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Studium tepelné stabilizace nanovlakennych materiali
z polyvinylalkoholu s inkorporovanym lipofosfonoxinem

Abstrakt

V poslednich desetiletich se vyzkum a vyvoj zamé&ifuji na inovativni feSeni v oblasti 1écby koz-
nich ran, pfi¢emz zna¢na pozornost je vénovana polymernim nanovldkennym materialim diky
jejich jedine¢nym vlastnostem, jako je schopnost napodobovat extracelularni matrix. Tyto ma-
terialy nabizeji znacny potencial pro zaclenéni riznych bioaktivnich latek, véetné novych typt
antibiotik, coz z nich ¢ini idealni kandidaty pro vytvareni funkénich krytd koznich ran. Jednou
z hlavnich vyzev je vSak kontrolované uvoliiovani téchto aktivnich latek, aby se zabranilo jejich
rychlému ztraceni a zaroven se udrzela efektivni koncentrace na misté aplikace. Tato bakalatska
prace se zaméfuje na vyvoj a charakterizaci nanovlakennych materialti na bazi polyvinylalko-
holu (PVA) funkcionalizovanych lipofosfonoxinem s cilem zlepsit jejich tepelnou stabilizaci
a prodlouzit uvoliovani aktivnich latek. Vzhledem k rostoucimu zajmu o pouziti polymernich
nanovlakennych materialti pro pokrocilé oSetfovani koznich ran, které nabizi vyhody diky své
schopnosti postupné uvolnovat terapeutické latky, se tato prace sousttedi na prekonani hlavnich
vyzev spojenych s rychlym uvolnovanim inkorporovanych latek. Tepelnd stabilizace byla pro-
zkouména jako klicova metoda pro zlepSeni fyzikalné-chemickych vlastnosti materidlu,
coz umoziuje kontrolované uvoliovéni lipofosfonoxinu. Pro funkéni modifikaci nanovlaken
byl vyuZzit experimentalni typ antibiotika lipofosfonoxin DR6180 (LPPO). V procesu vytvaieni
nanovlakennych materialli metodou elektrostatického zvldknovani byl upfednostnén polyviny-
lalkohol (PVA) s vyrazné vysokym stupném hydrolyzy (98-98,8 %) a molekulovou hmotnosti
125 000 g/mol. Byly vytvofeny dvé varianty nanovlakennych materiali — jedna bez pfidavku
LPPO a druhd s inkorporaci LPPO. Tyto materialy byly nésledné vystaveny procesu tepelné
stabilizace (heat treatment, HT) pfi specifickych teplotach v rozmezi 120—150 °C po dobu jedné
hodiny. Z analyzy uvolfiovani LPPO vyplyva, Ze HT nem¢éla vliv na zpomaleni uvoliiovani
LPPO z materiali. U experimentalniho antibiotika LPPO doslo k efektu okamzitého uvolnéni
(“burst release*) po styku materialu s vodnym prostiedim. Stabilizace za pomoci vysokych tep-
lot neovlivnila mnoZstvi uvolnéného LPPO, jelikoz se procentudlni mnoZstvi uvolnéné¢ho LPPO
pohybovalo v rozmezi + 4 az 7 % v porovnani s nestabilizovanym materialem. Tyto vysledky
naznacuji, ze sniZzeni celkového mnozstvi uvolnéného LPPO mitize byt také disledkem jeho
degradace ve vodném prostiedi.
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polyvinylalkohol, lipofosfonoxiny, nanovldkenné materidly, tkdfiové inzenyrstvi, tepelna stabi-
lizace



