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Abstrakt

Za ucelem prevence infekci z divodu kolorektalniho leaku byl vyvinut a nasledné také
otestovan nanovlakenny material, do néhoz bylo inkorporovano antibiotikum
Vankomycin hydrochlorid (VCH) o hmotnostnich koncentracich 0%; 0,5%; 1% a 1,5%.
Antibiotikum bylo inkorporovdno do roztoku poly-g-kaprolaktonu (PCL) a roztok byl
nasledné zvlaknén na bezjehlovém elektrostatickém zaiizeni Nanospider™. Morfologie
piipravenych vrstev byla sledovana pomoci skenovaci elektronové mikroskopie,
ze ziskanych snimkt byly méfeny pruméry vlaken pro ovéreni homogenity. Smacivost
vldkennych vrstev byla hodnocena pomoci kontaktniho dhlu, byla sledovana interakce
s destilovanou vodou a simulovanou stfevni tekutinou, ktera byla zvolena vzhledem
k findlni aplikaci. Obsah antibiotik byl otestovdn pomoci elementidrni analyzy
a vysoce-ucinné kapalinové chromatografie (HPLC). Dale byly provedeny testy
antibakterialni, jez potvrdily pfitomnost, uvolfiovani a také ucinnost antibiotika
Vankomycin hydrochlorid v nanovldkennych materidlech. Pomoci testovani in vitro,
pii kterém byly materialy osazeny bunécnou mysi linii 3T3 mySich fibroblastd, byla
hodnocena cytotoxicita extraktd materiali 1 samotného antibiotika VCH v médiu.
Materidly byly vyhodnoceny jako cytokompatibilni a byla nalezena hranicni toxicka
koncentrace VCH v médiu. Pomoci testovani in vitro byla také ovérena bunécna adheze
a proliferace po osazeni na materidl. Toho bylo dosazeno za pouziti metabolického
CCK-8 testu, fluorescencni mikroskopie (morfologie bun€k a jejich pocet), a skenovaci
elektronové mikroskopie. Test byl vyhodnocovéan 4.; 7.; 14. a 21. den. Po celou dobu
trvani experimentu bylo také pozorovano, jaky md na vyrobené nanovldkenné materidly
vliv sterilizace ethylenoxidem, ktera je vybranou steriliza¢ni metodou pred aplikaci

materidlu in vivo. Zadné vyznamné zmény pozorovany nebyly.

Graficky abstrakt
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Abstract

In order to prevent colorectal leak infections, a nanofibrous material was developed and
subsequently tested, into which the antibiotic Vancomycin hydrochloride (VCH)
by weight was incorporated at 0%; 0,5%; 1% and 1,5% concentration. The antibiotic
was incorporated into the poly-g-caprolactone (PCL) solution and the solution was
subsequently spun on a Nanospider™ needleless electrostatic device. The morphology
of the prepared layers was monitored by scanning electron microscopy, and the fiber
diameters were measured from the obtained images to verify homogeneity.
The wettability of the fibrous layers was evaluated by means of a contact angle,
the interaction with distilled water and simulated intestinal fluid was monitored, which
was chosen with respect to the final application. The antibiotic content was tested
by elemental analysis and high performance liquid chromatography (HPLC).
In addition, antibacterial tests were performed to confirm the presence, release and also
the effectiveness of the antibiotic Vancomycin hydrochloride in nanofibrous materials.
The cytotoxicity of the material extracts and the VCH antibiotic alone in the medium
was evaluated by in vitro testing, in which the materials were seeded with the mouse
fibroblast 3T3 cell line. The materials were evaluated as cytocompatible
and the borderline toxic concentration of VCH in the medium was found. Cell adhesion
and proliferation after attachment to the material were also verified by in vitro testing.
This was achieved using a metabolic CCK-8 assay, fluorescence microscopy (cell
morphology and number), and scanning electron microscopy. The test was evaluated
4th; 7th; 14th and 21st day. Throughout the experiment, the effect of sterilization
with ethylene oxide, which is the chosen sterilization method before the application
of the material in vivo, was also observed on the produced nanofibrous materials.

No significant changes were observed.

Graphic abstract
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UVOD

Jednim z nejéastgjsich onkologickych onemocnéni v Ceské republice (i ve svété) je
kolorektdlni karcinom. Riziko vyskytu karcinomu se zvySuje s vékem, nezdravymi
stravovacimi ndvyky, zlozvyky (alkohol, cigarety), nedostatkem aktivity nebo
1 dédicnymi faktory. Jedna se o zhoubny nador, pii kterém v postizené oblasti dochazi
k nekontrolovatelnému mnozeni bunék. Pii tomto onemocnéni je jedno z nejcastéjSich
feSeni odstranit Cast stfeva chirurgicky. Provede se stfevni anastomodza,
coz je chirurgické spojeni dvou koncu dutého organu (odstranéni postizené Casti tkané a
seSiti dvou nové vytvofenych koncli slepého/tlustého stieva). Velmi zavaznou
komplikaci pfi této operaci je anastomoticky leak, coz je unik obsahu stiev. Dalsi
zavaznou komplikaci jsou peritonedlni adheze, za kterymi stoji fyziologickd reakce

organismu na rdanu vzniklou chirurgickym zakrokem.

Moznym feSenim obou komplikaci je lokalni prevence, ktera se dnes bézné v klinické
praxi neuziva. Vhodny nanovlakenny scaffold musi byt nezanétlivy, biokompatibilni,
biologicky rozlozitelny a nesmi zpusobovat nezadouci odezvu imunitniho systému.
Nanovlakenny scaffold, slouzici jako tkanovy nosi¢, by tedy meél byt vyroben
zvhodného biomaterialu a mél by pomoci zabranit pooperacnim komplikacim.
Je vyuzivan jako bariérova ochrana (,,biodegradabilni naplast) na oblast chirurgicky
vytvorené stievni anastomozy, jelikoz je prokazana jeho schopnost urychlit regeneraci
tkani. Nanovlakenné struktury jsou v poslednich letech povazovany za velmi zajimavé
v oblasti tkanového inzZenyrstvi diky jejich podobné morfologii jako extracelularni

matrix.

Byly vytvofeny &tyfi materialy pomoci zvlakfiovani na zafizeni Nanospider™, které
spliiuji pozadavky biomaterialu. Prvni vrstvou byla samostatnd nanovldkennd vrstva
tvofena poly-g-kaprolaktonem (PCL). Dalsi ti1 vrstvy byly tvofené PCL s riznymi
koncentracemi antibiotika vankomycin hydrochlorid. Vrstvy byly sterilizovdny
etylenoxidem. Vldkenné materidly byly testovdny pomoci kontaktniho dhlu na rozhrani,
aby byla zjisténa jejich smacivost. Pomoci skenovaci elektronové mikroskopie byla
prozkoumana morfologie vlaken a naméfeny jejich praméry. Byla provedena
elementdrni analyza a vysoko-uc¢inna kapalinova chromatografie. In vitro testy slouzily
ke zhodnoceni cytokompatibility materiali a bunécéné adheze a proliferace bunééné linie

na vldkenny materidl. Byla provedena cytotoxicita extraktd dle normy CSN ISO 1993:5
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- zde byly otestovdany extrakty vlakennych materiali, koncentra¢ni fada samotného
ATB a byla nalezena hrani¢ni toxicka koncentrace antibiotika vankomycin
hydrochlorid. Byly provedeny také testy adheze a proliferace bunék — bunky byly

nasazeny na vSechny vybrané materidly.
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TEORETICKA CAST

Teoreticka Cast se zabyva reSersi literatury ohledné dané problematiky. Zabyva se brisni
chirurgii, uzivanymi materialy a moznostmi jejich desinfekce a sterilizace pro uziti
v tkanovém inzenyrstvi a jeho historii. Ddle je popsdna vyroba nanovldken, antibiotika
a bakterie. V posledni fadé se kapitola zabyva inkorporaci raznych antibiotik

do nanovlakennych materiald a moznostmi inkorporace.

1. Brisni chirurgie

V prvni kapitole teoretické casti bude strucné nastinén ditvod reseni této problematiky,
resp. problematika gastrointestinalnich operaci. Budou predstaveny mozZnosti Siti
strevnich anastomoz a budou uvedeny dva zavazné pooperacni probléemy. Cilem je

vyskyt téchto komplikaci redukovat.

Biisni chirurgie zahrnuje Sirokou $kalu operaci, které vyzaduji velkou Skalu postupu,
které do této kategorie spadaji. Vazna operace brisni dutiny s sebou nese vyznamné
riziko poopera¢ni morbidity a mortality. Velké procento pacientu, ktefi podstupuji
zavaznou bfiSni operaci, ma Casto rakovinu a pripadné komorbiditu (soucasny vyskyt
vice nemoci). Je u nich tudiz vysoké riziko perioperacnich komplikaci (komplikaci,
ktera nastanou jiz v prubéhu operace). Je velky pocet faktoru, které zvysSuji vyskyt
téchto nemoci u pacienti. Pokud je cast stieva tfeba vyjmout a nasledné spojit oba

konce k sobé, pak se jedna o stievni anastomozu (Obrazek 1) [1, 2].

Obrdzek 1 Schéma provedeni strevni anastomozy. A) Prvni (pFedni) stehy jsou zavedeny
na mezenterickych a antimezentorickych hranicich, vstupuji priblizné 5-6 mm od Fezné rdny
stieva a vystupuji v ubmukozni roviné. Steh pak vstupuje do protéjsiho streva ve stejné roviné.
B) Druhé (zadni) stehy jsou umistény podobnym zpiisobem diagondiné proti prvaim. Tyto stehy
Jjsou zauzlovany a drzeny, zatimco prvni stehy jsou postupné prokladany. C) Prvni stehy jsou
svazany a preriznuty. D) Anastomoza je otocena o 180 °. E) Po otoceni anastomozy dochdzi
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k pristupnéjsSimu usporadani zadnich stehii. I) Viechny zbyvajici stehy jsou podvdzdny
a vyjmuty a defekt je uzavien [3].

Jednou 7z nejzavaznéjSich perioperacnich 1 pooperacnich komplikaci a zaroven
nejcastejsi pricinou umrti, ktera nyni pii téchto operacich nastava, je bfisni sepse, jez je
nyni definovdna jako ,,zivot ohrozujici organova dysfunkce zpusobena dysregulovanou
odpovédi hostitele na infekci“. Navzdory novym terapeutickym moznostem zustava
umrtnost na sepsi nepiijatelné vysoka, az 40%. Mnoho patofyziologickych zmén béhem
sepse souvisi se zanétem a apoptozou (typ bunétné smrti). Umrtnost Gzce souvisi
se zménami vaskularni reaktivity, snizenou hustotou kapilar, snizenou rychlosti
cervenych krvinek, aktivaci srazecich faktort a hypoxii (nedostatku kysliku) tkani.
Sepse muze nastat v dusledku chirurgického zdkroku, zejména v dusledku stfevni

anastomdzy. Lécba sepse je Casto komplikovana a dlouha [4, 5].

Dalsim poopera¢nim syndromem jsou peritonealni adheze (Obrdzek 2), které muzou
zpusobit jak chronickou bolest bfisni dutiny, tak stfevni obstrukci nebo zenskou
neplodnost. Podle statistické analyzy je mira vyskytu peritonedlnich adhezi okolo 66%.
S tvorbou téchto adhezi souvisi mnoho faktora, napiiklad organy, které byly do operace
zapojeny, typ operace nebo pouziti drenaze. Vyssi riziko vzniku adhezi maji také
pacienti s obezitou, cukrovkou, hypertenzi (zvySenym krevnim tlakem) a hyperlipidémii
(poruchou metabolismu lipoproteint). Vyzkum také prokazal, ze nejvyssi riziko adhezi
se nachazi po vykonani stfevni chirurgie. Diky studiim se podafilo zjistit, Ze
peritonealni adheze jsou Casto zpusobovany S$patnou zpétnou vazbou srazeni krve,
zanéty a fibrinolyzou (vedlejsi dé hemostazy nutny pro odstranéni fibrinové zatky).
Z duvodu neprobéhnuti procesu fibrinolyzy mohou pravé vznikat adheze. Existuje
mnoho pokust zabranit tvorbé peritonealnich adhezi pomoci 1ékt, bariér a ruznych
terapeutickych metod,
ale jejich ucinnost nebyla vysoka. Nejslibngjsi 1éCebnou metodou se v poslednich letech
jevi 1écba bariérou, ktera je vyrobena z biomateriald. Vyzkum téchto biomateriala je

velice dulezity, protoze mira recidivy stievni obstrukce je az 53% [6, 7].
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Obrdzek 2 Adheze mezi brisni sténou a slepym stievem u krys [8].

2. Tkanové inzenyrstvi

Prace se zabyva vyvojem materialit na bazi biodegradabilnich nanovilaken. Tyto
materialy maji potencial pro Siroké vyuziti v oblasti regenerativni mediciny a tkarnového
inZenyrstvi a bude proto popsan uvod do téchto obori. Ddle jsou popsdny
biodegradabilni materialy, samotna kapitola je vénovana poly-e-kaprolaktonu, jelikoz
znéj byly nanovidkenné vrstvy pouzité pro experimentdlni cast vytvoreny. PCL byl
zvolen pro vyrobu materialit v experimentdlni casti 7 duvodu jednak snadné
zvildknitelnosti na zarizeni Nanospider™, ekonomické stranky véci a také diky tomu,
Ze jiz vyvinuty planarni viakenny material Nanotardis na bazi PCL prosel plnou
preklinickou zkouskou a byl SUKL schvdlen pro testovani na lidskych pacientech.
Je treba také zvazit moznosti sterilizace materialu pro aplikaci materiali in vivo.
Wroba nanovldkennych vrstev probihala pomoci elektrostatického zvlaknovani, jez je

predstaveno v zavéru kapitoly 2.

Obecné muze byt regenerativni medicina délena dle toho, zda byly pouzity tkanové
nosic¢e (Obrazek 3). Pokud nebyly pro regeneraci pouzity, pak se jedna o bunécnou
terapii ve vnitinim lékafstvi. Pii pouziti tkanovych nosi¢i se jedna o tkanové
inzenyrstvi a je tieba operace pro aplikaci (Obr. 3). Tkanové inzenyrstvi je oborem
biomedicinského inzenyrstvi, které vyuziva kombinaci mnoha oboru. Dfive bylo

tkafiové inzenyrstvi podoborem biomateriald, avSak srostoucim vyznamem
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a mnozstvim uziti scaffoldd zacalo byt povazovano za samostatny obor. Pracuje
s butkami, materialovymi metodami, inzenyrstvim a vhodnymi fyzikalnimi
a chemickymi faktory. Zabyva se obnovou, udrzbou, zlepsenim nebo uplnym
nahrazenim ruznych typu lidskych tkani. Tkanové inzenyrstvi Casto vyuziva tkanoveé
nosice (scaffoldy), na které jsou nasazeny buiky dle finalniho mista uziti tkanového
nosice. Pro uziti bunék je nejprve tfeba je izolovat, dale kultivovat (2D), nasadit
na scaffold a ndslednd kultivace na scaffoldu (3D). Nasledné je mozno scaffold
implantovat do téla. Scaffoldy mohou byt tvofeny nanovlakny, hydrogely, 3D tiskem
nebo se mohou tyto metody kombinovat a byt hybridnimi scaffoldy. Obvyklymi

materialy uzivanymi pro vyrobu scaffoldu jsou polymery, kovy nebo keramika. [9, 10].

Bunécna terapie

Bez tkanovych
[ nosict m— (interni 1ékafstvi)

Regenerativni
medicina

S tkafiovymi :> Tkanovée inzenyrstvi
~ nosici (operace)

Obrdzek 3 Klasifikace regenerativni mediciny na zdkladé pouziti thkarnovych nosicii

(scaffoldn) [11].

Historie tkanového inzenyrstvi se rozdéluje do ne€kolika ér. Prvni z nich je stfedovéka
éra, (17. stoleti), kdy se fesilo zdkladni pochopeni vnitiniho fungovani lidskych tkéni.
Jiz v obdobi neolitu byly k uzavirani ran a napomahani hojeni pouzivany stehy. Kolem
roku 2500 pi. n. 1. byly ve starovéké Indii vyvinuty kozni Stépy fezanim kuze z hyzdi
a jejich priSivani na mista poranéni v uchu, nosu nebo rtech. Stafi Egyptané casto
ptisivali kGzi z mrtvol na zivé lidi a dokonce se pokouseli pouzivat med jako druh
antibiotika a mazu jako ochrannou bariéru, aby se zabrdnilo infekci. V 1. a 2. stoleti
naseho letopodtu vyvinuli Gallo-Rimané implantaty z tepaného zeleza. Zubni
implantaty bylo mozné nalézt u starych Mayu. Druhou érou je osvicenstvi
(17. — 19. stoleti). Zatimco starovéké spoleCnosti vyvinuly techniky, které vyrazné
predbéhly svou dobu, stale jim chybélo mechanické pochopeni toho, jak télo
na tyto postupy reaguje. Tento mechanisticky pfistup piiSel s vyvojem empirické

metody veédy, kterou propagoval René Descartes. Sir Isaac Newton zacal popisovat télo

15



jako . fyzikalné-chemicky stroj“ a domnival se, Zze nemoc je zhroucenim stroje.
V 17. stoleti objevil buitku Robert Hooke a dopis, jez mu piiSel od Benedicta
de Spinozy, ptinesl myslenku homeostazy mezi dynamickymi procesy v téle. V prubéhu
19. stoleti nastalo lepsi porozuméni tomu, jak ruzné kovy reaguji s télem, k vyvoji
lepSich stehui a posunu ke Sroubovym a dlahovym implantatim v kostni fixaci.
Dale byla v poloviné 19. stoleti poprvé vyslovena hypotéza, ze interakce mezi bunkami
a prosttedim a bunécna proliferace jsou zivotné dulezité pro regeneraci tkani.
V posledni éfe, jez je nazyvana moderni dobou (20. a 21. stoleti), se tkanoveé inzenyrstvi
nadale vyvijelo. Na zacatku se lidé divali a pouzivali vzorky pfimo z lidskych
nebo zvifecich mrtvol. Nyni maji tkanovi inzenyfi schopnost napodobovat mnoho tkani
v téle pomoci modernich technologii, jako je mikrovyroba a trojrozmérny biotisk
ve spojeni s nativnimi tkanovymi bunkami/kmenovymi bunkami. Tyto pokroky
umoznily vyzkumnikim vytvaiet nové tkané mnohem efektivnéji. Tyto technologie
napiiklad umoziuji vétsi personalizaci, coz umoziuje lepsi biokompatibilitu, snizenou

imunitni odpovéd’ a bunécnou integraci [12].

