 0,0211 + 0,0006
fyziologicky roztok / 0,1862 +0,0028 0,0215 +0,0008

6 hodin destilovana voda / 0,0647 +0,0010 0,0212 +0,0001
fyziologicky roztok / 0,0594 + 0,0009 0,0212 + 0,0004

24 hodin destilovana voda / 0,1792 +0,0027 0,0211 +0,0009
fyziologicky roztok / 0,5328 + 00,0080 0,0213 +0,0010

2 dny destilovana voda / 0,5238 +0,0079 0,0210 + 0,0009
fyziologicky roztok / 0,5328 + 00,0080 0,0209 + 0,0005

4 dny destilovana voda / 0,0191 + 0,0003 0,0208 + 0,0007
fyziologicky roztok / 1,0121 + 0,0052 0,0210 + 0,0009
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P#iloha 4 MnozZstvi uvolnéného ampicilinu ze Zelatinovych krytit s obsahem liposomii, 1. ¢ast tabulky (ND — nedetekovano)

mnoZstvi uvolnéného ampicilinu [mg/ml]

doba uvoliiovani prostiredi kryt ¢, 4 kryt &, 5 kryt & 6
30 minut destilovana voda 0,0000402 + 0,0000010 ND 0,0002390 =+ 0,0000087
fyziologicky roztok 0,0000536 + 0,0000013 ND 0,0001838 + 0,0000067
1 hodina destilovana voda 0,0000391 + 0,0000010 ND 0,0001646 + 0,0000060
fyziologicky roztok 0,0000316 + 0,0000008 0,0000416 + 0,0000012 0,0000494 + 0,0000018
2 hodiny destilovana voda 0,0000526 + 0,0000013 0,0000364 + 0,0000011 ND
fyziologicky roztok 0,0000432 + 0,0000011 ND 0,0000568 + 0,0000021
6 hodin destilovana voda 0,0000424 + 0,0000010 0,0000607 + 0,0000018 0,0000150 =+ 0,0000005
fyziologicky roztok 0,0000324 + 0,0000008 ND ND
24 hodin destilovana voda ND ND ND
fyziologicky roztok 0,0000597 £+ 0,0000015 ND ND
2 dny destilovana voda 0,0000479 £+ 0,0000012 ND ND
fyziologicky roztok 0,0000392 + 0,0000010 ND ND
4 dny destilovana voda ND ND ND
fyziologicky roztok 0,0000289 + 0,0000007 ND ND
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P#iloha 5 MnozZstvi uvolnéného ampicilinu ze Zelatinovych krytii s obsahem liposomii, 2. ¢ast tabulky (ND — nedetekovino)

mnoZstvi uvolnéného ampicilinu [mg/ml]

doba uvoliiovani prostiredi Kyt &7 kryt & 8 kryt &9
30 minut destilovana voda ND 0,00305 =+ 0,00008 0,00740 + 0,00020
fyziologicky roztok 0,000056 + 0,0000024 0,00645 + 0,00016 ND
1 hodina destilovana voda 0,0001067 = 0,0000046 0,00661 + 0,00017 0,00420 + 0,00011
fyziologicky roztok 0,0000667 £ 0,0000029 0,00535 +0,00014 0,01091 + 0,00003
2 hodiny destilovana voda 0,0001023 + 0,0000044 0,00611 +0,00016 0,00266 + 0,00007
fyziologicky roztok ND 0,00749 + 0,00020 0,00352 + 0,00010
6 hodin destilovana voda ND 0,00280 + 0,00007 0,00192 + 0,00005
fyziologicky roztok ND 0,00234 + 0,00006 0,00060 + 0,00002
24 hodin destilovana voda ND 0,00528 + 0,00014 0,00194 + 0,00005
fyziologicky roztok ND 0,00989 + 0,00025 0,00401 + 0,00011
2 dny destilovana voda ND 0,00435 £+ 0,00011 0,00210 + 0,00006
fyziologicky roztok ND 0,00590 + 0,00013 0,00134 + 0,00004
4 dny destilovana voda 0,0000318 + 0,0000014 ND ND
fyziologicky roztok ND ND ND
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Piiloha 6 Mnozstvi uvolnéného ibuprofenu ze zZelatinovych krytit s obsahem liposomii

doba uvoliiovini R mnoZstvi uvolnéného ibuprofenu [mg/ml]
kryt €. 6 kryt €. 7 kryt €. 8 kryt ¢. 9

30 minut destilovana voda 6,08 = 0,22 6,50+ 0,20 0,0233 +0,0010 0,0247 £ 0,0011
fyziologicky roztok 6,30 £0,23 6,34+0,11 0,0214 + 0,0009 0,0231 +£0,0011

1 hodina destilovana voda 6,95+ 0,25 6,58 + 0,00 0,0218 +0,0001 0,0222 + 0,0001
fyziologicky roztok 6,12+ 0,12 6,06 = 0,09 0,0220 +0,0011 0,0219 +0,0012

2 hodiny destilovana voda 6,45+ 0,09 5,72+0,11 0,0213 +£0,0012 0,0214 +£0,0013
fyziologicky roztok 5,69 £ 0,23 556 +0,17 0,0258 £0,0010 0,0214 +0,0010

6 hodin destilovana voda 6,00+ 0,01 5,38+ 0,01 0,0217 +0,0010 0,0246 +0,0010
fyziologicky roztok 5,44 £ 0,01 6,37 £0,02 0,0256 + 0,0003 0,0225 +0,0010

24 hodin destilovana voda 5,44 + 0,20 6,12 +£0,10 0,0279 £ 0,0015 0,0225 + 0,0002
fyziologicky roztok 5,41 +£0,19 5,42+ 0,01 0,0225 + 0,0002 0,0209 + 0,0003

2 dny destilovana voda 5,61 +0,02 6,46 £ 0,20 0,0292 + 0,0027 0,0219 + 0,0006
fyziologicky roztok 5,40 +£ 0,02 6,02 +0,01 0,0282 +0,0001 0,0216 +0,0012

4 dny destilovana voda 5,45 +0,10 5,15+ 0,06 0,0241 £ 0,0010 0,0213 +£0,0018
fyziologicky roztok 543+0,12 5,50 £ 0,07 0,0215+0,0011 0,0210 £ 0,0017
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