In recent decades, research and development have focused on innovative solutions in the field
of skin wound treatment, with considerable attention being paid to polymeric nanofibrous ma-
terials due to their unique properties, such as the ability to mimic the extracellular matrix. These
materials offer significant potential for incorporating various bioactive substances, including
new types of antibiotics, making them ideal candidates for creating functional skin wound
dressings. One of the main challenges, however, is the controlled release of these active sub-
stances to prevent their rapid loss while maintaining an effective concentration at the applica-
tion site. This bachelor's thesis focuses on the development and characterization of polyvinyl
alcohol (PVA) nanofibrous materials functionalized with lipophosphonoxime to improve their
thermal stabilization and prolong the release of active substances. Given the growing interest
in the use of polymeric nanofibrous materials for advanced skin wound care, which offers ben-
efits due to their ability to gradually release therapeutic substances, this work focuses on over-
coming the main challenges associated with the rapid release of incorporated substances. Ther-
mal stabilization was explored as a key method for improving the physicochemical properties
of the material, enabling controlled release of lipophosphonoxime. For the functional modifi-
cation of the nanofibers, an experimental type of antibiotic, lipophosphonoxime DR6180
(LPPO), was used. In the process of creating nanofibrous materials by electrostatic spinning,
polyvinyl alcohol (PVA) with a markedly high degree of hydrolysis (98-98.8%) and a molec-
ular weight of 125,000 g/mol was preferred. Two variants of nanofibrous materials were pro-
duced — one without the addition of LPPO and another with the incorporation of LPPO. These
materials were subsequently subjected to a thermal stabilization (HT) process at specific tem-
peratures ranging from 120—150 °C for a duration of one hour. The analysis of LPPO release
indicates that HT did not affect the slowing down of LPPO release from the materials. For the
experimental antibiotic LPPO, a burst release effect occurred upon contact of the material with
an aqueous environment. Stabilization using high temperatures did not affect the amount of
LPPO released, as the percentage of LPPO released ranged from + 4 to 7% compared to the
non-stabilized material. These results suggest that the reduction in the overall amount of LPPO
released may also be a consequence of its degradation in the aqueous environment.
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V prubéhu poslednich desetileti se nanotechnologie staly klicovou soucasti védeckého vy-
zkumu a primyslového vyvoje, pfiCemz nanomaterialy nalézaji uplatnéni v mnoha odvétvich
od elektroniky po medicinu. Jednim z pfelomovych sméri je jejich vyuziti v oblasti tkaniového
inzenyrstvi, které si klade za cil vyvinout inovativni materialy pro opravu a regeneraci posko-
zenych tkani a organi. Specialni pozornost je vénovana koznimu tkanovému inzenyrstvi, které
se soustiedi na vyvijeni feSeni pro 1écbu chronickych a obtizn¢ se hojicich ran, coz je problém,
ktery piedstavuje znacnou finan¢ni zatéz pro zdravotnické systémy po celém svété. Vyvoj no-
vych typt koznich nédhrad a obvazi, které by nejen podporovaly rychlé a efektivni hojeni ran,
ale také by minimalizovaly riziko infekci, je proto kli¢ovy. Mezi nejperspektivnéjsi materialy
v tomto sméru patii polymerni nanovldkenné materidly, které diky svym unikdtnim vlastnos-
tem, jako je napiiklad strukturni podobnost s extraceluldrni hmotou, vysoka porozita a schop-
nost inkorporace a kontrolovaného uvoliiovani bioaktivnich latek, ptedstavuji idealni kandidaty
pro vyrobu pokrocilych obvazil. Tyto vlastnosti jim umoziuji efektivné€ napodobovat ptirozené
prostiedi tkadn€, coz je zasadni pro podporu regenerace a hojeni. Avsak, s vyuZzitim téchto ma-
teridli souvisi 1 ur€ité vyzvy, predevSim rychlé uvolilovani inkorporovanych aktivnich latek
do vodného prostiedi, coz mize vést k predéasnému ztraceni terapeutického ucinku. Tento jev,
Casto oznacovany pod nazvem “burst release”, se mizeme pokusit zmirnit vylepSenim stability
daného materidlu za pomoci fyzikalnich metod, mezi néz patii také tepelna stabilizace.

Predkladana bakalaiska prace se zabyva studiem tepelné stabilizace polyvinylalkoholovych
(PVA) nanovlakennych materialtt funkcionalizovanych lipofosfonoxinem DR6180 (LPPO)
nove vyvinutym experimentalnim antibiotikem. V préci se klade diraz na zkoumani procesu
tepelné stabilizace, ktery ovliviiuje rozpustnost PVA nanovlaken i dynamiku uvoliovani LPPO
Vv prostiedi fosfatového pufru (PBS), coZ je realizovano vysokymi teplotami.

Cilem je identifikovat optimalni podminky pro tepelnou stabilizaci, které¢ by umoznily doséh-
nout kontrolovaného a prodlouzeného uvoliiovani LPPO, a tim zlepsit terapeuticky potencial
nanovlakennych materialti pro 1é¢bu koznich ran. V teoretické Casti je predstaven piehled sou-
casného stavu v oblasti tkdnového inzenyrstvi a nanovldkennych materiald, s dirazem na me-
tody jejich pfipravy, zejména elektrické zvlaknovani, a moznosti jejich funkéni modifikace.
Experimentalni ¢ast se vénuje detailnimu popisu ptipravy nanovldkennych materialti, postupi
jejich tepelné stabilizace, a nasledné analyze morfologickych, chemickych a strukturnich vlast-
nosti, s cilem posoudit vliv riiznych rezimt tepelné stabilizace na rozpustnost PVA a uvolio-
vani LPPO. Vysledky této prace maji potencial prispét k pokroku v oblasti 1é¢by koznich ran,
poskytnout hlubsi pochopeni vlivu tepelné stabilizace na vlastnosti nanovldkennych materiali
a oteviit cestu k novym aplikacim v medicing.
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1 Teoreticka cast

1.1 Kozni tkanové inZenyrstvi

Kuze, nejvétsi organ lidského téla, tvoii asi 15 % celkové hmotnosti dospelého ¢loveka. Slouzi
jako bariéra mezi vnitinim a vné&j$im prostfedim a poskytuje ochranu proti fyzickym, chemic-
kym a biologickym cinitelim. Kize se sklada ze tii vrstev: epidermis, dermis a hypodermis
(podkozni vrstva). Nejvzdalenéjsi ¢ast epidermis je ve srovnani s ostatnimi vrstvami vice vo-
déodolna, ¢imz brani vstupu patogent a jinych cizich latek do téla. [1]

Epidermis
(pokozka)

Dermis
(Skara)

Hypodermis
(podkozi)

Vlasovy
folikul ~ Mazova

Zlaza

Obrazek 1.1: Schéma stavby pokoZky; ptevzato a upraveno podle [2]