Roku 1960 se Wichterle spolecné s Limem stali prvnimi, kdo publikoval experimenty
s hydrogely pro biomedicinské aplikace pti vyrobé kontaktnich cocek. V roce 1984 byl
vyvinut biotisk Charlesem Hullem. Pievedl inkoustovou tiskarnu Helwett — Packard
na zafizeni, jez bylo schopno ukladat bunky ve 2D, na zakladé Cehoz byl pozdéji
vytvoren 1 3D tisk (2003), ktery nasel razné aplikace v lékaiském inzenyrstvi diky své
vysoké presnosti a ucinnosti. Vroce 1998 objevil kmenové bunky biolog James
Thompson, po C¢emz nasledovala prvni transplantace laboratorné vypéstovanych

vnitinich organu v roce 1999 [12].

Biomaterial je definovan jako jakakoli pfirodni nebo synteticka latka, jez byla vyvinuta
pro interakci s organismy za ucelem primého lékarského oSetfeni. Biomaterial musi byt
biokompatibilni, coz znamena, ze plni svoji funkci za odpovidajici reakce uzivatele.
Pro budouci aplikaci v organismu je dulezité, aby bylo mozno materidl desinfikovat
nebo sterilizovat. Dale musi byt vhodny biomaterial nezanétlivy, biologicky

rozlozitelny a inertni viiéi imunogenni reakci. [13, 14].

Pro vyrobu téchto bariér jsou vhodné&jsi materialy polymerni syntetické, oproti latkam

ptirodnim. Je tomu tak z davodu niz§i urovné imunogenicity, snadné manipulace
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s polymernimi latkami a zejména moznosti zajiSténi opakovatelnosti jednotlivych Sarzi.
Toho nelze u prirodnich latek dosahnout, jelikoz je kazda jedine¢na. Hlavnim tGcelem

pii vyuzivani téchto bariér je zamezeni adhezi [14, 15].

Nejvice uzivanymi latkami jsou biodegradabilni polymery. Jejich hlavni vyhodou je,
ze neni tieba dalSiho zakroku pro odstranéni materialu, jelikoz se material po Case
v organismu rozlozi nebo degraduje pomoci biologickych CinitelG (mikroorganismi).
Dalsi zmnoha vyhod je schopnost pifizpasobit mechanické schopnosti a priabéh
degradace tak, aby byl vhodny pro ruzné aplikace. Pouziti nebiodegradabilnich
materiall maze mit za dusledek problémy s dlouhodobou kompatibilitou s organismem,
coz muze vyustit 1 vreoperaci. V lidském téle se nachazi podminky vhodné
pro hydrolytické procesy, proto je dualezitym pozadavkem na polymerni material,
aby obsahoval hydrolyticky nestabilni vazby, v dusledku ¢ehoz bude schopen se
v lidském téle rozlozit vrozumném case za fyziologickych podminek. Fyziologicka

podminka je v pripadé lidského téla pH 7 — 7,4 [13, 16].

Biologicky odbouratelnymi syntetickymi polymery jsou napiiklad kyselina
polyglykolova (PGA), kyselina polymlécna (PLA) a jejich kopolymery,
polykaprolakton (PCL), polydioxanon (PDX) ¢i kopolymery trimethylenkarbonatu
s glykosidem. Tyto polymery byly jiz v fadé klinickych aplikaci vyuzity. Mezi hlavni
aplikace se radi vstiebatelné stehy, stenty, systémy pro dodavani 1éciv a ortopedické

fixacni prostfedky (napf. srouby) [14, 16, 17].

PGA, PLGA
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Obrdzek 4 Schéma miry absorpce degradabilnich polymerii polymerii po dobu péti let.
PGA - polyglykolid, PLGA — kopolymer PGA a PLA, P(CL/LA) — kopolymer polykaprolaktonu
a kyseliny poly-L-mlécné, PLLA - kyselina poly-L-mlécnd, PCL - polykaprolakton [11].
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Nanovldkenné scaffoldy (Obrazek 5) jsou vhodné jako biomateridl zejména diky své
podobnosti s extraceluldarnim matrixem. Extracelularni matrix (mezibunécna hmota) je
hmota, kterd se ukladad v prostorach mezi bunkami raznych tkani. Je slozen pfevazné z
proteini (zejména kolagenu), z glykosaminoglykanu (proteoglykant) a glykoproteina
(fibronektin, laminin), které poskytuji strukturdlni a biochemickou podporu okolnim
bukam. Béznymi funkcemi extracelularniho matrixu jsou bunécna adheze, komunikace

mezi bunkami, proliferace a diferenciace [7].

Dalsi dualezitou vlastnosti pro materialy pouzivané v bii$ni chirurgii je antiadhezivni
Uprava biomateridlu, jako prevence vzniku peritonedlnich adhezi. Je nutno identifikovat
upravy materialu, které by uUCinné snizovaly tvorbu adheze pii 1 po ruznych
chirurgickych zakrocich, aniz by vyvolavaly vedlejsi ucCinky. Antiadhezivni biomaterial
by mél mit nejen vhodné mechanické vlastnosti pro usnadnéni manipulace, ale také
vhodné vlastnosti povrchové energie a vhodnou porozitu. Na povrchu prili§ hydrofilnim

casto dochazi k usazovani mensiho poctu bunék [15].

Obrdzek 5 Posileni anastomozy na tenkém strevé v modelu prasete aplikaci nanomateridlu: (a)
vytvorend anastomoza, (b) PCL nanomaterial aplikovany do oblasti anastomozy [6].

PCL je semikrystalicky synteticky polyester s vybornou rozpustnosti v organickych
rozpoustédlech. Vyroba probihd za otevirdni kruhu e-kaprolaktonu. Teplota tdni
polymeru je 55 — 60 °C a teplota skelného prechodu -54 °C. Kvuli témto pomérné
nizkym hodnotdim je PCL (Obrdazek 6) snadno degradovatelny a ma vysokou
propustnost 1é¢iva, tudiz je vhodny jako dlouhodoby implantat. Cas degradace je
cca 2 — 3 roky. PCL m4 nizkou pevnost v tahu (23 MPa), ale vysoké prodlouzeni pii
pretrzeni (4700%), coz z né Cini dobry elasticky biomaterial. Diky své zpracovatelnosti

umoznuje PCL tvorbu scaffoldu pomoci elektrostatického zvlaknovani nebo za pomoci
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technologie solvent casting s naslednym vymyvanim c¢astic (particle solving), ¢imz se
zajisti dobra poréznost materialu. PCL je Casto michan nebo kopolymerovan s PLLA,
PDLLA, PGA nebo polyethery, aby byla urychlena celkovd degradace biomateridlu.
PCL je uzivano v tkafiovém inzenyrstvi jako tkanovy nosi¢ pro regeneraci kosti, vazu,
kuze, nervi a cév. Dale také jako vstiebatelné stehy nebo systémy pro podavani l1éciv.
PCL vykazuje dobré prilinani a Sifeni bunék a je tudiz zkouman jako matrixovy materidl

pro bunécnou kulturu [14, 18].

— —N

Obrdzek 6 Strukturni vzorec polykaprolaktonu.

Elektrostatické zvlaknovani je ekonomicka a relativné jednoducha metoda vyroby
kontinudlnich a jednotnych nanovldken (Obrdzek 7) z témét jakychkoli syntetickych
a mnoha pfirodnich polymeria. Diky vysokému specifickému povrchu, laditelné
velikosti poru a flexibilité nachazeji nanovlakenné membrany stale Sir$i Skalu aplikaci.
Existuje mnoho zpusobu, jak vyrabét nanovlakna. Nejpouzivanéj§i metodou
pro prumyslovou vyrobu nanovldken je bezjehlové elektrostatické zvlaknovani,
coz je metoda, u které lze nastavit mnoho raznych parametrd. Tim je umoznéno

vytvaret Sirokou Skalu raznych produkti odlisnych tvart a pruméru vlaken [19].
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SEM HV: 20.0 kv - 15. | SEM HV: 20.0 kV WD: 15.06 mm VEGA3 TESCAN
SEM MAG: 500 x Det: SE SEM MAG: 5.00 kx Det: SE

SEM MAG: 500 x | Date(m/dly): 11/09/21 TUL Liberec KNT SEM MAG: 5.00 kx  Date(m/dly): 11/09/21 TUL Liberec KNT

Obrdzek 7 Nanovldkennd vrstva PCL na podkladovém materidlu spunbond z polypropylenu.
Snimky byly porizeny na skenovacim elektronovém mikroskopu. ZvétSeni: 500x a 5000x.

Princip elektrostatického zvlaknovani (Obrdzek 8) spociva v ddvkovéani polymerniho
roztoku nebo taveniny na nabitou elektrodu, jez je napojena na zdroj vysokého napéti.
Za pritomnosti elektrického pole se kapka polymeru formuje do takzvaného Taylorova
kuzele ve chvili, kdy je prekonano povrchové napéti. Z Taylorova kuzele je material
nasledné tazen a tim zaroven dlouzen smérem na kolektor s podkladovou textilii, jez je
uzemnén nebo nabit opacné nez elektroda. Jsou zde dulezité materialové (koncentrace
polymeru, rozpoustédlo, viskozita polymerniho roztoku, vodivost roztoku a stabilita
roztoku) a procesni podminky (specifické pro kazdou technologii). Neméné vyznamnou

roli hraji okolni podminky, jako je teplota vzduchu, vlhkost a sterilita prostfedi [ 19].
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Obrdzek 8 Schéma bezjehlového elektrostatického zvidkriovani ze struny [20)].

Dalsi podstatnou vlastnosti materialu je moznost jej sterilizovat, coz ma za nasledek
odstranéni mikroorganismua. Sterilizace ma obvykle vliv na materialové vlastnosti.
Moznosti sterilizace jsou autoklav, suché teplo, gamma zafeni, zafeni svazkem

elektronu, ethylenoxid, peroctova kyselina nebo plasma [21].

Sterilizace autoklavovanim je provadéna pomoci ohfaté nasycené pary. Para muze
zpusobit hydrolytickou degradaci materialu. Sterilizace suchym teplem je vhodna
pro kapaliny nebo praskové materialy. Vyhodou autoklavu a suchého tepla je,
ze se jedna o procesy bez pouziti dalSich chemikalii. VétSinou tyto metody nejsou
pouzitelné pro polymerni materialy z divodu nizké teploty tani, jez je napiiklad
u polykaprolakonu 60 °C. Sterilizace gamma zafenim je nejCastéji pouzivana forma
sterilizace elektromagnetickym zafenim s vysokou penetracni schopnosti (pétkrat vyssi
nez zafeni svazkem elektront). Ozafovani svazkem elektrond, fungujici na principu
urychleného proudu elektront, md niz$i penetraéni schopnost nez gama zafeni pfi
vysSich ddvkach. Sterilizace ethylenoxidem je chemickym procesem, pii Cemz
ethylenoxid je silné alkylacni ¢inidlo, které denaturuje DNA a proteiny, ¢imz narusuje
bézné bunécné procesy, coz muze mit za nasledek zastavu bunécného déleni
a metabolismu bunék. Zaroven se jedna o latku, jez je hoflava, vybusna, karcinogenni

a muze mit vliv na zménu materialovych schopnosti. Material je nutno nechat po pouziti
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ethylenoxidu dlouho odvétravat, jelikoz se zde tvorfi toxicka rezidua. Sterilizace
kyselinou peroctovou je provadéna pomoci oxidace mnoha chemickych skupin, vetné
téch na bunéénych membranach, ¢imz je iniciovana bunécna smrt. Kyselina peroctova
je silné oxidacni Cinidlo. Pii1 sterilizaci plasmatem je ozafovan peroxid vodiku,
jez se transformuje na hydroxylové a hydroperoxylové radikaly, které napadaji struktury

mikroorganismu [21].

Dale je mozné vyuzit ultrafialové (UV) zafeni nebo roztok ethanolu. Tyto metody se
nepovazuji za metody sterilizacni, ale za metody dezinfekcni. Dezinfekce je soubor
opatieni ke zneskodnovani mikroorganismi na zakladé fyzikalnich nebo chemickych
postupu nebo jejich kombinaci. Tato opatfeni maji pierusit prenos infek¢nich pavodca
nakazy, jez ziji na plochach 1 povrchu téla. Dezinfekci roztokem ethanolu je mnohdy

vhodné pouzit jako ,,pfedsterilizaci® scaffoldi pfed nasazenim bunék [21].

3. Antibiotikum

Vtéto kapitole jsou popsdna antibiotika z ditvodu jejich inkorporace do vytvarené
nanovlakenné vrstvy. Hlavnim ditvodem je snaha o dosazeni bakterialni inhibice kmenii,
které Ziji ve stievech. Tyto kmeny obsahuji enzym kolagendzu a $tépi nové vznikajici

tkan. To vede k porucham integrity stievni spojky a tedy anastomotickému leaku.

Antibiotikum, které je také nazyvano antiinfektivum, je druh antimikrobialni latky, jez
pusobi proti bakteriim — muze je usmrcovat nebo inhibovat jejich rust. Jedna se
o nejdualezitéjsi typ antibakterialnich latek uzivanych pro boj s bakterialnimi infekcemi
nebo pro prevenci. Drive byly terminem antibiotikum oznaCovany pouze latky
ptirodniho pavodu. Ostatni latky pusobici proti bakteriim byly nazyvdny terminem
chemoterapeutika. V soucasné dobé je jiz timto terminem oznacCovana jakakoli latka
s timto u¢inkem, nehledé na jejich puvod. Antibiotika nejsou ucinna proti viram, které
zpusobuji napiiklad bézné nachlazeni nebo chiipku. Léky inhibujici viry jsou

antivirotika. Ndzev pochdzi z feckych slov anti — proti a bios — zivot [22].

Jsou dveé tridy antibiotik. Ty, ktera jsou produkovana prirozené (penicilin) a plné
syntetickd (sulfoamidy, antiseptika). V soucasné dobé je ve veterindrni nebo humanni
mediciné uzivano asi 70 druhu latek s antibiotickym tGc¢inkem, pficemz jich je znamo
pfes 6000. Uzivan je tak maly zlomek, protoze antibioticka latka mize mit nezadouci

ucinky nebo byt toxicka pro pacienta. Pusobi pifedev§im proti bakteriim, ale muze
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pasobit i proti parazitickym prvokam & houbam. V Ceské republice jsou antibiotika
vydavana na piedpis. Svym chemickym slozenim jsou antibiotika velmi rdznorodou

skupinou latek [22, 23].

Antibiotika byla uzivana jiz od starovéku. Mnoho civilizaci, naptiklad staroveky Egypt,
Cina, Srbsko, Recko, Nubie nebo Rim, uzivalo pro lokalni aplikace plesnivy chléb,
pro jeho blahodarné ucinky. Nejvétsi revoluce ve vyvoji antibiotik se odehrala
v mediciné ve 20. stoleti. Moderni penicilin byl objeven roku 1928 Alexandrem
Flemingem. Tento objev se béhem valky ukazal jako velmi pfinosny. Snadny pfistup
k antibiotikim a vysoka ucinnost vSak vedly k nadmérnému uzivani a nékteré bakterie
si va¢i nim vyvinuly rezistenci. Nyni jsou antibiotika uzivana také v zemédélstvi.
Svétova zdravotnicka organizace klasifikovala antimikrobialni rezistenci jako
rozsifenou ,,vaznou hrozbu, ktera jiz neni predpovédi budoucnosti, dé€je se pravé nyni
v kazdé oblasti svéta a ma potencial postihnout kohokoli, v jakémkoli véku, v kterékoli
zemi.“ Celosvétova umrti zpusobena antimikrobialni rezistenci dosahla v roce 2019
1,27 milionu. Rezistivitu bakterii lze ovlivnit pfidanim dalSich chemickych latek.
Neékolik inovativnich technik, jako jsou nanotechnologie, mize byt pouzito pro lokdlni
dodani 1éciv, coz se ukazalo jako vhodné pro prekonani fenoménu antibiotické

rezistence [24, 25].

Jednou znejvice dulezitych vlastnosti antibiotik je selektivita jejich ucinku.
To znamena, Ze jsou pro pacienta témeéf neskodné, pricemz zasahuji struktury, které
jsou specifické pro nechténé mikroorganismy. Antibiotika lze rozdélit na dvé skupiny,
dle pasobeni — bakteriostatickd a baktericidni. Baktericidni skupina bakterie usmrcuje,
pricemz bakteriostaticka zastavuji jejich mnozeni. Néktera bakteriostatickd antibiotika
ovSem ve vySSich koncentracich mohou puasobit 1 baktericidné. Dulezité je, ze jsou obé

skupiny schopny potlacit rust bakterialnich kolonii in vitro [22, 23].

Antibiotika je mozno rozdélit do nékolika skupin dle mechanismu jejich ucinku
(Obrazek 9). Prvni skupinou jsou antibiotika, kterd inhibituji syntézu nukleovych
kyselin. Dalsi vyznamnou skupinou jsou antibiotika, jez narusuji cytoplazmatickou
membranu. Tteti skupina antibiotik inhibuje syntézu lipida ¢i jinych latek v bunéénych
sténdch. Déle existuji antibiotika, kterd inhibuji syntézu kyseliny listové. Posledni,
ale neméné dulezitou skupinou, jsou antibiotika, jez interferuji s bakteridlni proteinovou

syntézou [23].
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Obrdzek 9 Schematicky ndkres mechanismu ucinku nékterych antibiotik (viastni zpracovdni).