Epidermis, jako vnéjsi vrstva kiize, je komplexnim systémem, ktery zahrnuje nékolik vrstev
od bazélni vrstvy az po stratum corneum, zajist'ujici ochranu pied vnéj$imi vlivy. Keratinocyty,
které tvoti vétSinu bunck epidermis, produkuji keratin, esencidlni pro strukturalni integritu
a bariérovou funkci ktize. [2] Kromé toho, melanocyty v bazalni vrstvé produkuji melanin, ktery
chrani pfed UV zafenim. Langerhansovy buniky a Merkelovy buiiky hraji klicovou roli v imu-
nitni odpovédi a hmatovém vnimani. Tento Zasny systém neustale pracuje na obnové€ a ochrané
téla, pficemz procesy jako keratinizace a produkce melaninu jsou neustale aktivni, reagujici
na vné&jsi podnéty a udrzujici kizi zdravou a funkéni.[3] Dermis, umisténa pod epidermis
a oddé€lend bazalni membranou, je bohata na krevni cévy a nervy a tvoii hlavni ¢ast vazivovych
tkani v kuzi. Obsahuje dvé strukturalné odlisné vrstvy: papilarni a retikularni.[2] Papilarni
vrstva je tésné€ spojena s epidermis, charakterizovana tenkymi kolagennimi vldkny, vysokou
hustotou bunék a obsahem proteoglykand, a retikularni vrstva, ktera je hustsi, s tlust§imi kola-
gennimi a elastickymi vldkny, poskytuje kiizi pevnost a pruznost. Fibroblasty produkujici ko-
lagen a elastin jsou klicové pro udrZeni struktury a elasticity klize. S v€kem papilarni dermis
ztraci objem, stdva se tenci a je postupné nahrazovana retikularni dermis, coz ma vliv na jeji
funk¢nost a celkovou strukturu kize. Dermis hraje zasadni roli v termoregulaci, imunitni od-
povédi a senzorickych funkcich, diky svému vybaveni krevnimi cévami a nervovymi zakonce-
nimi, a tim podporuje epidermis poskytovanim zivin. [3, 5]

Kozni tkanové inzenyrstvi je inovativnim piistupem k tradi¢nim strategiim hojeni ran a rege-
nerace tkani. Mezi prvnimi inzenyrsky vyvinutymi organy byla prave kiize, ktera se presunula
16



z laboratorniho vyzkumu do péce o pacienty. [5] V poslednich desetiletich byly vyvinuty rizné
bioinzenyrské a syntetické substituty, které se obvykle umistuji do mista zranéni a poskytuji
bariérovou funkci spolu s ochranou proti mikroorganismtim, snizuji bolest v ranach a podporuji
hojeni ran prostiednictvim regenerace tkani. [6] [7] Kozni tkanové inZenyrstvi pfinasi alterna-
tivy k tradicnim metodam hojeni ran a regenerace tkani, zejména v ptipadech hlubokych zra-
néni a popalenin, kde proces hojeni neni adekvatni, coz mize vést k chronickym ranam. Ztrata
plné tloustky kize o priméru vice nez 4 cm? vyzaduje oSetieni transplantaci.[8] Mnoho chro-
nickych ran se nehoji, coz miize vést k amputacim a zvySenym nakladiim na zdravotni péci.

Hemostasis

_Blood clot

Inflammatory

Fibroblasts Neutrophils

Macrophages Proliferative

Blood vessel ..........

_Keratinocytes
... Myofibroblasts
. L/
Proliferative D —— 2 &
i Nl Remodeling
Subcutaneous fat ««=-ee-eex --e LY 2. ~ \ .+ epidermis
e — | e
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Obrazek 1.2: Ctyii faze hojeni rany — kazda faze je charakterizovana koordinovanymi kli¢o-
vymi molekularnimi a bunécnymi udéalostmi, které¢ zajist'uji spravnou reakci na hojeni rany
ptevzato z [10]

V poslednich letech doslo k vyznamnym pokrokiim ve vyvoji koznich substitutd z umélych
a ptirodnich materialdi, s cilem vytvofit uzivatelsky piivétivé, komeréné dostupné substituty
s delsi zivotnosti, které efektivné replikuji vSechny vrstvy a funkce ptirozené klize, v€etné jeji
rychlé vaskularizace. [9] Piesto kozni tkanové inzenyrstvi ¢eli vyzvam, jako je vytvofeni sub-
stitutu, ktery by pfesné napodoboval komplexni strukturu kiize, zahrnujici epidermis, dermis,
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hypodermis, vlasové folikuly a potni zlazy, a zajistil spravnou integraci s pacientovou kizi.
Mimo vyzvy, jako je replikace vSech koznich vrstev a zajisténi integrace s pacientovou kizi, se
vyzkum zaméiuje také na uzavieni rany a efektivni hojeni, s cilem ziskat akceptaci od védecké
komunity, regulacnich agentur a pacientt.

Rovnéz ukazalo, Ze role hostitelské imunitni odpovédi je dalezitym tématem, které je tieba
zvazit. Hlavni Gsili bylo zaméfeno na modulaci chovani buné€k, aby bylo mozné usnadnit nor-
malni pribeh zanétlivého procesu, granulace tkdn€ a remodelacnich procest. Tyto typy bunck
zahrnuji cirkulujici monocyty, makrofagy a T bunky, které vykonavaji jejich hlavni funkce
a soucasn¢ udrzuji komplexni prostiedi regula¢nich rustovych faktoru. [10]

Aby byly materidly vhodné pro kozni tkaiiové inZenyrstvi, musi splitovat nékolik klicovych
pozadavkl. Prvnim kritériem pro jakykoliv scaffold v tkdniovém inzenyrstvi je, Ze musi byt
biokompatibilni. Buiikky by mély byt schopny pfilnout, normélné¢ fungovat a migrovat na po-
vrchu, a nakonec skrz scaffold, a zadit proliferovat pied vytvarenim nové matrice. Po implantaci
by scaffold nebo tkanoveé inzenyrsky vytvorena konstrukce méla vyvolat jen minimalni imu-
nitni reakci, aby nedochézelo k zavazné zanétlivé odpoveédi, kterd by mohla snizit hojeni nebo
zpusobit odmitnuti télem.[11]

Bioreabsorbovatelnost umoziuje vlastnim bunkdm téla postupné nahradit implantovany
scaffold nebo tkanove inZenyrsky vytvofenou konstrukei. Scaffoldy a konstrukce nejsou uréeny
jako trvalé implantaty. Scaffold by tedy mél byt biodegradabilni, aby umoznil buikdm vytvaret
vlastni extracelularni matrici. Produkty této degradace by mély byt netoxické a schopné opustit
télo bez zasahu do jinych organt.[12]

Idealn€ by mél mit scaffold mechanické vlastnosti odpovidajici anatomickému mistu, kde je
implantovan, a z praktického hlediska by mél byt dostatecné pevny, aby umoznil chirurgické
zpracovani pii implantaci. Vyroba scaffoldll s adekvatnimi mechanickymi vlastnostmi je jed-
nou z velkych vyzev pii pokusu o vyvoj kostniho nebo chrupavkového inzenyrstvi.[13]
Architektura scaffoldl pouzivanych v tkdniovém inZenyrstvi je také kriticky dulezita. Scaffoldy
by mély mit propojenou porézni strukturu a vysokou porozitu, aby zajistily pronikani bunck
a adekvatni difuzi zivin k buitkdm uvnitt konstrukce a do vytvafené extracelularni matrice. Na-
vic je vyzadovana porézni propojend struktura, aby umoznila diftizi odpadnich produkti
ze scaffoldu a produkty degradace scaffoldu mohly opustit t€lo bez zasahu do jinych organa
a okolnich tkani.

Decelularizované tkané predstavuji klicovy prillom a vyznamny pokrok v tkdnovém inZenyr-
stvi, jelikoz nabizeji jedine¢né struktury a kombinaci vlastnosti, které jsou nezbytné pro Gsp¢s-
nou regeneraci a opravu tkani. Zpracované specidlnimi postupy k odstranéni bunéénych slozek
pfi zachovani extracelularni matrix (ECM), tyto tkan¢ slouzi jako biologické scaffoldy (opory),
které efektivné napodobuji pfirozené mikroprostiedi tkani. Zachovand ECM v decelularizova-
nych tkanich je zasadni pro podporu adheze, ristu, diferenciaci a maturaci bunék, coz je klicové
pro proces regenerace tkan¢.[14] Dale Ize decelularizované tkané upravit, naptiklad na formu
hydrogeld, ¢imZ se rozSifuje jejich pouziti v regenerativnim inZenyrstvi pro aplikace jako je
vyvoj pokrocilych obvazl pro hojeni ran, tvorba scaffoldii pro kultivaci bun¢k, nebo jiné po-
krocilé terapeutické ptistupy. Tyto hydrogely, odvozené od decelularizované ECM, poskytuji
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optimalni prostfedi s komplexnimi signdly a environmentalnimi podminkami pro zlepSenou
adhezi, rust, diferenciaci bun¢k a formaci novych tkani.[15] Timto zptsobem decelularizované
tkan€ a od nich odvozené hydrogely ptredstavuji vynikajici materidly pro regenerativni inzenyr-
stvi riznych tkani, zejména pro kosterni svaly, a oteviraji nové moznosti v 1é€b¢ a regeneraci
poskozenych tkani.[14]

Hydrogely v tkailovém inZenyrstvi jsou uznavany pro jejich jedinecné biomimetické vlastnosti,
které napodobuji ECM a podporuji ptilnavost a proliferaci bunék. Tyto hydrofilni sité se skla-
daji z molekul rozptylenych ve vodném prostiedi a mohou byt tvofeny riznymi mechanismy
sitovani, ¢cimz se dosahuje potiebnych fyzikalné-chemickych vlastnosti a vysoké napodobeni
ptirozeného ECM tkani.[16] Hydrogely mohou byt dale upraveny chemickymi a biologicky
aktivnimi molekulami, jako jsou latky reagujici na podnéty a rastové faktory, které zvysuji je-
jich biokompatibilitu. Diky témto vlastnostem poskytuji hydrogely idealni prostiedi pro rust,
diferenciaci a tvorbu tkanovych struktur bunék. V pribéhu posledni dekady byla vyuzivana
nova generace hydrogell vyvinuta tak, aby vyhovovala specifickym potiebam tkéani a byla po-
uzitelnd s nejmodernéj$imi technikami.[17]

Nanovlakna pfedstavuji dilezitou tfidu materidlti v tkdnovém inzenyrstvi diky jejich unikatnim
vlastnostem, jako je vysoky pomér povrchu k objemu, moznost modifikace mechanickych
a chemickych vlastnosti a schopnost napodobit ECM tkani. Tyto vlastnosti ¢ini nanovlakna
vhodnymi pro rizné aplikace v tkdilovém inzenyrstvi, kde mohou podporovat adhezi, prolife-
raci a diferenciaci bunék.[18]

V oboru biomateridlii se obvykle pouzivaji tfi skupiny materiald: keramika, syntetické poly-
mery a ptirodni polymery. V nedavné dob¢ se rozsitilo vyuzivani tvrdych biokompatibilnich
materidlii, jako jsou biokeramika, bioaktivni skla, uhlikové nanostruktury a hydroxyapatitové
nanocastice, v tkdflovém inzenyrstvi pro opravu mekkych tkani. Tyto materialy, pavodné ur-
¢ené pro interakci s kostmi, ukazaly zlepSeni v regeneraci ran a m&kkych tkani diky svym vlast-
nostem, jako je podpora proliferace bun€k, angiogeneze a antibakterialni efekty. Jejich aplikace
ve formé praskd, granuli nebo mikro/nanocastic mize zlepsit mechanické vlastnosti implantatt
pti 1é¢be€ riznych poskozeni, od ran po poranéni nervového systému[19]