Vankomycin (Obrdzek 10) muze byt ve formé prasku, pak je urCen pro peroralni roztok
nebo k pripravé roztoku infuzniho. Spada do skupiny antibiotik, ktera jsou nazyvana
»glykopeptidy.“ Mechanismus pusobeni vankomycinu je blokovani stavby bunécné
stény bakterii, které pusobi infekce. Vankomycin je mozno uzivat ve vSech vékovych
skupinidch k lécbé zavaznych infekci. Napiiklad infekce kuze a podkoznich tkani,
kloubu, kosti, pneumonie, infekce vnitini vystelky srdce (endokarditida) a jeji prevence
po postoupeni rozsihlych chirurgickych vykont. Ustné byva vankomycin podavan
u déti 1 dospélych k 1écbé infekci tlustého a tenkého stieva s poSkozenim sliznice, které

jsou zpusobené bakterii Clostridium difficile [26].

Mezi casté nezadouci uCinky patii bolest v oblasti vpichu a alergické reakce. Méné
Castymi nezadoucimi ucinky jsou ztrata sluchu, nizky krevni tlak nebo ubytek kostni
diené. BezpeCnost v téhotenstvi neni vyjasnéna, ale nebyly nalezeny zadné dukazy

o skodlivosti. Je pravdépodobné, ze pouziti pii kojeni je bezpecné [26, 27].

Poprvé byl vankomycin poddn v roce 1954. Nachdzi se na seznamu zdkladnich 1éku
Svétové zdravotnické organizace. Svétova zdravotnicka organizace klasifikuje
vankomycin jako kriticky dulezity pro humanni medicinu. Vankomycin je produkovin
pudni bakterii Amycolatopsis orientalis. Vankomycin je pouzivan k 1écbé infekci, jez
Jsou zpusobeny gram-pozitivnimi bakteriemi, které nereaguji na jind antibiotika [28].
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Obrdzek 10 Strukturni vzorec antibiotika vankomycin hydrochlorid.

4. Bakterie

V nasledujici kapitole jsou popsany bakterie obecné, jejich vyskyt, stavba a funkce
v téle. Je popsano také jejich vyuZziti. Dale jsou popsany tri kmeny bakterii, s nimiz je
treba se po provedeni strevni anastomozy vyporadat: Escherichia coli, Staphylococcus

gallinarium a Pseudomonas aeruginosa.

vy

Casto skladaji z jedné biologické buriky. Jsou nejrozsifenéj$i skupinou organismu
na svété. Tvofi dominantni skupinu prokaryotickych mikroorganismu. Bakterie jsou
typicky nékolik mikrometru dlouhé a maji kokovity nebo ty¢inkovity tvar. Patiily mezi
prvni formy zivota, jez se na zemi objevily a byly pfitomny ve vétsiné jejich oblasti.
Obyvaji jak pudu, tak vodu, kyselé horké prameny, radioaktivni odpad a biosféru
(zivy obal Zem¢). Bakterie jsou vyznamné v planetirnim cyklu zivin, napiiklad jsou
schopné fixovat dusik zatmosféry. Cyklus zivin zahrnuje také rozklad mrtvych tél,
bakterie jsou zodpovédné za fazi hniloby. V okoli hydrotermalnich pruducht pfispivaji
bakterie k udrzeni zivota pfeménou rozpusténych slouCenin, jako je metan a sirovodik
na energii. Bakterie také Ziji v symbiotickych a parazitickych vztazich s rostlinami,

zvifaty a Cloveékem. Velka vétSina bakterii nebyla doposud charakterizovana

a je nemozné je pestovat v laboratofi [29].

Studium bakterii je nazyvano bakteriologie, coz je obor mikrobiologie. Tuto disciplinu

vyznamné rozvinuli Robert Koch a Louis Pasteur. Lidé a vétSina zvifat prenaSeji
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miliony bakterii. VétSina se jich nachazi ve stievech a mnoho se jich nachazi na kazi.
Vétsina bakterii nachazejicich se vtéle a na téle je neSkodna nebo byly zpusobeny
ochrannymi uc¢inky imunitniho systému. Mnohé z nich jsou také prospésné, zejména
ve stievech. Nékteré druhy bakterii jsou vSak patogenni a zpusobuji infekéni
onemocnéni — napiiklad cholera, syfilis, anthrax, lepra, tuberkul6éza, tetan nebo
dyméjovy mor. Nejcastéjsim smrtelnym bakterialnim onemocnénim jsou infekce

dychacich cest. K 1écbé infekci jsou uzivana jiz diive zminéna antibiotika [30].

Bakterie jsou vyuzivany pii ¢isténi odpadnich vod, odbouravani ropnych skvrn, vyrobe
syru, jogurty, ziskavani zlata, palladia, médi a dalSich kovu v tézebnim sektoru.
Pouzivaji se také k vyrobe antibiotik a jinych chemikalii. Bakterie se obvykle sklddaji
zribozomu, plazmida, DNA, jaderné oblasti (nukleoid) a z peptidoglykanové bunécné
stény. Nevyskytuje se u nich pohlavni rozmnozovani, nejCastéji se déli binarné.
Bakterie diive povazovany za tfidu Schizomycetes se nyni nazyvaji prokaryoty.
Na rozdil od eukaryot (bunék zivo¢ichti) nemaji prokaryoty obvykle jadro a malokdy

obsahuji organely vdzané na membranu [29].
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Obrdzek 11 Stavba bakteridlni buriky.

Escherichia coli (E. coli) je gram-negativni, fakultativné anaerobni, tyCinkovita bakterie
ktera se bézné vyskytuje v dolni Casti stieva teplokrevnych organismu, proto je jeji
ndlez v pitné vodé indikaci fekalniho znecCisténi. Bakterie netvorii spory a pohybuje se

pomoci bi¢ikua [29, 31].

Vétsina kmenu E. coli je neSkodna, ale nékteré patogenni kmeny tohoto druhu mohou

u svych hostiteld zpusobit vaznou otravu jidlem a jsou pfilezitostné zodpovédné
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za pripady kontaminace potravin, které podnécuji stazeni produktu z trhu. Pro ¢lovéka
a jeho mikrofloru se jedna o bakterii prospésnou, podili se na tvorbé nékterych vitaminu
(K2) a na produkci latek, které brani Sifeni kolicind (patogennich bakterii). E. coli patii
k nejvice prostudovanym prokaryotickym mikroorganismiam, jelikoz je intenzivné
zkoumana jiz vice nez 60 let. Jedna se o dulezity druh bakterie v oblasti biotechnologie
a mikrobiologie, kde slozi jako hostitelsky organismus pro vétSinu praci
s rekombinantni (uméle syntetizovanou) DNA. Za ptiznivych podminek 37 °C, dostatek

zivin) trva reprodukce pouhych 20 minut [31].

E. coli a dalsi fakultativni anaeroby tvofi asi 0,1 % stfevni mikroflory. Bakterie
dosahuje sitky 0,6 um a délky 2—-3 pm. Fekalné-oralni prenos je hlavni cestou, kterou
patogenni kmeny této bakterie zpusobuji onemocnéni. Burtiky jsou schopny pfezit mimo
télo po omezenou dobu, coz z nich déla potencialni indikatorové organismy k testovani
vzorku zivotniho prostfedi na fekalni kontaminaci. Rostouci skupina vyzkumu vsak
zkouma environmentalné perzistentni E. coli, ktera maze pfezit mnoho dni a rist mimo

télo hostitele [31].

Na povrchu E. coli se vyskytuji dva druhy fimbrii. Prvni typ (sex pili) ma velmi
dulezitou ulohu pii konjugaci. Druhy typ je slozen z kyselého hydrofobniho proteinu
(fimbrinu). Tento typ je vysoce antigenni a umoziuje bakterii se pfichytit na epitel
hostitele a kolonizovat jej. Biciky bakterie jsou tvoreny flagelinem. Jsou také vysoce
antigenni a mohou na povrchu bakterie tvofit kapsule pii stresovych podminkach.
Uvnitt E. coli se nachdzi molekula bakteridlni DNA. Je v ni uloZena dédi¢na informace
bakterie. Cytoplazma je viskézni vodny roztok. Obsahuje rozpusténé organickée
a anorganické latky a velké mnozstvi ribozomu, které umoznuji rychlé déleni
a proteosyntézu bakteridlnich bunék. Peptidoglykanem je tvofena bunécna sténa téchto
bakterii — tim je zajiStén rigidni tvar bunky. Pod touto vrstvou se nachazi
cytoplazmaticka membrana slozena prevazné =z proteini — probihd zde mnoho
biochemickych procesu, jako je naptiklad syntéza ATP nebo dychdni. Vnéj$i membrana
E. coli je vytvotena lipopolysacharidem. Ten je slozen z lipidové dvouvrstvy. Prostor,
jenz se nachazi mezi bunécnou sténou a vnéj$i membranou je nazyvan periplazmaticky.

Nachazi se zde proteiny, které vazi naptiklad cukry, enzymy ¢i aminokyseliny [29, 31].
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Jedna se o &len, ktery je gram-pozitivni ¢len bakterialniho rodu Staphylococcus. Clen
sestdva z jednotlivych koku, parovych koku a shluku kokta. Kmeny tohoto druhu byly
poprvé izolovdny z kufat a bazanta. Od svého pocatecniho objevu byl Staphylococcus

gallinarum nalezen také ve slinach zdravych dospélych lidi [29, 31].

Staphylococcus gallinarum neni obecné patogenni, 1 kdyz byl izolovan z infikovanych
ran pacienti v nemocnici, zZ krve pacienta s chronickou infekci hepatitidou B a z o¢ni
infekce (endoftalmitida). Mira infekce a nemocnost Staphylococcus gallinarum je

pomérné nizka a jeji Gcinky na clovéka jsou omezené [31].

Tento druh bakterii patii mezi gram-negativni, pohyblivé, aerobni (ackoli muze rust
anaerobné v pfitomnosti dusi¢nanu) a nefermentujici. Tvar bakterie je tyCinkovity.
Neékdy byva obalena slizovou vrstvou, jez se podoba bakterialnimu pouzdru. Obvykle se
vyskytuje v rostlinach, pudé a odpadnich vodach. Pseudomonas aeruginosa muze
zpusobit infekci celého organismu nebo jakéhokoliv organu. Infekce zpusobuje

nejhojnéji u osob s porusenou imunitou nebo s tézkym onemocnénim [31].

5. Inkorporace antibiotik do nanovlaken

Infekce zpusobované mikroorganismy, napiiklad bakteriemi nebo houbami, jsou hlavni
prekazkou v procesech hojeni. Bézné zpusoby podani antibiotik jsou oralni,
intravendzni/intramuskuldrni, povrchové (pokozkou) a inhala¢ni. Tyto druhy poddvani
1€kt se potykaji s kritickymi zivotné dulezitymi problémy, jako jsou: rychlejsi dodani
léku, nez bylo zamysleno, coz mize mit za nasledek bakterialni rezistenci, systémovou
toxicitu souvisejici s davkou, podrazdéni tkani a nakonec opozdény proces hojeni, ktery
je tfeba fesit. V posledni dobé jsou studie zaméfovany na nové systémy podavani 1éku,
prekonani rezistence a toxikologickych probléma a lokalizaci molekul antibiotika
v misté pusobeni ve spravné davce. V tomto ohledu bylo vyvinuto mnoho
nanotechnologickych postupt, jako jsou nanocasticové nebo nanovlakenné systémy,
které teSi doprovodné problémy uvedené vysSe. Elektrostaticky tvorena nanovlakna
plnéna antibiotiky (Obrazek 12) nabizi vyhody, jako je fizené dodavani 1éciv, vysokd
kapacita plnéni léciv, vysoka ucinnost enkapsulace, soucasné dodavani vice 1éCiv,

snadnost vyroby a ndkladova efektivita pro farmaceutické a biomedicinské aplikace.
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Nanovlaknim je dnes vénovana zvlastni pozornost, jako slibnym antibakteridlnim
nosi¢cim 1é¢iv. Ruzné antibakterialni latky, napf. biocidy, antibiotika, kvartérni
amoniove soli, triclosan, kovové nanocastice (stfibro, oxid titaniCity a oxid zinecnaty)
¢i antibakteridlni polymery (chitosan, polyethylenimin atd.) byly impregnovéany
raznymi technikami do nanovldken, které vykazuji silné antibakteridlni aktivity ve

standardnich testech [32].
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Obrdzek 12 Riizné metody zaclenovdni léCiv do nanovidken. 1. vmichdni léciva do roztoku
polymeru pred zvidknovanim, 2. uzavrieni léciva v jadru vidkna pomoci koaxidlniho
elektrostatického zvlakniovani, 3. enkapsulace/adsorpce léciva v nanostrukturdch pred disperzi
v roztoku pro elektrostatické zvidknovani, 4. navazdani prekurzoru (sloucenina, kterd se ucasmi
chemické reakce, kdy vznika jind sloucenina) na uicinnou latku v nanovldknech
po elektrostatickém zvldknovani, 5. navdazani aktivni latky na nanovldakna
po elektrostatickém zvidkniovani [32].

Jednim z prvnich, kdo inkorporoval antibiotika do nanovlaken prostiednictvim
eletrostatického zvlaknovani byl Keneway a kol. Antibakteridlni aktivita vyslednych
nanovlaken vSak nebyla v jejich studii zkoumédna. Od té doby bylo mnoho ruznych
polymernich antibiotik zaclenéno do fady hydrofilnich a hydrofobnich nanovldken.
Tato nanovldkna vykazuji slibné aplikace ve filtraci, obvazovych materidlech,
ochrannych textiliich, tkanovych nosi¢ich a biomedicinskych zafizenich. Obecné je

polymer rozpustén v organickém rozpoustédle. Antibiotické cinidlo je rozpusténo
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ve stejném nebo obvykle podobném druhu rozpoustédla. Antibiotické cinidlo
rozmichané v rozpoustédle by mélo byt pomalu piidavano k roztoku polymernimu
za michani, aby se vytvofil homogenni roztok. Timto zpusobem muze byt obsazen
do nanovldken velké mnozstvi antibiotik. Je tfeba urcit koncentraci 1éCiva v roztoku
piipravovaném pro elektrostatické zvlaknovani. Zahrnuti antibiotik do polymerniho
roztoku muze mit vliv na elektrostaticnost a morfologii nanovlaken v dusledku zmény

viskozity, povrchového napéti ¢i vodivosti materialu [32].

Na Obrazku 13 se nachazi priklad doby, za kterou se uvoliiuje inkorporované lécivo

z nanovldkennych vrstev.
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Obrdzek 13 Priklad doby, po kterou se uvoliuje inkorporované lécivo (cefoxin sodny)
z nanovldkenné vrstvy. Horni graf zobrazuje kiivku kumulativni, spodni diferencidlni. Data
predstavuji pritmérnou hodnotu + smérodatnou odchylku. A: PLGA s 1% hmotnosti léciva,
B: PLGA/PLA/PEG-b-PLA s 5% hmotnosti léciva, C: PLGA s 5% hmotnosti léciva [33].

Sodna sul cefoxitinu napfiklad zvySila vodivost a zlepSila zvlaknitelnost roztoku
PLGA/PLA/PEG-b-PLA. Také byla pozorovana produkce jednotn&Sich nanovlaken
a zmenS$eni pruméru vldken se zavislosti na koncentraci polymerniho roztoku. Podobné

vysledky byly pozoroviany u moxifloxacin hydrochloridu v roztoku PLA. Pfitomnosti

1-20% tetracyklinu hydrochloridu v PLGA byl ovlivnén prumér vlaken [33, 34, 35].
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Smichani antibiotik v roztoku polymeru pied elektrostatickym zvlaknovanim je
jednoducha a vSestranna metoda pro inkorporaci velkého mnozstvi 1é¢iv do prakticky
jakychkoli polymernich nanovliken, bohuzel ma i1 své nevyhody. Malé pruméry
nanovldken napomahaji tomu, Ze zaclenéna léCiva se Casto uvolnuji, jakmile jsou

materialy ponofeny do vodného roztoku [32, 33].

Lze vyuzit koaxialniho elektrostatického zvlaknovani, kdy plast vlakna obsahuje
polymer a jeho jadro antibiotikum, k zajisténi déletrvajiciho uvolilovani.
Dalsimi moznostmi, jak zajistit dlouhodobé;jsi uvoliovani je kovalentni vazba léciva
na povrch vlakna, zapouzdifeni antibiotik v nanodiscich ¢i adsorpce 1éCiva
v nanostrukturdch. Dals§i moznosti k dosazeni prodlouzeného uvolilovani antibiotik je
adsorbovat nebo zapouzdrit 1éCivo do nanostruktury pied jeho dispergovanim v roztoku
polymeru. Je také mozné pouzit vicevrstvé nebo smeSovaci elektrostatické zvlakinovani,
pro poskytnuti antibakteridlni aktivity a zdroven poskytnuti pfiznivych fyzikalnich
vlastnosti v nanomembranach. Pro smeéSovaci elektrospinning je mozno pouzit
dvouproudové usporadani elektrostatického zvlaknovani, k soucasné vyrobé dvou
raznych druhtt nanovlaken na stejné membrané. Vysledné kompozitni materidly
vykazovaly vysokou elasticitu, pevnost v tahu a schopnost retence stehi, ale vyrazné

snizené smrs$téni materialu viz.: Obrazek 14 [33, 35, 36, 37, 38, 39].

V Tabulce 1 se nachazi jiz zvlakniované polymery, metoda inkorporace a inkorporovana

antibiotika.