Ptirodni 1 syntetické polymerni materidly jsou oblibené pro inZenyrstvi a regeneraci jak tvrdych,
tak meékkych tkani diky jejich Siroké rozmanitosti vlastnosti. Tyto vlastnosti zahrnuji biodegra-
dabilitu, mechanické vlastnosti, vysokou porozitu, pomér povrchu k objemu a malou velikost
pori. Rlzné typy polymeri jsou vyuzivany na souc¢asném trhu pro rizné aplikace, v¢etné kost-
niho a chrupavkového tkanového inzenyrstvi, hojeni ran kiize a cévnich grafti.

Polymerni nanovldkenné materialy nabizeji n€kolik jedine¢nych vlastnosti, které je ¢ini vhod-
nymi pro aplikace v tkdniovém inzenyrstvi. Vyznamnym rysem nanovlaken je vysoky pomér
povrchové plochy k objemu, coz vede k vétSimu povrchovému nabiti ve srovnéani s objemovymi
materidly. Tato vlastnost zlepSuje ptilnavost buné€k, proteinii a 1écivych molekul. Nanovlakna
jsou schopna dosdhnout vyssi plochy pfi stejném objemu ve srovnani s jinymi specialnimi typy
tkanovych nosicu, jako jsou pénové a gelové filmy. Navic, nanovlakna poskytuji dostate¢nou
mechanickou pevnost pfi zachovani vysoké porozity, coz je priznivé pro tkdfiovou regeneraci.
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Porozita nanovlaken se pohybuje kolem 90 procent.[20] Takto strukturované porézni struktury
se podobaji poréznimu uspotadani (ECM), coz je kliCcové pro regeneraci tkan¢. Nanovlakna
obvykle vykazuji vysoky pomér stran, coz je pomér délky k Sifce vlakna. Tato vlastnost je
spojena s dobrou pevnosti v tahu vlaknité matrice diky delSim nanovlakntm, které zvysuji cel-
kovou pevnost.[21]

Samoorganizace molekul: Tato metoda vyroby nanovldken vyuziva vzajemné asociace
peptidu, které se okamzité skladaji do organizovanych, stabilnich struktur prostfednictvim ne-
kovalentnich sil, jako jsou van der Waalsovy sily, elektrostatické vazby, vodikové mustky

a m—x interakce. Tyto slabé vazby, kdyZ jsou kombinovany do jediné jednotky béhem procesu
skladani, ovladaji strukturni konformaci a stabilitu shromazdéni a siln€ ovliviiuji interakci mezi
nadmolekularni konstrukci a dal§$imi molekulami, buitkami a tkdnémi. Pfitomnost elektrolytii
v roztoku miiZze byt hnaci silou pro samoorganizace peptidi.[22] Peptidové hydrogely jsou ide-
alni platformou pro inZenyrstvi tkani, naptiklad kosti, nervii, chrupavek, jater, srde¢ni tkané

a angiogeneze, protoze jsou snadno pouzitelné, neimunogenni a netoxické. Vyhodou je také
jejich biodegradabilita a schopnost metabolismu jejich degradacnich produkt buiikami. Pres-
toze maji tato nanovlakna fadu vyhod, maji také n€kolik omezeni: slozity proces vyroby, nizkou
produktivitu a relativné vysoké naklady.[23]

Fazova separace: Tato metoda se pouziva k vytvafeni porézni nanométitkové architektury
pro 3 D tkanové inzenyrstvi. VyZaduje tii hlavni kroky: rozpusténi, gelaci a nasledné odstranéni
rozpoustédla z gelu vodou, nasledované zmrazenim a lyofilizaci ve vakuu.[24] Polymer je nej-
prve rozpustén ve vhodném rozpoustédle za vysoké teploty, poté je indukovana fazova separace
polymeru chlazenim nebo vyménou nerozpustného rozpoustédla. Po odstranéni rozpoustédla je
struktura zpevnéna zamrazenim. Vysledkem jsou vysoce porézni fibrozni polymerové
scaffoldy s mikroskopickymi sférickymi pory. Tato metoda umoZituje vyrobu 3D struktur

s urcitymi rozméry, ale ma nékolik nevyhod, véetné dlouhé doby zpracovani, nestability nano-
vlaken, obtiZzné kontroly porozity a omezeni na polymery vhodné pro proces fazové sepa-
race.[25]

Elektrické zvlaknovani: Elektrické zvlakiovani je metoda, ktera umoziiuje vyrobu nano-
vldken z riznych materiali, véetné polymert, skrze vyuziti elektrostatického pole. Tento proces
zacina roztokem polymerniho materialu, ktery je vytlatovan pies jehlu a vystaven vysokému
nap¢ti, coz vede k vytvofeni velmi jemnych vldken s primérem v rozmezi nanometri azZ mi-
krometrii. Vldkna maji velkou specifickou povrchovou plochu a jsou vysoce porézni, coz je ¢ini
vhodnymi pro fadu aplikaci, véetné filtrace, elektroniky, tkdfilového inZzenyrstvi a ukladani ener-
gie.