Multilayering electrospinning Mixing electrospinning

Simultaneous
spinning

Cross sectional view
Sequentially y

spinning

Fixed
— electrospinning

regions

Movln? collector
with high speed

Multilayered
fiber mesh l &;‘l "‘"3 Cross sectional view

movement

Mixed fiber mesh
b (mid-portion)

Obrdzek 14 Schématicky diagram (a) vicevrstvého elektrostatického zvidkiovani,
(b) sméSovaciho elektrostatického zvidkinovani [33].
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Tabulka 1 Tabulka zobrazujici zvlakniovany polymer, inkorporovana antibiotika a metodu
inkorporace antibiotik do nanovlidken [32].

Zvlakiiovany polymer
PLA, PEVA, PLA/PCL,

Antibakterialni latky

Metoda inkorporace

Smichani s roztokem

PEUU/PLGA Tetracycline polymeru pfi jeho vyrobé
PLGA Cefoxitin Srmchamws .roztokfam )
polymeru pfi jeho vyrobé
PLA Mupirocin Smlchamws _roztokfam )
polymeru pfi jeho vyrobé
PLA, PLA/PEG, PU Ciprofloxacin Smichdni s roztokem
polymeru pfi jeho vyrobé
PLGA el Smlchamws -roztokfam )
polymeru pfi jeho vyrobé
PLGA Amoxicillin Srmchamws .roztokfam )
polymeru pfi jeho vyrobé
PLA, PLA/kolagen, PCL Gentamycin Zvlaknovani jadro/plast
PLLACL Tetracycline Zvlakitovani jadro/plast
PMMA/nylon Ampicillin Zvlakiiovani jadro/plast
PLGA Amoxicillin Adsorpce/enkapsulace do
nanostruktur
PCL/PLA el Smlchamws _roztokfam )
polymeru pfi jeho vyrobé
PLA Triclosan Komplexovani s Bg-CD
CA Chlorhexidine Smichdni s roztokem
polymeru pfi jeho vyrobé
PAN, PLA, PLA/PEG QACs Srmchamws .roztokfam )
polymeru pfi jeho vyrobé
CA/PEU PHMB Smlchamws _roztokfam )
polymeru pfi jeho vyrobé
Kovalentni navdzani na
g PHMB nanostrukturu
PAN N-Halamine Smichan{ s roztokem
polymeru pfi jeho vyrobé
PEO/chitosan K5N8Q Srmchamws .roztokfam )
polymeru pfi jeho vyrobé
PDLLA, PEO Antibacterial peptides Smichani s roztokem
polymeru pfi jeho vyrobé
PVDF, PVA/PU, Nylon 6, .
PVP, PLGA, PBS AgNP Disperze v roztoku polymeru
Nylon 6, PAN, PLLCL, )
PCL, PVA AgNP Syntéza v roztoku polymeru
LA PC%iEIZI)AN, YA, AgNP In situ syntéza
PLA/chitosan AgNP In situ syntéza
PEO/chitosan AgNP In situ syntéza
PYA/chitosan AgNP In situ syntéza
PVA/chitosan AgNP Disperze v roztoku polymeru
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PEO/chitosan AgNP Disperze v roztoku polymeru
PU, PVA, hedvabna vlakna 7Zn0, TiO2 Disperze v roztoku polymeru
PU TiO2 In situ syntéza
Nylon 6 710 Electrospraing na povrch
nanotruktury
PMMA ZnO/TiO2 Syntéza v roztoku polymeru
PLA, PVA Derivty chitosanu Vmichani 1é¢iva do roztoku
polymeru
PET, PCL, PEO Chitosan Vmichani 1éciva do roztoku
polymeru
PLA Chitosan Zvlaknovani jadro/plast
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EXPERIMENTALNI CAST

Experimentalni  cast obsahuje popis postupu vyroby nanovidkennych vrstev
z poly-e-kaprolaktonu (PCL). Do nanovldkennych vrstev bylo v riiznych koncentracich
inkorporovdno antibiotikum Vankomycin. Byly porovndny vrstvy sterilni a nesterilni.
Sterilizace vrstev probihala za pomoci etylenoxidu. Ddle byly vrstvy zkoumdny
za pomoci nékolika metod. Byly nasnimdny pomoci skenovaci elektronové mikroskopie
(SEM) a byly vyhodnoceny priuméry viaken. Dale byla mérena jejich smacivost
za pomoci méreni kontakmiho thlu s destilovanou vodou a simulovanou stievni
tekutinou. Elementarni analyza byla provedena ke zjisténi realného obsahu antibiotik
ve zvlaknénych vrstvach. Dalsi pouzitou metodou byla fluorescencni mikroskopie.
V neposledni radé byla zjistovana cytotoxicita materiali, probéhlo bunécné testovani
a antibakteridlni testy. V nasledujicich kapitoldach jsou popsany metody experimentii,

vysledky experimentit a na zaver jejich celkové zhodnoceni.

6. Metody

Vtéto kapitole jsou popsany pouzité metody, postupy, pristroje a chemikalie
k provedeni experimentii.

Byly pfipraveny ¢tyfi razné druhy roztoku. Zakladem vSech byl granulat
PCL (Mw 45000 g/mol, Sigma Aldrich, USA) v roztoku o koncentraci 16 hm. %.
Granulat byl rozpustén v rozpoustédlovém systému chloroform/etanol/kyselina octova
(Penta Chemicals, Ceska republika) v poméru 8/1/1. Z diivodu rozpustnosti nemohl byt
VCH piidan do roztoka. Nejprve byl pred-rozpustén v ethanolu, po dobu tfi hodin
a nasledné byl do tohoto systému vmichan zbytek antibiotika Vankomycin hydrochlorid
(Mylan, pouzivano i Kabi) v praskové formé. Metodika pifidavani Vankomycinu musela
byt pro jeho Spatnou rozpustnost upravena, viz kapitola 7.1. Byly zvoleny koncentrace
0,5; 1; 1,5 hmotnostnich %. Tyto koncentrace byly vypocitany z hmotnosti susiny PCL.
Roztoky byly nasledné 24 hodin michany, byly homogenizovidny pomoci ultrazvukové

sonotrody a nasledné byly hned zvlaknény. Pouzité chemikalie se nachazi v Tabulce 2.
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Tabulka 2 Pouzité chemikdlie.

PCL 45000 g/mol Sigma Aldrich
Vankomycin hydrochlorid | Mylan (pouzivano i Kabi)
Chloroform Penta
Ethanol Penta
Kyselina Octova Penta

Vybér vhodné polymerni latky z4visi na mnoha faktorech, jako je materidl, stav daného
materialu a klimatické podminky. Velmi dulezitym kritériem vybéru rozpustnosti
polymerni latky je jeji pfipadna zména v dusledku starnuti, jez ovliviiuje piipadné
moznosti odstranéni latek a tim urCuje 1 reversibilitu zasahu. Pro odhad, zda bude dany
polymer rozpustny ve vybraném rozpousStédlovém systému, lze pouzit srovnani
parametri rozpustnosti — Hansenovych parametri rozpustnosti. U Hansenovych
parametru je celkovy parametr dan na zakladeé tii dil¢ich parametru, které vychazi ze tii
raznych typu interakci pozorovatelnych u latek organickych. Kazdy parametr lze
pfevést na tzv. redukované parametry rozpustnosti, diky kterym lze sestavit Teasuv
(ternalni) diagram. Pomoci tohoto diagramu lze na zakladé experimentalnich dat urcit
limitni hodnoty pro kazdy dil¢i parametr rozpustnosti, ktery musi latka spliovat,
aby bylo mozno danou latku rozpustit. Sestaveny teasuv diagram na Obrazku 15 je tedy
uzite¢nou pomickou pii vybéru vhodného rozpoustédla. Na jeho zakladé byl vybran pro
pred-rozpusténi VCH ethanol, jelikoz se v diagramu nachdzi nejddle od PCL, bude tedy

pravdépodobné nejblize antibiotiku Vankomycin hydrochlorid.

Teasliv diagram s vyznacenymi parametry rozpustnosti
rozpoustédlového systému.
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Obrdzek 15 Grafické zobrazeni Teasova diagramu s vyznacenymi parametry
rozpustnosti v rozpoustédlovém systemu CHEKO.
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Materialy byly vyrobeny pomoci zvlaknéni polymernich roztoki na zafizeni
Nanospider™ NS 1WS500U (Elmarco, Ceska Republika). Teplota, vihkost a dalsi
klimatické podminky byly udrzovany pomoci klimatizace NS AC150 (Elmarco, Ceska
Republika). Polymerni roztok byl pfidan do zasobniku, ze kterého byl nanasen po celé
délce struny, ktera pusobila jako zvlaknovaci elektroda. Nanovlakenné vrstvy byly

po zvlaknéni ukladany na podkladovou netkanou textilii — polypropylenovy spunbond.

Nastaveni parametri zvlakfiovaciho zafizeni Nanospider™ bylo optimalizovano,
aby plo$nad hmotnost vrstev byla 10 g/m?. Z vyrobené vrstvy byl vyfezan &tverec
o velikosti 10 x 10 cm, byl zvazen na analytickych vahach a vysledna plosna hmotnost

byla vypocitana.

Sterilizace nanovlakennych vrstev probéhla za pomoci etylenoxidu (Aprolene, UK) dle
normy CSN EN ISO 11135-1 Sterilizace vyrobkd pro zdravotni pé¢ — Sterilizace
ethylenoxidem — Cast 1. Pozadavky na vyvoj, validaci a prib&nou kontrolu
sterilizaCniho postupu pro zdravotnické prostiedky. Sterilizace probihala pi1 37 °C

a po dobu 12 hodin.

Byl odebran maly vzorek ze zvlaknénych vrstev. Ten byl pokoven pomoci zafizeni
Quorum QI150R ES (Quorum Technologies). Byla nanesena vrstva zlata
o tloustce 10 nm. Pozlaceni vzorku probéhlo, aby byl vzorek vodivy. Vzorky byly
nasledné snimany na skenovacim elektronovém mikroskopu TESCAN VEGA 3 SB
Easy Probe (TESCAN, Ceska republika). Snimky byly pofizovany pii rtiznych

zvétSenich.

Meéifeni prumérd vlaken probihalo na snimcich =z elektronového skenovaciho
mikroskopu pomoci programu ImageJ. Pro méfeni byly pouzity snimky pii zvétSeni

5000x. Pro kazdy material bylo provedeno 500 méfeni.
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Vyhodnoceni smacivosti materialu probéhlo pomoci méfeni kontaktniho thlu metodou
prisedlé kapky. Pro nafoceni a zpracovani byl pouzit program programu See System 9.0
(Advex Instruments, Ceska republika). Po obvodu podlozniho sklitka byla nalepena
oboustranna lepici paska, na kterou byl nasledné pripevnén testovany material.
K naneseni kapky tekutiny o objemu 5 ul byla pouzita pipeta. Kapka prisedla
na testovanych materialech byla nasnimana pomoci CCD kamery a nasledné byl
vyhodnocen kontaktni dhel v programu z fotografii. Vyhodnoceni kontaktniho dhlu
probihalo pomoci vyznaceni tii bodu na rozhrani mezi kapkou, povrchem materialu
a vzduchem. Body byly nasledné spojeny a byla vytvorena kruznice. Tangenta této
kruznice odpovida velikosti kontaktniho Ghlu. Byly testovany jak materialy sterilni,
tak nesterilni. Pro testovani byla pouzita destilovana voda a simulovana stievni tekutina
(Biochemazone). Na kazdém materialu bylo provedeno 20 méfeni. Na Obrazku 16 se
nachazi méreni smacivosti materialu pomoci CCD kamery a na Obrdzku 17 se nachdzi

povrch hydrofobni a hydrofilni.

Obrdzek 16 Méreni kontakiniho uhlu pomoci CCD kamery.
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Kontaktni uhel

Hydrofilni Hydrofobni

6 > 90° 6 < 90°

Obrdzek 17 Kontakini uhel s vyznacenou rovnovahou sil, kontakni tihel: hydrofilni povrch
(smacivy) a hydrofobni povrch (nesmdacivy).

Cilem tohoto experimentu je ovéfit, kolik obsahu prvku dusiku zustalo ve vyrobeném
nanovldkenném materidlu s pfidanym antibiotikem Vankomycin hydrochlorid, ktery byl
ptidan do roztoku PCL pred zvlaknénim. Zvlaknovani (electrospinning) bylo provedeno

na zafizeni Nanospider™,

Nejprve byly piipraveny dva vzorky o hmotnosti 5 mg z rGznych mist kazdého
materialu. Dale byla pfipravena lodicka z aluminiové folie, byly do ni vlozeny vzorky.
Pro kazdy material skazdym obsahem antibiotika byly provedeny dvé meéfeni.
Vzorky v lodickach byly znovu zvazeny, aby mély presné 5 mg. Lodicka byla nasledné
slozena do tvaru tablety a opét prevazena. Dale bylo pfipraveno kontrolni méfeni
a standarty. Kontrolnim méfenim byly prazdné lodicky a standartem byl sulfanilamid.
Meéfeni bylo provedeno pomoci pristroje Elementar Vario Cube s TCD detektorem.
Testovani probihalo pfi 1200 °C po dobu 90 sekund. Pro vSechny ctyfi testované serialy

byly testovdny jak materidly sterilni, tak nesterilni.

Aby byl stanoven procentudlni obsah Vankomycinu hydrochlorid ve vyrobenych
nanovlakennych vrstvach, které antibiotikum obsahuji, bylo potieba provést test
za pomoci vysoko-ucinné kapalinové chromatografie (HPLC). Nejprve bylo tfeba
piipravit zasobni roztok 1 mg VCH v 1 ml PBS, dile roztok ninhydrinu (NIN, Sigma
Aldrich, USA) — 0,1 g ninhydrinu v 20 ml PBS. Poté byly pfipraveny vzorky materialu

o hmotnostech 10 az 50 mg — hmotnost zavisela na pouzitém materialu. Tyto vzorky
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byly ulozeny do zkumavek a byly zality 2,5 ml PBS. V posledni fad€ je tieba pripravit
kalibrac¢ni roztoky ze zasobniho roztoku VCH o koncentracich: 0,075; 0,1 a 0,15 mg/ml
0 objemu 2,5 ml.

Nejprve byly vSechny pfipravené roztoky (i kalibracni) a vzorky zahfivany na 95 °C
po dobu 15 minut. Tésné pfed zapocCetim zahiivani bylo ke vSem vzorkum pfidano
2,5 ml ninhydrinu. Pf1 zahrati materialu doslo k rozpusténi nanovlaken, ¢imz se uvolnilo
antibiotikum VCH. S ninhydrinem reagovalo antibiotikum VCH, coz mélo za dusledek
vznik fialové zbarveného komplexu vankomycin-ninhydrin. Po dokonceni zahfivani
byly vzorky nejprve zchlazeny pod studenou tekouci vodou po dobu 60 sekund.
Jelikoz se nanovlakenné vzorky pod tekouci vodou vysrazely, bylo tieba je
pred namérenim prefiltrovat pres filtracni papir. Vzorky urCené pro kalibraci bylo tfeba

ihned analyzovat.

Pro méfeni bylo pouzito zafizeni chromatogram Shimadzu LC-10ADVP. Od kazdého
vzorku probéhl nastiik kapaliny o objemu 20 pl na analytickou kolonu (Ascentis
Express ES-CN, 10 cm x 4,6 mm, 5 um). Mobilni fazi roztoku tvorila destilovana voda
(dH20) a acetonitril (ACN, Thermo Fischer, Francie). Jejich pomér byl ménén. Nejprve
byl ACN:dH>O ménén z poméru 5:95 na 100:0 po dobu tifi minut. Béhem nasledujici
minuty se pomér opét vratil do koncentrace o poméru 5:95. Aby bylo vzorek mozné
zméfit znovu, bylo tieba kolonu ekvilibrovat po dobu 1 minuty. Kazdy vzorek byl
testovan dvakrat. Kalibracni roztoky zde slouzily pro stanoveni rovnice kalibracni
piimky a oveéfeni linearity hodnot. Vysledkem z tohoto méfeni byly chromatogramy,
ze kterych byly spocitany plochy peakti a pomoci rovnice kalibra¢ni pfimky byla

vypocitana koncentrace VCH ve vSech testovanych nanovldkennych materidlech.

Cilem tohoto testovdni je ovéfit, zda nanovlakenné materialy s antibiotikem
Vankomycin hydrochlorid (VCH), jez byly pfipraveny za pomoci zvlaknovani
(electrospinning) na zafizeni Nanospider™, jsou nepfiznivé pro rozvoj bunétnych
kultur: E. coli a Staphylococcus gallinarum pomoci diftzi G¢innosti antibiotika -

testovani velikosti halo z6n.

Testovani diftizni GCinnosti antibiotika VCH vychazelo z normy AATCC Test Method:
147-2004 — Antibacterial Activity Assessment of Textile materials: Parallel Streak

Method. Podle potieb testovani byla vSak metodika upravena.
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Pro difuzni experiment bylo pfipraveno deset vzorka o rozméru 10 x 40 mm od kazdého

piipraveného nanovldkenného materidlu.

Testovanymi bakteridlnimi kuturami jsou Escherichia coli CCM 7929 (gram-negativni)
a Staphylococcus gallinarum CCM 3572 (gram-pozitivni). Pro testovani byl pfipraven
agar do Petriho misek, ktery slouzil jako Zivna pada pro bakterialni kultury. V Petriho
miskdch pro testovdni Escherichia coli byl piipraven Nutrient agar. V miskdch
pro testovani Staphylococcus gallinarum se nachazel Braid Parker agar. Byla pfipravena
bakteridlni suspenze — inokulum. Do fyziologického roztoku (NaCl v destilované vod¢)
byly pridany bakterie z vyocCkované kolonie, jez byla kultivovana na agaru
o koncentraci 1,5 - 108 KTJ/ml. Koncentrace vypovidd o poctu kolonii tvoficich
jednotky na 1 ml. Koncentrace je méfena pomoci pristoje nefelometru, jez méri zdkal
v zékladnich jednotkdch McFarland. 1 McFarland je 3:10% KTJ/ml. Do Petriho misek
s pfipravenym agarem bylo napipetovano piesné mnozstvi inokula — 1 ml
s vyockovanymi koloniemi bakterii Escherichia Coli a Staphylococcus gallinarum.
Nejprve bylo inokulum rozetfeno po prislusném agaru v Petriho misce. Poté byl vlozen
do kazdé misky pravé jeden vzorek materialu. Misky bylo tfeba inkubovat — byly
vlozeny do inkubatoru po dobu 24 hodin o teploté 37 °C. Testovany byly koncentrace
antibiotika v materiélu: 0,5 %; 1 % a 1,5 % o plo$nych hmotnostech 10 a 12 g/m?.

Byla pouzita bunécna linie 3T3 mysich fibroblasti, ktera byla kultivovana v Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM, Biosera, Francie). K této bunécné linii bylo pfidano
10 % bovinniho fetdlniho séra (FBS, Biosera, Francie), 1% smeés antibiotik (penicilin,
streptomycin, amfotericin B) a 1 % Glutaminu (Biosera, Francie). Buiiky byly nasledné
uchovédvény v kultivacnich lahvickach, které byly vlozeny do inkubatoru, ve kterém byl
5 % obsah CO, a teplota 37 °C. Poté, co vznikla celistva (konfluentni) vrstva bunek
na dné lahvicky, byly bunky pasazovany. Aby mohly byt bunky pasazovany, musi
nejdiive byt odsato z lahvicek médium, poté jsou bunky oplachnuty v PBS (fosfatovy
pufr) a nasledn& je pfidan trypsin (Lonza, Svycarsko), jez buiiky uvoliiuje ze dna
lahvi¢ky. Trypsin pusobi pii 37 °C. Poté byly lahvi¢ky opét inkubovany po dobu péti
minut pii teploté 37 °C. Po inkubaci je tfeba buiiky rozsuspendovat do nového média.
Aby mohl byt zjistén pocet bunék v lahvicce, tak bylo odebrano 10 ul bunécné suspenze

do mikrozkumavky (typ Eppendorf) a piidano 10 pl trypanové modii. Na automatickém
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potitadle LUNA™ (Logos Biosystems, Jizni Korea) byl nasledné proveden vypocet

bunék, které zastaly zivé a tedy 1 bunécné viability.

Cilem testovdni je ovéfit, zda nanovlakenné materialy, jez byly pfipraveny za pomoci

zvlakfiovani (electrospinning) na zafizeni Nanospider™ nejsou cytotoxické.

Bylo navazeno 100 mg materialt do centrifugacni zkumavky, aby byly vysterilizovany
a zality 10 ml média. Do jamek skolecky bylo napipetovdno kompletni médium:
DMEM + 10% FBS + 1% ATB + 1% glutamin. Vzorky byly umistény do tfepacky
na 24 hodin. Trepacka byla nastavena na teplotu 37 °C a 100 rpm. Byly pofizeny
extrakty z materialu a pfidany ke subkonfluentni vrstvé bunék (fibroblastt), jez byly
osdzeny v desticce s 96 jamkami. Byla provedena pozitivni (PC) a negativni (NC)
kontrola. Pozitivni kontrola byla tvorena bunikami s pfidavkem cytotoxického Cinidla
Triton X-100 o koncentraci 0,1 % v kompletnim médiu. Pii negativni kontrole bylo
uzito médium, které bylo inkubovano pfi stejnych podminkach, jako extrakty. Desticka
byla nasledné inkubovana po dobu 24 hodin a nasledné byla stanovena viabilita bunék
pomoci kolorimetrického MTT testu (n=9 pro kazdou skupinu). Hodnota absorbance,
jez byla naméfena u negativni kontroly, byla povazovana za 100 % viabilitu. U vSech
ostatnich materiali a koncentraci byly hodnoty piepocitany a poté byly zpracoviny
do grafu. Za cytotoxicky ucinek je povazovan pokles viability kontrolnich bunék

pod 70 %.

Tento experiment ma za cil ovéfit adhezi, proliferaci a mnozstvi bunék
na nanovldkennych materidlech sobsahem Vankomycinu hydrochloridu (VCH),

jez byly pfipraveny za pomoci zvlakiiovani (electrospinning) na zafizeni Nanospider™.

Nanovldkenné vzorky materidlu byly testovdny in vitro na bunénou adhez
a proliferaci. Material byl vyfezan do kolecek o priméru 1,6 cm, vlozen
do 24 jamkovych desticek a zatizen sklenénymi krouzky, které kopirovaly okraj jamky.
Pro kazdy testovany material byly pfipraveny tii vzorky na test metabolicky, jeden
vzorek pro negativni kontrolu (NC), jeden pro fluorescencni mikroskopii a jeden
pro skenovaci elektronovou mikroskopii. Desticky obsahujici materialy byly nasledné
sterilizovany pomoci etylenoxidu (Anprolene, UK) po dobu 12 hodin a byly ponechdny
odvétravat jeden tyden pi1 pokojové teploté.
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Do kazdé jamky desticky s piipravenymi materialy byla pfidana bunécna suspenze
o objemu 1 ml Koncentrace bunék v jedné jamce byla 7 - 10° bunék/ml.
Pozitivni kontrolu (PC) zastavaly bunky nasazené v jamce bez jakéhokoliv materidlu.

Negativni kontrolou byly materidly pouze s médiem, bez osazenych bunék.

Test bunécné adheze a proliferace byl provadén po dobu 21 dni. Material byl testovan
4.; 7., 14. a 21. den. Bunécna interakce s materidly byla hodnocena za pomoci

metabolického testu CCK-8, fluorescenc¢ni a skenovaci elektronové mikroskopie.

Metabolicky test CCK-8

Pomoci metabolického CCK-8 testu, coz je test kolorimetricky, byla sledovana
metabolicka aktivita 4.; 7.; 14. a 21. den. Pii tomto testu je na zakladé absorbance
hodnocena viabilita bunék. V bunkach vznika zluté zbarvena latka formazan na zaklade
redukovédni vodorozpustné tetrazoliové soli WST-8 dehydrogendzovymi aktivitami,
jez probihaji v bunkach. Na materialy, které byly osazeny bunkami, byl piidan
I ml 10 % CCK-8 v médiu DMEM. Poté byly materidly inkubovdny po dobu 3 hodin
pii teploté 37 °C a sobsahem 5% CO, v inkubatoru. Po dokonceni inkubace bylo
napipetovano 200 ul CKK-8 v médiu do nové prazdné desticky s 96 jamkami.
Nasledné byla namérena absorbance pii 450 nm pomoci spektrofotometru a z ni byla

vyhodnocena viabilita buné€k, jez odpovida absorbanci.

Fluorescenéni mikroskopie

Pomoci fluorescencni mikroskopie byla sledovana interakce bunék s materidly.
Dny sledovéni - 4.; 7.; 14. a 21. den. Nejprve byly vzorky oplachnuty pomoci PBS
a vlozeny do 2,5 glutaraldehydu o objemu 1 ml po dobu 15 minut a tim byly bunky
na materialu zafixovany. Aby mohly byt buniky obarveny, bylo tfeba narusit bunécnou
sténu bunék za pomoci permeabilizacniho roztoku na dobu 5 minut. To umoznilo
proniknuti barviva do bunék. Tento roztok byl ptipraven z 0,1% Tritonu X-100 (Sigma
Aldrich, USA), 0,01 g bovinniho sérového albuminu (BSA) v 10 ml PBS. Nasledné byl
obarven cytoskelet buinky za pomoci barviciho roztoku phalloidin-fluorescein
izothiokyanat (FITC, Sigma Aldrich, USA) v permeabilizacnim roztoku, ktery byl
ziedén v pomeéru 1:1000. Nakonec bylo pfidano do kazdé jamky 300 ul barviva
phalloidinu-FITC, desticka byla inkubovana ve tmé po dobu 30 minut — byla zakryta
alobalem. Cytoskelet byl obarven zelené, jelikoz se Phalloidin-FITC vaze na aktinova

vldkna, kterd se vném nachazi. Jaddra byla obarvena pomoci barviva
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DAPI (4',6-diamidin-2-fenylindol, Sigma Aldrich, USA), ktery byl ziedén v poméru
1:1000.

Do vsech jamek desticky bylo pifidano 300 pul zftedéného barviva DAPI a desticka byla
ponechana inkubovat ve tmé po dobu 5 minut bez pfistupu svétla. Jadernd DNA je
obarvena barvivem DAPI modie. Po inkubaci a tedy 1 po obarveni byly vzorky nejprve
v PBS oplachnuty, poté v Cistém PBS ponechany, inkubovany alobalem a uchovany
vlednici do snimani na fluorescencnim mikroskopu Nikon Eclipse-Ti-E (Nikon

Imaging, Ceska republika).

Vyhodnoceni po¢tu bunék

Aby mohl byt vyhodnocen pocet bunék, bylo nasnimano 10 snimkad od kazdého
materidlu. Snimky byly vyhodnoceny v softwaru MATLAB (MathWorks, USA).

Skenovaci elektronova mikroskopie

Pro pofizeni snimkd pomoci elektronové skenovaci mikroskopie (SEM) byly vzorky
nejdiive oplachnuty v PBS a nasledné byly vlozeny do 2.,5% glutaraldehydu
pro zafixovani buné€k na materialu o objemu 1 ml Poté byly vzorky odvodnény
za pouziti etanolové fady o koncentracich: 60 %; 70%; 80%; 90%; 96% a 100%.
Ethanolové roztoky byly ke vzorku pfidany cca 2 ml, od nejniz§i koncentrace
po nejvyssi, kazda koncentrace byla u materialu ponechana po dobu 5 minut. Nasledné
byly vzorky ponechdny vyschnout na parafilmu, nalepeny na terciky k SEM
a pokovovany vrstvou zlata o velikosti 10 nm, aby Sla dobi'e pozorovat struktura vlaken.
Snimky byly pofizeny pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu TESCAN
VEGA 3 SB Easy Probe (TESCAN, Ceska Republika).

Ziskand data v experimentalni ¢asti byla vyhodnocovana za pomoci softwaru GraphPad
Prism 7.05 (GraphPad Software, USA). U vsech ziskanych dat byl nejprve proveden
test, kterym byla ovéfena normalita dat pomoci Shapiro-Wilkova testu. Pro porovnéni
parovych skupin byl pouzit parametricky t-test a neparametricky (Mann-Whitney test).
Pokud bylo tieba porovnat parametricky nékolik skupin mezi sebou, pak byl zvolen
ANOVA Bonferroni test s hladinou vyznamnosti p>0,001. Pro neparametrické
porovnéni skupin byl zvolen test ANOVA Kruskal-Wallis test. Hvézdicky v grafech nad
skupinami oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami podle hodnoty

p (* p<0,0332; ** p<0,0021;*** p<0,0002; **+* p<0,0001). Pokud mezi skupinami
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vyznamny statisticky rozdil nebyl (p<0,1234), pak nebyly nad skupinami zadné
hvézdicky vyznaceny.

Data jsou znazornéna ve sloupcovych, krabicovych a bodovych grafech. Krabicové
grafy byly vykresleny za pomoci Tukey testu. Okraje krabicového grafu znamenaji
prvni a tieti kvartil, vevniti krabicového grafu se nachazi median a Cervenym kiizkem
byl vyznacen prumér. Vousy krabicového grafu jsou ve vzdélenosti, kterd odpovida
hodnoté Q3 + 1,5 - (IQR) a QI - 1,5 - IQR. Odlehla méfeni znaci samostatné body.
Néktera ziskana data byla uvedena jako prumér + smérodatna odchylka (SD). Jelikoz

jsou néktera namétena data ziskana z riznych mist materialu, tak nebyla primérovana.
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7. Vysledky

7.1 Priprava polymernich roztoku PCL

Pro bezjehlové zvlakifiovani na Nanospider™ byly pfipraveny 4 polymerni roztoky.
Jednalo se o roztok poly-g-kaprolaktonu PCL bez antibiotika a nasledné PCL roztoky
sruznou koncentraci vankomycin hydrochloridu (VCH), viz nize. Koncentraci PCL
(45 000 g/mol, Sigma Aldrich) Cinila 16% w/w v rozpoustédlovém systému chloroform,
ethanol a kyselina octovd v poméru 8:1:1 (v/v/v). Bylo zjisténo, ze VCH je v zminéném
rozpoustédlovém  systému  nerozpustny, vroztocich zastaval bily  prasek
i po 24-hodinovém michani. Metodika piipravy roztokd byla tedy upravena, nejprve
byla pfislusna navazka VCH rozpusténa v ethanolu (michdno 3 hodiny pii pokojové
teploté) — Obrdazek 18. Nasledné byl pifidan granulat PCL a zbylé slozky
rozpoustédlového systému. Roztoky byly dale michany po dobu 24 hodin.
Pfed zvlaknénim roztoki s VCH probéhla homogenizace pomoci ultrazvukové

sonotrody, roztoky byly ponechany na michadle a ihned zvlaknovany.

Obrdzek 18 Priprava polymerniho roztoku, kdy byl Vankomycin vioZen do celého
rozpoustédlového systému a neSel rozptylit.
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Prehled pfipravenych roztoku:

e 16% PCL,

e 16%PCL+0,5% VCH,
e 16%PCL+ 1% VCH,

e 16%PCL+ 1,5% VCH.

7.2 Parametry vyroby materiilii na zarizeni Nanospider™, plosna hmotnost

Na zafizeni Nanospider™ (Elmarco, CZE) byly pfipravené polymerni roztoky postupné
zvlaknény. Schématické znazornéni pristroje l1ze vidét na Obrazku 8. Z prvotnich in vivo
experiment se jevilo, ze nejvhodnéj$i jsou plo$né hmotnosti nanovlakenné vrstvy
okolo 10 g/m? Pfi této plosné hmotnosti dochédzelo k hojeni anastomézy a infiltraci
bunék. Plosna hmotnost muze byt upravena pomoci odtahové rychlosti substratu
(polypropylenovy spunbond). Vzhledem k nizké viskozité roztokd byl zvolen pruvlak
0,6 mm). Ostatni parametry jsou uvedeny v Tabulce 3. V tabulce 4 se nachazi prehled

materialt, jez byly vybrany pro dalsi experimenty.

Tabulka 3 Parametry tvorby vidkennych vrstev.

+40/
Vzorek 0 | 16% PCL 72 170 . 22 °C/52 % 10
16% PCL +40/
Vzorek 1 +0,5% 70 170 22 °C/52 % 19
VCH -10
16% PCL +40/
Vzorek 2 +0,5% 75 170 22 °C/52 % 14
VCH -10
16% PCL +40/
Vzorek 3 +0,5% 80 170 22 °C/52 % 13,8
VCH -10
16% PCL +40/
Vzorek 4 +0,5% 90 170 22 °C/52 % 12
VCH -10
16% PCL +40/
Vzorek 5 +0,5% 92 170 22 °C/52 % 10
VCH -10
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16% PCL +40/
Vzorek 6 +0,5% 70 170 22 °C/52 % 19
VCH -10
16% PCL +40/ o
Vzorek 7 1% VCH 45 170 10 22 °C/52 % 24
16% PCL +40/
Vzorek 8 +1% 70 170 22 °C/52 % 11
VCH -10
16% PCL +40/
Vzorek 9 +1,5% 93 170 10 ) 22 °C/52 % 9,2
VCH
16% PCL +40/
NEDIES | 90 170 22°C/52 % 10,5
10 VCH -10
Tabulka 4 Vybrané vzorky pro dalsi experimenty.
Cislo vzorku
Vzorek 0 Vzorek 5 Vzorek &8 Vzorek 10

Morfologie nanovldkennych vrstev byla pozorovdna pomoci skenovaciho elektronového

mikroskopu (SEM) TESCAN VEGA 3 SB Easy Probe, Ceska Republika. Vzorky byly

pfed snimanim pfipevnény na terCiky a pro zvySeni vodivosti byly pokryty 10 nm

vrstvou zlata pomoci pristroje QUORUM QS50ES Quorum Technologies. Jak lze vidét

na Obrdzku 19, materidly byly hodnoceny po vyrobé a po sterilizaci ethylenoxidem.