Zékladni soucasti sestavy pro elektrické zvldknovani zahrnuji zdroj vysokého napéti, stiikac-
kovou pumpu, spinneret (obvykle jehlu s tupym hrotem) a sbérac. Proces elektrického zvlakio-
vani lze rozdélit do nékolika fazi, zaCinajici tvorbou Taylorova kuzele na Spicce jehly, vystie-
lenim nabitych proudt, které se postupné¢ protahuji do jemnéjSich priiméra, a nakonec dochézi
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k solidifikaci a ukladani vlaken na sbérac. Kli¢ovou roli v tomto procesu hraje spravna formace
Taylorova kuzele, kterd je zadsadni pro zajisténi stabilniho procesu a kontrolu nad primérem

a morfologii nanovlaken.[26]

Vyhody stejnosmérného elektrického zvldknovani zahrnuji schopnost vytvaret vlakna s velmi
malym pramérem, coz vede k vysoké povrchové plose na jednotku hmotnosti a vysoké porozité
vlakenného materialu. Tyto charakteristiky jsou zadouci pro aplikace, kde je potieba vysoka
absorp¢ni kapacita, filtrace, nebo kdyz material slouZzi jako nosi¢ pro riizné bioaktivni latky

v biomedicinskych aplikacich. Elektrické zvlaknovani také umoziuje snadné zavadéni aditiv
do vlaken béhem vyroby, coz umoziuje funkéni modifikace materialu.[27]

Mezi hlavni nevyhody patii komplikace pfi vyrob¢ vldken z nékterych typti materiala, které
vyzaduji specifické rozpoustédlo nebo nastaveni procesu, coz mize zté¢Zzovat nebo zdrazovat
vyrobu. Dal§im problémem muize byt obtizna reprodukovatelnost a uniformita vladken,

coz muze byt zpiisobeno fluktuacemi v procesnich parametrech, jako je teplota, vlhkost, nebo
vlastnosti pouzitého roztoku. Také sbér vyrobenych nanovlaken a jejich dalsi zpracovani mtize
byt naro¢né, zejména pii zachovani jejich struktury a vlastnosti.[28]

Stejnosmérné elektrické zvldknovani nabizi mnoho pftilezitosti pro vyvoj inovativnich materi-
alu s jedine¢nymi vlastnostmi, avsak vyzaduje peclivé fizeni procesnich podminek a optimali-
zaci pro dosazeni kvalitnich a funkénich vysledkd.

Vyznam kontrolovaného a cileného uvolniovani 1é¢iv v moderni mediciné
Systémy pro dodavani 1é¢iv se zamétuji na zlepSeni efektivity a bezpe€nosti 1é€ivych piipravki.
Soucasné metody udrzeni terapeutickych hladin 1é¢iv v krevnim fecisti jsou omezeny na opa-
kované podavani 1€kt sty nebo parenteralni cestou. Toto miiZe byt nejen nepohodIné, ale také
zvySuje riziko neimyslnych nebo umyslnych preddvkovani. Naptiklad opioidni analgetika jsou
¢asto podavana po dobu nékolika tydni nebo déle pro 1éCbu pacientll s vaznymi bolestmi,
napiiklad po operaci nebo souvisejici s rakovinou.[29] Casté podavani téchto 1éki viak miize
vést k riziku pfedavkovani, zneuzivani nebo zavislosti, coz miize vyznamné omezit jejich tera-
peutickou Gcinnost. Proto je diileZité vyvinout systémy pro dodavani 1é¢iv, které po jednorazo-
vém podani mohou léky uvoliiovat kontrolovanym a udrZitelnym zptisobem, aby bylo dosaZeno
bezpecného dodani a udrzeni terapeuticky vhodnych hladin 1é¢iv na dlouhou dobu.[30]

Polymerové mikro/nanocasticové nebo mikro/nanovlaknové scaffoldy byly intenzivné zkou-
many jako nosi¢e pro doru¢ovani terapeutickych latek. Tyto scaffoldy mohou lé¢iva dorucovat
na specifickd pfedem urcend mista, pfiCemz se vyhybaji systémové distribuci svého ndkladu.
To €ini tyto systémy velmi efektivnimi a umoZiiuje pouZiti nizSich davek 1éc€iv, coz vede

k menSimu mnozstvi nezadoucich u¢inku.[31, 32] Existuji rizné moznosti piipravy nanovlaken
pro cilenou dopravu 1é¢iv, z nichz ty hlavni jsou popsany v nasledujici kapitole.
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Obrazek 1.3: Proces uvolnéni inkorpované latky a metody jeji funkcionalizace dle zptisobu
ptipravy (A) povrchovou modifikaci, (B) zvlakiiovanim ze smési, (C) koaxiadlnim zvldknova-
nim (D) a emulznim zvlaknovanim; pievzato a upraveno podle [35]

1.6 Riuzné typy systémiu cilené dopravy lécCiv

Povrchova modifikace: Povrchova modifikace elektricky zvlaknénych mikro/nanovlaken
umoznuje chemickou a fyzikalni Gipravu jejich povrchl s riznymi bioaktivnimi molekulami,
jako jsou protinddorové 1éCiva, rustové faktory, nukleové kyseliny a sacharidy. Tato metoda
umoznuje piipevnit tyto molekuly na povrch vldken, ¢imzZ se zabrani jejich nekontrolovanému
rozptylu v hmotné fazi polymerovych vlaken a zaroven se vyhnout naroénym podminkam elek-
trického zvlakiovani, ktery mize nékteré citlivé bioaktivnich latky vhodné pro zacleniovani
jako jsou proteiny a nukleové kyseliny poskodit.[33, 34]