Vzhledem k ptedpokladané aplikaci (regenerativni medicina) je nutné zajistit kompletni

charakterizaci materiali 1 po expozici sterilizaéni metodou. Cilem bylo vyhodnotit,

zda nedochdzi k patrnym zménam ve vlakenné morfologii, coz bylo vyvraceno. Vlakna

jsou randomizované orientovana, jsou patrné kulové defekty, jejichz vyskyt roste

se vzrustajici koncentraci antibiotika.
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Material

Vrstva po vyrobé - nesterilni

16% PCL
1000 x

16% PCL
5000 x

SEM HV: 20.0 kV

16% PCL
+ 0,5 %
VCH
1000 x

IR =
SEM HV: 20.0 kV WD: 15.07 mm
SEM MAG: 1.00 kx Det: SE

SEM MAG: 1.00 kx  Date{m/dly): 11/09/21

VEGA3 TESCAN
SEM MAG: 5.00 kx Det: SE

SEM MAG: 5.00 kx  Date(m/dly): 11/09/21 TUL Liberec KNT

WD: 14.73 mm
SEM MAG: 1.00 kx Det: SE

SEM MAG: 1.00 kx  Date(m/dly): 11/09/21 TUL Liberec KNT
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Vrstva po sterilizaci EtOx -
sterilni

; BTN B
WO 15.05mm || | | VEGA3 TES

SEM MAG: 1.00 kx Det: SE 50 ym

SEM MAG: 1.00 kx  Date(m/dly): 11/09/21 TUL Liberec KNT

b s e |
—
20.0kV wo:15.0amm | |y
SEM MAG: 5.00 kx Det: SE 10 ym
SEM MAG: 5.00 kx  Date(m/dly): 11/09/21

VEGA3 TESCAN|

TUL Liberec KNT

[

SEM HV: 20.0 kV WD: 14.83 mm VEGA3 TESCAN|
SEM MAG: 1.00 kx Det: SE

SEM MAG: 1.00 kx  Date(m/dly): 11/09/21

TUL Liberec KNT




16% PCL
+ 0,5 %
VCH
5000 x

16% PCL
+1% VCH
1000x

16% PCL
+1% VCH
5000x

\

SEM HV: 20.0 kV
SEM MAG: 5.00 kx
SEM MAG: 5.00 kx

SEM HV: 20.0 kV
SEM MAG: 5.00 kx
SEM MAG: 5.00 kx

WD: 14.69 mm
Det: SE
Date(m/dly): 11/09/21

WD: 14.74 mm
Det: SE
Date(m/dly): 11/09/21

IR

10 ym

10 ym

i
VEGA3 TESCAN

TUL Liberec KNT

VEGA3 TESCAN,

TUL Liberec KNT

TUL Liberec KNT
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SEM HV: 20.0 kV
SEM MAG: 5.00 kx
SEM MAG: 5.00 kx

N

SEM HV: 20.0 kV
SEM MAG: 1.00 kx

WD: 14.87 mm
Det SE
Date(m/dly): 11109721

WD: 14.86 mm
Det: SE

View fleld: 276 ym  Date(m/dly): 11/10/21

7

SEM HV: 20.0 KV
SEM MAG: 5.00 kx
SEM MAG: 5.00 kx

N \| A
WD: 14.96 mm
Det: SE
Date(m/dly): 11/09/21

LL_W_

50 ym

VEGA3 TESCAN
10 pm
TUL Liberec KNT

VEGA3 TESCAN

TUL Liberec KNT

i
VEGA3 TESCAN
10 ym
TUL Liberec KNT




16% PCL
+1,5%
VCH
1000x

by
B L
4 ¥
@/
< 4 b 27 B S A BE3-
WD: 14.74 mm VEGA3 TESCAN| SEM HV: 20.0 kV WD: 14.85 mm VEGA3 TESCAN|
SEM MAG: 1.00 kx Det: SE SEM MAG: 1.00 kx Det: SE 50 ym
SEM MAG: 1.00 kx  Date(m/dly): 11/09/21 TUL Liberec KNT View field: 277 ym  Date(m/dly): 11/10/21 TUL Liberec KNT
, d . = =

16% PCL
+1,5%
VCH
5000x

1 L B A8 i v A 4
WD: 14.79 mm SEM HV: 20.0 kv WD: 14,93 mm VEGA3 TESCAN

SEM MAG: 5.00 kx Det: SE SEM MAG: 5.00 kx Det: SE 10 ym

SEM MAG: 5.00 kx  Date(m/dly): 11/09/21 TUL Liberec KNT View field: 5.4 ym  Date(m/dly): 11/10/21 TUL Liberec KNT

Obrdzek 19 Morfologickd analyza — SEM snimky nanovldkennych vrstev. Porovndni vrstey:

po vyrobé a po sterilizaci ethylenoxidem. Mé¥itko 10 um a 50 um.

7.4 Méreni pruméru vlaken

Pro kazdy material bylo pofizeno 500 méfeni na snimcich ze skenovaciho
elektronového mikroskopu. Snimky byly o zvétSeni 5000x a praméry vlaken byly
meéfeny v mikrometrech a nasledné pfevedeny na nanometry. Priméry byly naméfeny
pomoci programu ImageJ. V Tabulce 5 se nachazi primérné hodnoty £ smérodatna
odchylka ze vSech 500 méfeni na kazdém sterilnim i nesterilnim materidlu. Obrazek 20
obsahuje grafické zpracovani ve formé krabicového grafu. Nejvétsi primérna hodnota
byla zaznamendna u sterilntho materidlu PCL + 1 % VCH: (417 + 231) nm. VSechny
sterilni materidly s obsahem antibiotika maji zna¢né vyssi praimérné hodnoty prameéru

vlaken, nez vlakna nesterilni.
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Tabulka 5 Tabulka s namérenymi pritmérmymi hodnotami + smérodamna odchylka priiméri
vidken v nanometrech.

Nesterilni | 226 + 283 + 270 +
4L
materidly | 143 | 2= 63 146
Sterilni 212 + 408 + 417 + 407
materialy 890 231 231 181
ko Primeéry vlaken —
kK k |
— % %k %k k
l % %k %k %k ; |**** ]
*kkk
[ ok 1 2.5+
_
20+ £ 20-
T e : .
= 1.5+ £ 1.5+ . &
£ . " ’ z H !
£ 0.5+ i -:-: : * [« ’ e *
§osq g =
MEAE IS wlE I T 1 T 11
0.0 I I 1 1 D D D D
[ 1l [ [ - - - -
3 3 S 3 = 2 =2 2
" v A A . 2 i
g ® o & % -
R < 1 3 g 3
5 2 3 g + £

Obrdzek 20 Grafické zobrazeni priimeri vidken ve formé krabicového grafu. Priiméry jsou
zobrazeny v mikrometrech. Vlevo se nachdzi graf pro vldkna nesterilni, vpravo pro vidkna
sterilni, + znaci priumérnou hodnotu, Tukey; *p<0,0332, ** p<0,0021, *** p<0,0002,
**kx%k p< 0,0001; ANOVA Kruskal-Wallis; n=500.

7.5 Méreni smacivosti vrstev — kontaktni ahel

Podle velikosti

naméieného kontaktniho uhlu lze wurcit smacivost vyrobenych

nanovlakennych materiald. Pokud je kontaktni thel vétsi, nez 90°, pak neni vrstva

kapalinou smacena a povrch materialu je hydrofobni. Pokud je thel mensi nez 90°,

pak je material testovanou tekutinou smacen, povrch materialu je tedy hydrofilni.

Kontaktni uhel je oznacovan feckym pismenkem 6. Pro testovani smacivosti materialu

byly vyuzity dvé kapaliny: destilovana voda a simulovana stfevni tekutina.
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Meéfeni kontaktniho uhlu u kazdého sterilniho 1 nesterilniho materialu bylo provedeno
20 krat. V Tabulkdch 6 az 9 a na Obrazcich 21 a 22 (zde jsou nesterilni materidly
oznaceny pismenem N za ndzvem materidlu) v grafickém zpracovdni se nachdzi
naméfené prumérné hodnoty a smérodatné odchylky ze vSech dvaceti meéfeni.
Materialy, které vysly jako hydrofobni, maji kontaktni uhel vétsi nez 90°.
Jsou jimi - z nesterilnich materiala: PCL + 0,5% VCH pii pouziti destilované vody
a PCL; PCL + 0,5% VCH a PCL + 1% VCH. Vsechny ostatni materialy na obé
testované tekutiny vysly jako hydrofilni, tedy materialy smacivé. Pravdépodobnym
vysvétlenim pro tento vysledek je, ze ma simulovana stievni voda vysSsi viskozitu
a hustotu roztoku. Cim vy$§i je v materialu obsaZena koncentrace antibiotik, tim
uzaviené€j$i je celkova zvlaknéna struktura, to mohlo vést také k mirnému snizeni
smacivosti materialu. Byly také pozorovany rozdily mezi materialy sterilnimi
a nesterilnimi, které jsou statisticky vyznamné, jelikoz zadny ze sterilnich materialu

neni hydrofobni. Sterilizace etylenoxidem ma tedy vliv na smacivost materialu.

Tabulka 6 Tabulka s priiomérnymi hodnotami namérenych kontaktnich uhlu a se smérodatnou
odchylkou. Kontakini uhly byly méreny na nesterilnim materialu za pomoci destilované vody.

PCL + PCL +

1% 1,5%

VCH VCH
Pramér 44 100 66 82
SD 12 21 17 16

Tabulka 7 Tabulka s priomérnymi hodnotami namérenych kontaktnich tihlu a se smérodatnou
odchylkou. Kontaktni uihly byly méreny na nesterilnim materialu za pomoci simulované stievni
tekutiny.

Prumér 95 123 104 53
SD 19 9 9 8

Tabulka 8 Tabulka s priiomérnymi hodnotami namérenych kontaktnich ihlu a se smérodatnou
odchylkou. Kontakini uihly byly méreny na sterilnim materidlu za pomoci destilované vody.

PCL + PCL +

1% 1,5%
VCH VCH
Pramér | 38 36 48 60
SD 3 3 7 6
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Tabulka 9 Tabulka s priiomérnymi hodnotami namérenych kontaktnich uihlu a se smérodatnou
odchylkou. Kontaktni uhly byly méreny na sterilnim materidlu za pomoci simulované strevni

tekutiny.
Pramér 51 30 40 64
SD 14 8 7 16

Kontaktni uhel - destilovana voda

k% *kkk *k k¥ *kkk
]
150 -
— 100- T
ul_. gu_ ................ N e e T T

Uh
n
T T
10d == -_|
NT1Dd b
HOA %) +10d == -
L+70d = -

HOA %G'0 + 10d mm
N HOA %SG 0 + 10d

N HOA %) + 10d ==
N HOA %G’} + 10d

Obrdzek 21 Graf's namérenymi kontaktnimi uhly pro destilovanou vodu. Sterilni i nesterilni
materidly, nesterilni materidly jsou oznaceny pismenem N za ndzvem materidlu; * p<0,0332,
*% p<0,0021, ¥ p<0,0002, **** p<0,0001; parametricky t-test, neparametricky t-test
(Mann-Whitney test); n=20.
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Kontaktni thel - simulovana strevni tekutina
% % %k % * % % *k * % % % %%

150 - | | ‘ ‘ | |
T

100 T 1
[ T) 1 Y PP R O R N

Uhel []

N 10d

HOA %S0+ 10d == -l
HOA %!l +10d == -

HOA %S +10d = - —
- —

N HOA %! + 10d
N HOA %G’} + 10d

N HOA %S0 + 10d

Obrdzek 22 Graf's namérenymi kontaktnimi uhly pro simulovanou stfevni tekutinu. Sterilni
i nesterilni materidly, nesterilni materidly jsou oznaceny pismenem N za ndzvem materidlu,
* p<0,0332, ** p<0,0021, *** p<0,0002, **** p<0,0001; parametricky t-test, neparametricky
t-test (Mann-Whitney test); n=20.

Aby bylo ur¢eno mnozstvi prvku ve vyrobeném nanovlakenném materialu, byla pouzita
elementarni analyza. Diky ni bylo mozno kvantitativné vyhodnotit obsah prvku
ve vybranych vzorcich materiala. Bylo sledovano mnozstvi dusiku, jelikoz Vankomycin
hydrochlorid (Obrizek 23), jez byl do vrstvy inkorporovan, obsahuje chemické aminové
skupiny -NH,. Dale bylo také sledovano mnozstvi siry, jelikoz tento prvek v sobé
samotny Vankomycin hydrochlorid neobsahuje. Absenci tohoto prvku ve vysledné
vrstvé lze tedy potvrdit, ze se forma Vankomycin hydrochloridu pravdépodobné
nezménila. Na Obrazku 24 se nachazi strukturni vzorec sulfanilamidu, ktery byl pouzit

jako standart.

Na Obrdazku 25 se nachazi graf naméreného hmotnostniho procentualniho obsahu
dusiku (N) ve sterilnich i nesterilnich materialech. Obsah dusiku se dle vysledka

zvySuje s mnozstvim inkorporovaného antibiotika, coz lze vidét i1 v Tabulce 10.
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Nezménéna forma antibiotika je potvrzena 1 absenci procentualniho hmotnostniho
obsahu siry (S), jez se v antibiotiku puvodné nenachazela. Naméfené hodnoty pro

sterilni 1 nesterilni materidly se nachdzi v Tabulce 11. Graf nebyl tfeba zpracovavat,

jelikoZ jsou vSechny namérené hodnoty 0 %.

H,N

HO

Obrdzek 23 Strukturni vzorec Vankomycin hydrochloridu.

O
I
H N S=0

|
NH,

Obrdzek 24 Strukturni vzorec sulfanilamidu.
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Obsah dusiku

Obsah dusiku

0.15-
< ® Nesterilni materialy
5 0.104 . A Sterilni materialy
= ™
2
o
=
® 0.05- °
-
@]
A
. A
0.00 * T T T
™ R > >
L © © -x"
oo o\e o\e
in? Vx x\q
v C v
QC.» Q QC;

Obrdzek 25 Graf vyjadiujici obsah N (dusiku) ve viech testovanych nanovldkennych
materidlech s obsahem i bez obsahu antibiotika, sterilni i nesterilni. 2 méveni z riiznych mist.

Tabulka 10 Obsah dusiku v materidlech sterilnich i nesterilnich.

Nesterilni materialy ‘ Sterilni materialy

Obsah dusiku [%]

PCL 0 0 0 0
0,01 0,01 0,01 0,01
PCL+1% VCH 0,05 0,05 0,01 0,02
PCL+1,5% VCH 0,09 0,1 0,1 0,09

Obsah siry

Tabulka 11 Obsah siry v materidlech sterilnich i nesterilnich.

Obsah siry [%] Nesterilni materialy Sterilni
PCL 0 0 0 0
0 0 0 0
PCL+1% VCH 0 0 0 0
PCL+1,5% VCH 0 0 0 0

Aby byl potvrzen obsah antibiotika Vankomycin hydrochlorid ve vrstvach, byla pouzita
vysoko-G¢inna kapalinova chromatografie. Provedl ji pan prof. RNDr. Dalibor Satinsky,
Ph.D. z Farmaceutické fakulty Karlovy Univerzity v Hradci Kréalové.
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Z casovych davodu byly zatim analyzovany pouze materialy nesterilni.
Obsah antibiotika VCH nesedél s predpokladem, coz potvrzuje to, ze pi1 zvlaknovani
nedoslo k uplnému prenosu antibiotika — se zvySujici se koncentraci v roztoku
prestavaji hodnoty odpovidat. Naméfené hodnoty u vSech materiali jsou uvedeny
v Tabulce 12. Vysledné hodnoty byly vypocteny pomoci podilu koncentrace

Vancomycinu z navazky (mg/ml) a skutecné koncentrace (mg/ml).

Tabulka 12 Tabulka s namérenymi procentudlnimi obsahy antibiotika Vankomycin
hydrochloridu ve vysledném nesterilizovaném materidlu.

Obsah VCH

Material v [%]

PCL + 0,5% VCH 82,49

48,59

PCL + 1,5% VCH 54,39

Nejprve byl proveden prvotni experiment, pii kterém byly pfipraveny vzorky o rozméru
10 x 40 mm a nasledné byly vzorky vlozeny do agaru, jez obsahovaly bunécnou
suspenzi. Byly testovany obé bakterialni kultury - Escherichia Coli a Staphylococcus
gallinarum. Byly pozorovany halo zény nebo-li zony inhibicni, jez se tvorily kolem
vzorku. Tyto zény se mohou tvofit také pii snaze vyhnout se pusobeni antibiotika.

Bakterie se pak v misté a blizkém okoli vzorku neproliferuji.

Escherichia Coli:

Na Obrdzku 26 se nachdzi samotny agar Nutrient bez testovaného nanovlikenného
materialu. Na materialu se nenachazi zadné antibiotikum, bakterie pfes né€j tedy
prerustaji a nenachazi se zde zadné halo zony. Slouzi pro porovnani s Petriho miskami
s inokulum s vyockovanymi koloniemi bakterii Escherichia Coli, které se nachazi
na Obrdazku 27. Materidly na Obrdazku 27 jsou vporadi A - PCL;
B-PCL+0,5% VCH; C -PCL+ 1% VCH; D - PCL + 1,5 % VCH. Na Obrazku 28
se nachazi porovnané vSechny materialy mezi sebou. Materidl s Cistym PCL slouzi také
jako kontrolni, nenachdzi se na ni zadné antibiotikum. Na zadném z testovanych
materialu se nenachazi zadné halo zony bakterialnich kolonii bakterie E. coli. Material

je tedy kompletné pokryt bakteriemi.
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Obrdzek 27 Testované materidly o ploSné hmotnosti 10 g/m2 a o velikosti 10 x 40 mm,
na kterych byly sledovdny halo zony Petriho misce na agaru Nutrient v inokulum Escherichia
Coli. A— PCL, B— PCL+0,5% VCH, C - PCL+ 1 % VCH, D - PCL + 1,5 % VCH.
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Obrdzek 28 Porovnani viech testovanych materialii o plosné hmotmosti 10 g/m2 a o velikosti
10 x 40 mm, na kterych byly sledovdny halo zony Petriho misce na agaru Nutrient v inokulum
Escherichia Coli.

Tabulka 13 Primeérna velikost inhibicnich zon, priimér = SD pro Escherichia Coli.

Bakterialni kultura

Prumérna velikost
inhibi¢ni zony
[cm],
n=10

Escherichia Coli na
materialu o plosné
hmotnosti 10 g/m?

Staphylococcus gallinarum:

Na Obrézku 29 se nachdzi samotny agar Braid Parker bez testovaného nanovldkenného
materialu. Na materialu se nenachazi zadné antibiotikum, bakterie pres né€j tedy
prerustaji a nenachazi se zde zadné halo zony. Slouzi pro porovnani s Petriho miskami
s inokulum s vyockovanymi koloniemi bakterii Staphylococcus gallinarum, které se
nachdzi na Obrazku 30. Obrazek obsahuje testované materialy o ploSné hmotnosti
10 g/m?. Materialy na Obrdzku 30 jsou v pofadi: A — PCL; B — PCL + 0,5 % VCH;
C-PCL+1 % VCH; D - PCL + 1,5 % VCH. Na obrazku 31 se nachdzi porovnané
vSechny materialy mezi sebou. Materidl s Cistym PCL slouzi také jako kontrolni,
nenachazi se na ni zadné antibiotikum. Na materialech s obsahem antibiotika jsou halo
zony jasné zietelné, material je tedy antibakterialni proti této bunécné kulture.
V Tabulce 14 jsou uvedeny prumérné velikost inhibi¢nich zon pro materidl,

prumér + smérodatna odchylka.
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Obrdzek 29 Bakterie Staphylococcus gallinarum na agaru bez testovaného materidlu — pro
kontrolu.

Obrdzek 30 Testované materidly o ploSné hmotnosti 10 g/m2 a o velikosti 10 x 40 mm,
na kterych byly sledovdny halo zony v Petriho misce na agaru Braid Parker v inokulum
Staphylococcus gallinarum. A— PCL, B— PCL + 0,5 % VCH, C - PCL + 1 % VCH,
D -PCL+ 1,5 % VCH.
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Obrdzek 31 Porovnani viech testovanych materialii o plosné hmotmosti 10 g/m2 a o velikosti
10 x 40 mm, na kterych byly sledovdny halo zony Petriho misce na agaru Braid Parker v
inokulum Staphylococcus gallinarum.

Tabulka 14 Primeérnd velikost inhibicnich zon, priumér £ SD.

Bakterialni kultura

| RS G Staphylococcus gallinarum
inhibi¢ni zény na materialu o plosné 0+0 + e e
[cm], n=10 hmotnosti 10 g/m? 0,08 0,09 0,07

7.9 Bunééné testovani in vitro

V nésledujici kapitole byly provedeny dva experimenty s bunécnou linii mysSich
fibroblasta 3T3. Nejprve byl proveden test na cytotoxicitu materiali. Druhym testem je

test bunécné adheze a proliferace.

Pomoci kolorimetrického MTT testu byla provedena kvantifikace bunécné viability.
Vysledky se nachdzi v Tabulce 15 a 16. Ddle jsou vyneseny na Obrazku 32 v grafu.
Je zde vyznaCena hranice, kde viabilita bun€k poklesla pod 70 %. Odsatim casti
konfluentni vrstvy nebo jinou manipulaci s materialem mohly byt zpusobeny odchylky.
Z grafu je patrné, ze viabilita bunék poklesla pod sedmdesat procent u 20 % a 40 %

koncentrace vankomycinu hydrochloridu.
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Tabulka 15 Tabulka obsahujici hodnoty viability a smérodamé odchylky PC, NC a materiali
PCL.

PCL +1,5
%
vankomycin

PCL+1 %

vankomycin

0,97827614 100 85,783068 | 92,8953653 89,36284 100,0983

0,460823422 | 13,347695 | 6,957503 | 9,23904295 7,430432 9,554837

Tabulka 16 Tabulka obsahujici hodnoty viability a smérodamé odchylky koncentraci
vankomycinu hydrochloridu v kompletnim médiu.

15 %

0,5% VCH | 1% VCH 5 % VCH | 10 % VCH VCH

93,42153995 | 96,922134 | 101,75099 | 109,340507 | 105,0817 | 59,51055 | 2,731342

6,433111955 | 10,585145 | 11,095208 | 8,9814458 | 15,11179 | 7,532192 | 4,760387

Cytotoxicita
150

-

o

o
]

N
T

Viabilita [%]
3
|

Obrdzek 32 Graf zobrazujict metabolickou aktivitu fibroblastii pomoci kolorimetrického MTT
testu. Zobrazena 70 % hranice viability.
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Materidly byly testovdny po dobu 21 dni in vitro. Nejprve byly materidly osazeny
bunéénou linii 3T3 mysSich fibroblasti a poté byla sledovana bunétna adheze
a proliferace - 4.; 7.; 14. a 21. den. Byla hodnocena metabolicka aktivita bunék, pocet
bunék a také byly bunky pozorovany pomoci mikroskopie — fluorescencni a skenovaci

elektronové (SEM).

V tabulkdch 17 az 20 jsou uvedeny pramérné hodnoty a smérodatné odchylky
metabolické aktivity osazenych bunék. Z téchto hodnot byl vytvoien graf, jenz se
nachdzi na Obrdzku 33. Metabolickd aktivita byla hodnocena pomoci CCK-8
metabolického testu, ktery pomaha zjistit absorbanci bunék, ktera odpovida metabolické
aktivité, tudiz viabilité bunék. Po 4 a 7 dnech byla bunécna viabilita pomérné mala.
Vyssi viabilita se projevila pouze u vzorkd, jez byly pouzity jako pozitivni
kontrola — Cisty material bez antibiotik. Po 14 dnech doslo k velkému narastu bunééné
absorbance, ktery setrval az do 21 dne, kdy byly materialy porostlé burnikami celé.

Bunky z toho divodu jiz nemély prostor k dal§imu rustu.

Tabulka 17 Prumérna hodnota a smérodatnd odchylka vysledku metabolického testu po 4 dnech

pro kazdy materidl.

P pdnota o

100
P 0,712 0,102
0,481 0,014
0,467 0,029
0,488 0,026
P 0,498 0,013

Tabulka 18 Priumérna hodnota a smérodatnd odchylka vysledku metabolického testu po 7 dnech
pro kazdy materidl.

Priamérna hodnota Smérodatna
odchylka

PC 3.473 0,205

0,771 0,112

PCL + 0,5 VCH 0,643 0,018
0,801 0,065

PCL +1,5 VCH 0,589 0,022
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Tabulka 19 Primérna hodnota a smérodatnd odchylka vysledku metabolického testu po 14
dnech pro kazdy materidl.

P 8,243 0,522

6,015 0,302

5,944 1,168

5,303 0,095

P 3,862 2,590

Tabulka 20 Primérna hodnota a smérodatnd odchylka vysledku metabolického testu po 21
dnech pro kazdy materidl.

—vi Smérodatna
Priimérna hodnota odchylka

PC 11,571 4,685

5,942 0,293

PCL + 0,5 VCH 6,189 0,438
5418 2,767

PCL+1,5 VCH 7,052 0,315

Metabolicka aktivita

10—
. mm PCL
E 4 mm PCL+0.5 % VCH
§ ] mm PCL+ 1% VCH
3 PCL + 1.5 % VCH
& 4-
'g- *
<

0_

4 7 14 21

Doba kultivace [den]

Obrdzek 33 Graf metabolické aktivity bunécné linie 313 mysich fibroblastit na nanovlakennych
materidlech. 4.; 7.; 14. a 21. den testovdni; * p<0,0332, ** p<0,0021, *** p<0,0002,
*kx%k p<0,0001; ANOVA. Bonferroni; n = 3.

Na Obrazku 34 jsou zobrazeny pofizené snimky z fluorescencni mikroskopie. Materialy
o vSech koncentracich antibiotika byly pofizovany po Ctvrtém, sedmém, Ctrnactém
a dvacatém prvnim dnu od zapoceti bunécné kultivace. Pro moznost buriky pozorovat,

byla jejich jadra obarvena modie a bunéény cytoskelet byl obarven zelené. Po ¢tvrtém
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dnu se na materialu nevyskytuje mnoho bunék, avSak s dobou trvdni experimentu se
jejich pocet zvySoval. Pri testovani materialu 14 a 21 den byly jiz bunkami porostlé
kompletné po celém svém povrchu. Vysledky ze snimka odpovidaji tedy vysledkum
z testu metabolické aktivity bunék, kde vyssi metabolickou aktivitu znacil vyssi pocet

bunék.

4.den 7.den 14. den 21. den

Obrdzek 34 Snimky z fluorescencni mikroskopie, jez byly barveny modre - bunécna jadra
(DAPI) a zelené - cytoskelet bunék (Phalloidin-FITC); méFitko pro vSechny snimky - 50 um.

PCL

PCL + 0,5% VCH

PCL + 1% VCH

PCL + 1,5% VCH

V softwarovém programu Matlab byl vyhodnocovan pocet bunék na ploSe o velikosti
1 mm? vSech testovanych materiald. Vysledky se nachdzi v Tabulkach 21 az 24
a v grafu na obrdzku 35. Cim déle byly buiiky na materialu osazeny, tim vice se jich zde
nachazelo. Dvacaty prvni den nastalo u nékterych materialt k mirnému poklesu poctu
bunék, coz je pravdépodobné dusledkem toho, Ze byly buriky pfili§ pierostlé

a pravdépodobné jim nezbyvalo jak misto, tak Ziviny k dal$imu rustu. Tyto vysledky
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odpovidaji vysledkim z testu metabolického. Dle smérodatné odchylky nastava 14.

a 21. den vétsi variabilita nachazejiciho se poctu bunek.

Tabulka 21 Priimérnd hodnota a smérodatnd odchylla hodnoty poctu bunék na 1mm’ materidlu
po 4 dnech pro viechny materidly.

PCL +1 %

VCH

Prumérna

126,085
hodnota

Smérodatna

odchylka

27,563 12,830 101,614 40,634

Tabulka 22 Priimérnd hodnota a smérodamd odchylla hodnoty poctu bunék na 1mm’ materidlu
po 7 dnech pro viechny materidly.

PCL+1 %
VCH

Prumérna
896,300 1048,100 1110,400 1046,600
hodnota
Smérodatna
278,885 399,283 245,411 219,790
odchylka

Tabulka 23 Priimérnd hodnota a smérodamd odchylla hodnoty poctu bunék na 1mm’ materidlu
po 14 dnech pro v§echny materidly.

PCL+1 %
VCH

Prumérna

4371,824 3889,959 4191,885 4322,685

hodnota

Smérodatna

odchylka

1136,929 1344,500 528,431 576,425

Tabulka 24 Priimérnd hodnota a smérodamd odchylla hodnoty poctu bunék na 1mm’ materidlu
po 21 dnech pro v§echny materidly.

PCL+1 %
VCH
Prumérna

hodnota

4028,614

4744,554 5127,189 3994,331

Smérodatna
932,732 833,985 937,302 1010,069

odchylka
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Pocet bunék na 1 mm?

50007 mm PCL

NE 5000 PCL + 0,5 % VCH
S I == PCL+1% VCH
§ 4000 w I T PCL + 1,5 % VCH
0
0 2000-
E ok T T

1

0 IJ'_ -
4 7 14 21

Doba kultivace [den]

Obrdzek 35 Pocet bunék 3T3 mysich fibroblastii na 1 mm’ plochy materidlu 2.; 7.; 14. a 21. den
testovdni. * p<0,0332, ¥* p<0,0021, *** p<0,0002, **** p<0,0001; ANOVA. Bonferroni;
n=10.

Vyrobené materidly osdzené bunikami byly také snimany pomoci skenovaci elektronové
mikroskopie (SEM). Na Obrdazku 36 se nachazi vlakna vSech testovanych materiala
z kazdého testovaciho dne pfi zvétSeni 500x. Na Obrazku 37 se nachdzi stejné
materialy, pfi zvétieni 5000x. Ctvrty a sedmy den jsou vidét na snimcich nanovlakna,
ktera vSak byla jiz ¢trnacty a dvacaty prvni den porostla vrstvou bunék, ktera byla

konfluentni natolik, Ze nebyla vlakna témér vidét.
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PCL +1.5% VCH

14. den

21. den

Obrdzek 36 Snimky ze skenovaci elektronové mikroskopie, po ctvrtém, sedmém, ctrnactém a
dvacatém prvnim dnu po osazeni materialu burikami — zvétSeni 500x.

PCE PCL+0,5% VCH PCL+1%VCH PCL+ 1,5% VCH

14. den 7. den 4 den

21.den

Obrdzek 37 Snimky ze skenovaci elektronové mikroskopie, po ctvrtém, sedmém, ctrndctém a
dvacdtém prvaim dnu po osazeni materidlu burikami — zvétseni 5000x.
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8. Diskuze

V sedmé (experimentdlni) kapitole této price byl popsdn vyvoj nanovldkenné vrstvy
z polymerniho roztoku poly-g-kaprolakton, do které bylo v ruznych hmotnostnich

koncentracich inkorporovédno antibiotikum Vankomycin hydrochlorid.

Neékolik studii jiz popsalo inkorporaci raznych typa antibiotik do ruznych
nanovldkennych vrstev. V literature byly popsany postupy inkorporace antibiotik
do nanovrstev, malokteré se vSak pouzivaji pro poloprimyslovou nebo prumyslovou
vyrobu vlaken. VétSinou je zde také pouzivano jehlové zvlaknovaci zafizeni.
Jen pro malo postupt byly popsany vlastnosti materialu 1 po sterilizaci a malokdy byla
optimalizovadna plo$Sna hmotnost vyrabénych vrstev. Publikace jsou popsdny v kapitole

5 a CasteCné byly pouzity jako inspirace pro sestaveni experimentalni ¢asti.

Z duvodu jiz predeSlého cCastého wuzivani v tkaniovém inZenyrstvi, pii fizeném
uvolnovani antibiotik a také pro dalsi aplikace, byl zvolen polymer PCL. Jedna se
o polymer, jez je biokompatibilni, biodegradabilni (dlouha doba degradace), ma dobré
mechanické vlastnosti. Hlavni vyhodou tohoto polymeru je, ze byl jiz v minulosti

schvalen federaci pro kontrolu 1é¢iv (FDA).

Dalsim divodem pro zvoleni tohoto polymerniho materialu je, Ze veskeré testy byly
provedené in vivo na prasatech. V publikaci Rosendorf et al. (2020) bylo uvedeno,
ze jsou nanovlakenné materialy vyrobené z PCL biokompatibilni, nezpusobovaly
imunitni odezvy u zvifat a in vivo experimenty vykazovaly nulovou mortalitu. Déle je
v publikacich uvedeno, ze pii hojeni stfevnich anastomodz, je nejCastéjSim problémem
vyskyt Dbakterii. Pro =zlepSeni toho problému bylo do nanovlakennych vrstev

inkorporovano antibiotikum.

Pro inkorporaci do materidlu bylo zvoleno antibiotikum Vankomycin hydrochlorid.
Ugelem této inkorporace je zabrafiovat vznikajicim infekcim, zanétu a degradaci nové
vznikajici tkané v misté stfevni anastomoézy. Toto antibiotikum  pusobi
na gram-pozitivni bakterie, jez produkuji enzym kolagenazu. Kolagenaza ma
za nasledek Stépeni kolagenu v nové vznikajici tkdni. Bakterie byly popsany
v kapitole 4. Vankomycin hydrochlorid byl zvolen pro inkorporaci do materidlu
na zakladé konzultace s prof. Ing. Jaroslavem Hrabidkem, Ph.D. a prof. MUDr.

Vaclavem Liskou, Ph.D. z Biomedicinského centra v Plzni.
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Byly vyrobeny Ctyfi vrstvy, z toho byla jedna vrstva samostatného PCL a ostatni mély
inkorporované antibiotikum VCH o hmotnostnich koncentracich 0,5%; 1% a 1,5%.
Tyto koncentrace byly zvoleny z toho divodu, ze se koncentrace 1,5% VCH jevi jako
koncentrace limitni jak pro zvldknovani roztoku, tak pro rozpustnost antibiotik
ve zvoleném rozpoustédlovém systému. Pii zvlaknovani materiald s inkorporovanym
antibiotikem o koncentraci 1,5% doSlo k mirnému zhorSeni prubéhu zvlakiovani.
Vysledné vrstvy obsahovaly nanovlakna o vy$Sim priméru a s vice defekty.
Vyssi koncentrace by tedy byly jesté obtizné€ji zvlaknitelné, poptipadé by nesly zvlaknit
vubec. Pfi vyhodnocovani cytotoxicity ruznych koncentraci Vankomycinu
hydrochloridu v médiu DMEM se jevila jeste¢ 15 % hmotnostni koncentrace VCH

v médiu jako cytokompatibilni. Hmotnostni koncentrace 20 % jiz byla toxicka.

Vysledna pridana koncentrace antibiotika Vankomycin hydrochlorid byla pocitana
ze suSiny PCL. Bylo predpokladdno, ze se pfiblizné takové koncentrace budou také
vyskytovat ve vysledné nanovlakenné vrstvé. VSechny pripravené polymerni roztoky
byly zvlakfiovany za pomoci bezjehlového zafizeni Nanospider™. Vyroba vrstev byla
optimalizovana tak, aby vyslednd vznikld vrstva méla plosnou hmotnost 10 g/m?.
Na tomto zafizeni je usnadnén piipadny pfevod na vyrobu materialu v praimyslovém
meéritku, zafizeni je jiz béZn€ uzivano v provozu.

Na zakladé vyhodnocenych snimki ze skenovaci elektronové mikroskopie (SEM)
inkorporace antibiotika VCH mirné zvétSila praimérny pramér vlaken. Bylo to vSak
pozorovano pouze u vrstev sterilnich. Pfi¢inou mohly byt také jiné klimatické
podminky pii zvlakfiovani vrstev pomoci piistroje Nanospider™, jelikoz se zde
vyskytly mirné problémy s klimatizac¢ni jednotkou. Primérna hodnota + smérodatna
odchylka vldken nesterilnich s obsahem antibiotika (0,5%; 1%; 1,5%) byla
(251 + 143) nm az (283 £+ 163) nm. Primérna hodnota + smérodatna odchylka vlaken
sterilnich s obsahem antibiotika (0,5%; 1%; 1,5%) byla (407 + 181) nm
az (417 £ 231) nm. Pruméry vlaken byly méfeny na nanovlakennych vrstvach o plosné

hmotnosti 10 g/m?.

Dale byla vyhodnocovana také smacivost vrstev. Méfeni probihalo pomoci kontaktniho
uhlu metodou prisedlé kapky. Puvodné bylo predpokladano, ze material s vySsi

koncentraci VCH bude smacivy vice (na zakladé toho, ze je VCH rozpustny v H>0).
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Vsechny vyrobené materialy (sterilni 1 nesterilni) byly testovany pomoci dvou tekutin:
destilované vody a simulované stievni tekutiny. Z vysledku vyplyva, ze hydrofobnimi
materidly jsou materidly nesterilni — zkousené dH>O: PCL + 0,5% VCH a zkouSené
simulovanou stfevni tekutinou: PCL; PCL + 0,5% VCH a PCL + 1% VCH.
Ostatni materialy se chovaly jako smacivé, tedy hydrofilni. Je to dano pravdépodobné
vysSi viskozitou testované simulované stievni tekutiny, nez jsou tyto parametry
u destilované vody. S vysSi koncentraci antibiotika v materialu se také uzavira
nanostruktura materialu. VSechny sterilni testované materialy vysly jako materialy
smacive, je zde tedy vyznamny rozdil oproti materialim nesterilnim. Z vysledku také

vyplyva, ze nemuselo byt antibiotikum ve vrstvé rozmisténo rovnomeérné.