Elektrické zvlakiovani ze smési (Blending electrospinning): Tato technika zahr-
nuje zaélenéni 1é¢iv nebo molekul piimo do polymerového roztoku rozpusténim pied elektric-
kym zvlakiiovanim. Uginnost zapouzdieni 16¢iv, distribuce 16¢iv uvnité mikro/nanovlaken a ki-
netika uvoliiovani 1é¢iv jsou ovlivnény interakci mezi polymerem a 1é¢ivem a fyzikalné-che-
mickymi vlastnostmi polymeru. Tato metoda mizZe byt problematicka, pokud ma 1é¢ivo slabou
rozpustnost, coz muze vést k neuniformni distribuci 1é¢iv v polymerovém roztoku a migraci
1é¢iva k povrchu vldkna, coz miZe vést k nezddoucimu pocatecnimu prudkému uvolnéni 1é€iva.
[35] Proto je pfi vybéru elektrického zvlaknovani ze smési zasadni zvazit interakce mezi poly-
merem a lé¢ivem, aby se zajistila efektivni a kontrolovana distribuce a uvoliiovani 1é¢iva.[36]

Koaxialni elektrické zvlaknovani: U koaxidlniho elektrické zvlakiiovani je biomolekula
umisténa ve vnitini ¢asti (jadie) a polymerovy roztok ve vngjsi Casti (plasti) trysky roztoku.
Polymerovy plast’ chrani jadro biomolekuly pied vnéjsimi vlivy, ¢imz zachovavéa bioaktivitu
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zaclenénych biomolekul.[37] Tato technika mize byt pouZita pro navazani riznych typu far-
maceutik, véetné antibiotik nebo antioxidantnich 1é¢iv a je schopna prodlouzit dobu uvoliiovani
1é¢iv diky tvorbé vlaken se strukturou jadro-plast’. Struktura jadro-plast prodluzuje cestu difuze
1é¢iva modulaci tloustky a slozeni plasté, ¢imz umoznuje kontrolovangjsi uvoliiovani 1¢-
¢iva.[38]

Elektrické zvlaknovani z emulze. Emulzni elektrické zvlakiovani vytvaii kapky slo-
zené z molekul 1éCiv, které jsou dispergovany v polymerovém roztoku pied elektrospinnin-
gem.[39] Tato metoda vytvafi strukturu jadro-plast’, kde se makromolekuly shlukuji ve vodni
fazi tvorici jadro a polymery tvofi plast’. Tento zplisob uvoliiovani 1é¢iva muaze trvat az 60 dni,
protoze vnéjsi vrstva plasté pasobi jako bariéra pro difuzi zapouzdieného 1é¢iva.[40] Emulzni
elektrické zvldknovani navic nevyzaduje spolecné rozpoustédlo pro 1é¢ivo a polymer, coz
umoznuje snadny proces elektrospinningu roztoku obsahujiciho terapeutické latky a polymeru
s velmi odlisnymi hydrofilnimi-hydrofobnimi vlastnostmi bez vyznamného kontaktu 1é¢iva

s organickym rozpoustédlem.[41]

Inkorporace pomoci nano/mikro ¢astic: Tato technika zahrnuje zaclenéni nano nebo
mikro nosic¢l 1é¢iv, jako jsou nanocastice, nanotrubice, micely, mikrosféry a liposomy do elek-
tricky zvlaknénych vlaken. elektricky zvlaknéna polymerova mikro/nanovlakna hybridizovana
s nanoc¢asticemi byla vyvinuta pro zlepSeni u¢innosti 1é¢iva, zptisobu uvolilovani a jeho stabi-
lity. Modifikace nanocastic s multifunkénimi ligandy umoziuje nejen aktivni rozpoznéavani
cilt, ale také zvysuje terapeutickou ucinnost a snizuje vedlejsi G¢inky.[36] Nanocastice mohou
byt integrovany do mikro/nanovlaken bud’ shroméazdénim na jejich povrchu nebo uvniti mi-
kro/nanovlaken, protoZe mohou udrzZet stabilitu 1é€iva v organickych rozpoustédlech, kterym
jsou vystaveny béhem vyrobniho procesu. Tato metoda poskytuje dvojité bariéry pro 1écivo,
zvyS$uje stabilitu a prodluzuje dobu uvoliovani 1é¢iva z nosnych struktur. [42, 43]

Vicetryskové elektrické zvlaknovani (multi-jet electrospinning): Tato metoda
zahrnuje zaclenéni biologicky aktivnich latek do roztoku polymeru pied samotnym elektricky
zvlaknénim. Vicetryskové elektrické zvlaknovani je variaci standardniho elektrického zvlakno-
vani, ktery pouziva nékolik tryskovych hlavic pro vyrobu vlaken.[44] Tento piistup umoziuje
biologicky aktivnich latek do nanovlaken. V porovnani s jednotryskovym elektrickym zvlakno-
vanim, vicetryskové elektrické zvlaknovani mize zlepsit produktivitu a uniformitu vyslednych
vlaken, coz je zasadni pro aplikace v oblasti tkdfilového inZenyrstvi a systémi pro dodavani
1€c¢iv.[45, 46]