Diky elementarni analyze bylo prokazano, ze se zvySujicim se obsahem antibiotika
Vankomycin hydrochlorid se zvySuje také obsah dusiku, ktery se v puvodni struktufe
antibiotika vyskytuje. Bylo také potvrzeno, ze obsah siry je pfi kazdé koncentraci
nulovy, jelikoz se sira v puvodnim slozeni antibiotika nevyskytuje. Celkové lze
z provedené analyzy tedy vypoveédét, ze pritomnost prvku antibiotika zustala

i po zvlaknéni na zafizeni Nanospider™ nezménéna.

Pro kontrolu, zda je antibiottkum ve vrstvach ve spravné formé, byla pouzita
vysoko-ucinna kapalinova chromatografie, pii které byl vyhodnocovan obsah barevného
komplexu vankomycin-ninhydrin. Bylo prokazano, ze se ve vSech vyrobenych vrstvach
sinkorporovanym antibiotikem opravdu nachdzi Vankomycin hydrochlorid
vnezménéné formé Cim vy$§i viak byla pGvodni koncentrace Vankomycinu
hydrochlorid ve vrstvé, tim byla jeho koncentrace skutecna nizsi. Je to dusledkem toho,
Ze limitni zvldknitelnosti budou niZe, nez jsme predpokladali. Cim vy3i je koncentrace
polymerniho roztoku, tim horsi je zpracovatelnost roztoki. Méfeni bylo provedeno
ve spoluprici s prof. RNDr. Daliborem Satinskym, Ph.D., aby byla metodika
optimalizovana. Pro méfeni byla pouzita vinova délka 570 nm — neabsorbovalo se pii ni
¢inidlo, pouze komplex vankomycin-ninhydrin. Ninhydrin reagoval s primdrnimi
a sekundarnimi aminoskupinami ve struktufe Vankomycin hydrochloridu za vzniku

komplexu.
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Nanovldkenné materidly vyrobené z roztoku PCL byly jiz diive testovany v né€kterych
publikacich (Klicova et al. 2020) a vysly zde jako necytotoxické a cytokompatibilni.
Nové vyvijené materialy s obsahem antibiottka VCH bylo vSak tieba otestovat
na cytokompatibilitu a cytotoxicitu. Bylo tfeba ovéfit, zda nebyly zvolené koncentrace
antibiotika (0,5%; 1%; 1,5%) cytotoxické. Pro tento ucel bylo testovano samotné
antibiotikum v médiu 1 extrakty vSech vyrobenych materiald. VSechny testované
vyrobené nanomaterialy vysly jako cytokompatibilni. Koncentrace 20 % a 40 % VCH
vmédiu se jiz jevily jako cytotoxické pro testovanou bunécnou linii 3T3 mysi
fibriblasta, jelikoz byla viabilita bunék niz$i nez 70%. Téchto koncentraci ovSem
ve zvlakiovacich roztocich nebylo dosazeno, takze bylo ovéfeno, Ze nebylo pracovano
s toxickymi koncentracemi, proto byla cytotoxicita antibiotik provedena. Jako negativni

kontrola zde byly pouzity bunky kultivované pouze v médiu.

Pomoci testovani byla ovéfovana adheze, proliferace, mnozstvi a také viabilita bunék
(metabolicky test) na materialy, jez byly zvlaknény s urCitym obsahem antibiotika
(0%; 0,5%; 1% a 1,5%) Vankomycin hydrochlorid. Pro testovani byla pouzita bunécna
linie 3T3 mySich fibroblastd. Experimenty byly provedeny za pouziti metabolického
testu CCK-8, fluorescencni mikroskopie, vypoctu bunék a skenovaci elektronové

mikroskopie.

Nejprve byly vytvofeny tabulky s prumérnou hodnotou a smérodatnou odchylkou
metabolick € aktivity bunék, jez byly na material osazeny. Byla zjisténa viabilita bunék
na zakladé zjiSténé absorbance bunék, ktera odpovida praveé metabolické aktivité bunék.
Viabilita bun€k se zvySovala spolec¢né s dobou trvani experimentu. Mezi 14. a 21. dnem
se jiz rust bunék zpomalil, jelikoz bunky dosahly na materialech nejvyssiho stupné
konfluence. Nejvyrazné€jsi rozdil je mezi 7. a 14. dnem. Dale bylo na vSech materialech
provedeno snimédni materialu za pomoci fluorescencniho mikroskopu. Snimky byly
porizeny kazdy testovaci den na kazdém testovaném materialu a porovnany. Aby bylo
mozné bunky dobie pozorovat, bylo nejprve jejich jadro obarveno modie a jejich
cytoskelet zelens. Ctvrty testovaci den jesté nebylo na materialu mnoho bunék, &trnacty
a dvacaty prvni den jsou vSak materialy jiz kompletné porostlé celistvou vrstvou bunék.
Vysledky tedy koresponduji s vysledky z metabolického testu CCK-8. Byl také
vyhodnocen pocet bunék, ktery se nachazel na materidlu o velikosti 1mm?. Opét plati
podobnost s metabolickym testem a s fluorescencni mikroskopii, jelikoz se pocet bunek

postupné zvySuje s delsi uplynulou dobou experimentu. Dvacaty prvni den se prumérny
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pocet bunék u nékterych materiald 1 snizil, coz je dano tim, ze bunikam zacal dochazet
prostor 1 vyziva pro rust, jelikoz vrstvy byly burikami porostlé souvisle. Posledni
snimani materialu bylo provedeno za pomoci SEM na kazdém testovaném materialu
kazdy testovaci den. Pro predstaveni vysledku byly vybrdny snimky nanovldken
s bunikami o velikosti zvétSeni 500x a 5000x. Nanovlakna jsou dobie zietelna 4. a 7.
testovaci den, jelikoz material nebyl jesté kompletné porostly bunkami. 14. testovaci
den jiz téméf nanovlakna nejsou vidét a 21. den jsou kompletné porostla souvislou
vrstvou bunék. Vysledky vSech vysledku jsou tedy obdobné, testovani vyrobenych

materialu probéhlo uspésné.

Jelikoz je uvolniovani antibiotik nebo jinych aktivnich latek z polymernich struktur
(nanovlaken) vsSeobecné velmi slozité, je tieba dbat na vlastnosti polymerniho
materialu. Témito vlastnostmi jsou napiiklad: stupenn krystalinity, doba degradace,
molekulova hmotnost, ohebnost fetézcu, poréznost. Dulezitymi vlastnostmi jsou také
vlastnosti inkorporované latky: hydrofilita/hydrofobicita, pouzité mnozstvi, rozpustnost
latky. Neméné dulezitymi jsou vlastnosti okoli: pH a teplota. Ve finale je tieba
charakterizovat vlastnosti celé vzniklé polymerni struktury s inkorporovanymi
antibiotiky: mérny povrch, tvar, velikost. Na struktufe vysledné latky zalezi rychlost

uvolfiovani antibiotika.

Pomoci antibakterialniho testovani bylo prokazano, Zze vyrobené nanovlakenné vrstvy
maji vliv pouze na gram-pozitivni bakterie. Cim vy$§i byla koncentrace antibiotika,
tim vétsi byly halo zoény pii testovani gram-pozitivnich bakterii Staphylococcus
gallinarum. K uvoliiovani antibiotika doslo za kratky ¢as — 24 hodin. Pro kontrolu byl
pouzit material bez antibiotika, pres ktery bakterie kompletné pierostly.
Na gram-negativni bakterie Escherichia Coli nemél material s antibiotikem vliv.
Vsechny testované materialy, které obsahovaly antibiotikum, byly tedy
cytokompatibilni pro testovanou bunécnou kulturu Staphylococcus gallinarum,
ale nebyly cytokompatibilni pro testovanou kulturu Escherichia Coli. Materialy taktéz
nebyly toxické pro testovanou bunéfnou linii 3T3 mysSich fibroblastu.
Pozorovani uvolnovani Vankomycinu hydrochlorid z PCL v ¢ase nebylo v této praci
provedeno. Pro prodlouzeni uvolfiovani antibiotika je doporuceno pouzit jinou metodu

inkorporace — kapitola 5.
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Pokud to bylo mozné, bylo testovani provedeno jak na materialech sterilnich,
tak nesterilnich. Sterilni materidly byly sterilizovdny etylenoxidem. Dalsi moznosti
sterilizace a dezinfekce zdravotnickych vyrobku se nachazi v kapitole 2.5. Sterilizace
etylenoxidem byla zvolena na zakladé nizké teploty tani PCL (kolem 60 °C), jelikoz
teplota sterilizace je 37 °C. Pokud by pii sterilizaci byla pouzita teplota vyssi, mohlo by
dojit k degradaci nebo tani polymeru. Na zakladé morfologické analyzy, méfeni
pruméra vlaken a smacivosti vlaken destilovanou vodou a simulovanou stfevni
tekutinou lze usoudit, Ze méla sterilizace na vlakenny material vliv. Tento vliv vSak
nebyl zasadni, jelikoz méla vyrobena nanovlakenna vrstva antibakterialni ucinky
1 po sterilizaci. Pi1t morfologické analyze byla porovnavana struktura vyrobenych vrstev.
Pii vy$$i koncentraci antibiotik se ve vrstvé vyskytovalo vice defekti. Velikosti vlaken
byly po sterilizaci materiald obsahujici antibiotikum mirné vétsi, pfi¢inou vsak budou
spiSe jiné klimatické podminky pro zvlakiovani. Pfi méfeni smacivosti vrstev se
naméieny kontaktni tthel na sterilnich materialech zmensil u obou pouzitych tekutin
(destilovana voda a simulovana stfevni tekutina), oproti materialim nesterilnim.
Po sterilizaci se vSechny materialy jevily jako smacivé u obou pouzitych tekutin.
Podle elementdrni analyzy a vysoko-ucinné kapalinové chromatografii bylo vsak

prokdzano, ze se chemické slozeni nijak vyznamné nezménilo.

Antibakterialni testovani bylo provedeno pouze na materialech sterilnich, stejné jako
veskeré bunécné testovani in vitro zde tedy nebylo vliv sterilizace mozné pozorovat.
Antibakterialni testy vSak potvrdily, Ze vyrobené nanovlakenné materialy maji
antibakterialni uCinky, coz znamena, Ze je antibiotikum ucinné 1 po sterilizaci materialu.
Lze tedy prohlasit, ze sterilizace etylenoxidem nema vliv na antibakterialni Gcinky

antibiotika Vankomycin hydrochlorid.
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ZAVER

Hlavnim cilem této diplomové price bylo inkorporovat antibiotikum Vankomycin
hydrochlorid do nanovldkennych materialt vyrobenych z roztoku poly-g-kaprolaktonu.
Vyrobené nanovldkenné nosice v této diplomové praci jsou urCeny hlavné pro aplikaci
na stfevni anastomoézy. Stifevni anastomodzy vnikaji v dusledku chirurgického zakroku,
pii kterém je odebrana poskozena cast stieva. Duté konce tkané jsou nasledné spojeny
a je na né aplikovan nanovlakenny scaffold s inkorporovanym antibiotikem. Materidl je
zde umistén pro zpevnéni vzniklého stfevniho spoje, zlepSeni hojeni tkané a zabranéni
pooperac¢nich komplikaci, které vznikaji v dusledku vyskytu bakterii. Tyto bakterie
nachazejici se ve stievech totiz produkuji extracelularni enzymy, jez S§tépi noveé

vzniklou a hojici se tkafi a tim zpasobuji zhorSené hojeni tkané a dalsi komplikace.

Teoreticka Cast této prace obsahuje resersi literatury na problematiku, které bylo nutno
porozumét v Casti experimentalni. Experimentalni cast této diplomové prace se zabyvala
vyvojem nanovldkenného materidlu, do kterého bylo inkorporovdno antibiotikum.
Zvolenym materidlem byl poly-e-kaprolakton (PCL) pro jeho dobré vlastnosti
a zvolenym antibiotikem byl Vankomycin hydrochlorid (VCH), jelikoz puasobi
na bakterie (které produkuji extracelularni enzymy) bézné se vyskytujici ve stievech.
Pro zvlaknéni polymernich roztoka bez antibiotika 1 s inkorporovanym antibiotikem
bylo pouzito zafizeni Nanospider™. Bylo zjisténo, ze limitni koncentraci
pro zvlaknovani je koncentrace 1,5 % Vankomycinu hydrochloridu v PCL, jelikoz jeho
zvlaknovani bylo v porovnani s ostatnimi pfipravenymi polymernimi roztoky pomalé
a vysledné vrstvy vice defektni. Tésné pred zvlaknénim polymerniho roztoku byly
vSechny roztoky promichany a homogenizovany pomoci ultrazvukové sonotrody.
Bezjehlové zafizeni Nanospider™ zajistuje vy$si produkci vrstev a vy$$i homogenitu
vrstev, nez zvlaknovani jehlové, pii kterém muze dojit napfiklad 1 k ucpdni jehel.
Jelikoz vsak antibiotikum nemuselo byt v polymernim roztoku zcela homogenné
rozptyleno, nelze predpokladat, ze byly vysledné vrstvy homogenni. Ve vyslednych
vyrobenych nanovldkennych vrstvdch s inkorporovanym antibiotikem tedy nemuselo
byt antibiotikum inkorporovano rovnomeérné. Na zakladé této teorie by mohly byt
vysvétleny nékteré vysledky u materiald s vyS$S$i  koncentraci antibiotika
(PCL + 1,5 % VCH). Vysledky se v nékterych analyzach nedrzely trendu ¢i se

vychylovaly. Diky vyrobé nanovlakennych vrstev na prumyslovém zafizeni
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Nanospider™ dochdzi k usnadnéni piipadného pievedeni finalniho vyrobeného

materialu do velkovyroby a pramyslu.

Pro oveéfeni chemického slozeni a obsahu VCH byla pouzita elementarni analyza
a vysoce-ucinna kapalinova chromatografie. Obéma metodami bylo potvrzeno,
ze je vyrobenych nanovrstvich antibiotikum inkorporovano a ze se zde nachazi
ve spravné formé. Zadny zvyrobenych materiali neni cytotoxicky. Hraniéni
koncentrace cytotoxicity antibiotika VCH v médiu je 20 % VCH v médiu vuci bunécné
linii 3T3 mySich fibroblasti. Diky antibakterialnim testim byla potvrzena
antibakterialni u¢innost matrialu s inkorporovanymi antibiotiky viac¢i bunéénému kmenu
Staphylococcus gallinarum, jelikoz antibiotikum VCH puasobi proti gram-pozitivnim
bakteriim. Material nemél antibakterialni UCinnost proti bakterialnimu kmenu
Escherichia Coli, jelikoz tyto buiiky jsou gram-negativni. Materidly byly také testovany
in vitro. Po celych dvacet jedna dni, kdy probihalo testovédni, vykazovaly materidly
vysokou metabolickou aktivitu bunék. Jiz po Ctrnacti dnech byly materialy témér celé
porostlé konfluentni vrstvou bunék. Interval testovani byl zvolen na zakladé toho,

ze 1 do prasat budou materialy vSivany pouze na ti1 tydny.

Na zakladé vSech ziskanych vysledku lze prohlasit, Zze sterilizace materialu
etylenoxidem, vyrazné neovlivnila ucinnost Vankomycinu hydrochloridu, jez byl
inkorporovan ve vrstvach. Nelze vsak s jistotou urcit, ktery material o které koncentraci
VCH je mozno povazovat za nejvice vhodny. Material PCL + 1,5 % VCH byl nejvice
obtizné zvlaknitelny. Vysledky se pro nékteré materialy mirné odchylovaly. Toto mohlo
byt zapfic¢inéno nehomogenni distribuci VCH ve vyrobenych nanovlakennych
materidlech. Nejlepsi kombinaci PCL + VCH by mohlo odhalit opakovani testovani
HPLC (dale planovano s profesorem Satinskym), méfeni uvoliiovani ATB, in vitro testy
piimo s bakteriemi ve stfevech jako je Pseudomonas aeruginosa (pldnovdno s tymem

profesorem Hrabdka v Biomedicinském centru).

Materidly budou v blizké dobé testovany in vivo na zvifecich modelech. Na zaklade
téchto testi by mohlo byt zji§téno a prokazano, jaka nebo jaka koncentrace antibiotik je
nejvhodnési. Vyrobené vrstvy maji antibakterialni ucinky a zaroven jsou
cytokompatibilni s buitkami, které se na nich usadily a proliferovaly. Kombinace téchto
vlastnosti je vyhodna pravé pii feSeni problému, které se poji se stfevnimi
anastomozami. Materialy by mohly zamezit problémum, kdy bakterie pfitomné

ve stievech degraduji hojici se tkan. Antibakterialni Ucinky a cytokompatibilita
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materialu jsou tedy klicovymi vlastnostmi pro budouci aplikace a pldnované testovani
in vivo. Toto testovani muze tyto vlastnosti materialu potvrdit. Dal§im zajimavym
experimentem by bylo sledovani uvoliiovani VCH z materidlu v ¢ase. Toho lze
dosahnout tfeba pomoci UV-spektrofotometrie nebo chromatografie pii testovani
in vitro. Pokud by material pii testovani in vivo vykazoval prili§ vysokou koncentraci
antibiotika VCH ihned po aplikaci materidlu, pak by bylo vhodné zvolit jinou metodu

inkorporace antibiotika.
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