Tento ptistup je obzvlasté uzitecny v situacich, kde je potieba zaclenit vice typt 1é¢iv

nebo biologicky aktivnich latek do jediného vldkenného systému. Pfesna kontrola nad slozenim
a architekturou vlaken ziskana pomoci Vvice tryskového elektrického zvlaknovani umoziuje
1é¢iv a zvyseni jejich terapeutické ucinnosti. Tato technologie je proto kli¢ova pro vyvoj po-
krocilych Iécivych nosict, které mohou Iépe cilit a 1é¢it konkrétni zdravotni stavy. [47]
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1.7 Polymery pouzivané v tkanovém inZenyrstvi

Ptirodni polymery

Ptirodni polymery jsou klicové materialy pro tkanové inzenyrstvi diky své biokompatibilité,
biodegradabilité a schopnosti napodobovat piirozené bunécné prostiedi. Zdroje prirodnich po-
lymerti zahrnuji jak rostlinny a zivo¢isny ptvod, tak mikroorganismy, a nabizi jedine¢nou kom-
binaci mechanickych a biologickych vlastnosti diilezitych pro podporu bunécného rastu, adheze
a diferenciace. Kolagen a gelatin ziskavané z zivo¢i$nych tkani slouzi jako podklad pro inze-
nyrstvi kostnich, chrupavditych a jinych tkani. Polysacharidy, jako je chitosan a alginat, pied-
stavuji dal$i skupinu s potencidlem pro rizné aplikace v tkanovém inzenyrstvi, od nosict 1é¢iv
po scaffoldy pro regeneraci tkani. Tyto materialy jsou cenény pro svou funk¢nost v ramci re-
generativni mediciny a nabizi nové moznosti pro vyvoj pokrocilych 1é¢ebnych metod.[48]
Polymery, jako jsou kolagen, chitosan a alginat, nabizeji v tkafiovém inZenyrstvi vyhody,
jako je vysoka biokompatibilita a bioaktivita, coZ podporuje proliferaci a diferenciaci bunék.
Tyto materialy také maji casto schopnost podporovat regeneraci tkani a integraci s hostitel-
skymi tkanémi diky své podobnosti s pfirozenymi extraceluldrnimi matrix. Navic jsou biode-
gradabilni, coz znamena, Ze se mohou rozlozit na netoxické produkty, které jsou snadno odstra-
nitelné z téla, coz minimalizuje potiebu chirurgického odstranéni implantatu. Na druhou stranu,
nékteré pfirodni polymery mohou mit omezenou mechanickou pevnost a mohou byt nachylné
k rychlé degradaci, coz miize byt nevhodné pro nékteré aplikace. Také existuje riziko imuno-
genni reakce nebo pfenosu patogentl, zejména pokud materidl pochézi z biologickych zdrojt.
Tyto nevyhody vyzaduji dikladné zpracovani a ¢isténi materiald, aby byly bezpecné pro kli-
nické pouziti.[49]

Tabulka 1.1: Seznam dilezitych polymert vyskytujicich se v piirodé

Polymer Charakteristika
Kolagen Kolagen je klicovym biopolymerem, tvoficim 30% hmotnosti obrat-
lovct a je hlavni sloZzkou pojivovych tkani jako jsou kosti, Slachy, kiize

a nervy. Jeho hydrogely mohou podporovat regeneraci nervi, zlepsuji
periferni nervovou regeneraci a jsou schopné obnovit nervove spojeni.
Rybi kolagen, alternativa k hovézimu kolagenu, vyniké vybornou bio-
kompatibilitou a nizkou antigenicitou, ¢inici ho idedlnim pro aplikace
na tvrdé 1 mekké tkané. Hlavni nevyhody kolagenu pro inZenyrstvi
tkani zahrnuji neuniformni porozitu a slabé mechanické vlastnosti.[50,
51]

Zelatina Zelatina, denaturovany protein ziskany hydrolyzou kolagenu, ma fadu
vyhod vcetné nizkych nékladl, snadné dostupnosti, dobré biodegrada-
bility a biokompatibility. Je mén¢ antigenicka nez kolagen a diky mo-
difikované chemické struktufe zlepSuje biologické vlastnosti implan-
tat. Pti elektrospinningu s dal§imi polymery poskytuje optimalni bio-

logické, mechanické a kinetické vlastnosti, coz z ni ¢ini dilezitou
slozku funkénich scaffoldi. Nanostruktury zelatiny se vyuzivaji
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pro regeneraci nervové tkané diky zvySené biokompatibilité. Mezi
hlavni nevyhody patii slaba mechanicka pevnost, termalni stabilita a
rychlejsi degradace. [52, 53]

Elastin

Elastin je zdsadni pro tkdnové inzenyrstvi diky svym jedinec¢nym vlast-
nostem, jako je dlouhodoba stabilita, pruznost, schopnost samoorgani-
zace a biologicka aktivita. Jeho pfitomnost je klicova v organech vy-
zadujicich elasticitu, jako jsou elastické vazy, krevni cévy, klize

a plice. Vkladani elastinu do biomateridlti je zasadni pro regeneraci
mekkych tkani. Materidly na bazi elastinu, jako jsou elastinové poly-
peptidy (ELP), zvysuji stabilitu a biokompatibilitu polymernich struk-
tur a jsou vyuzivany v systémech pro dorucovani 1éciv s cilem cilit na
mozek. Hlavni nevyhodou elastinu pro aplikace v tkaiovém inzenyr-
stvi je obtiznost jeho CiSténi a slabé mechanické vlastnosti s nedosta-
te¢nou migraci a pfilnavosti k buitkam.[51]

Kyselina hyaluron-
ova

Hyaluronova kyselina (HA) se vyznacuje vynikajicimi vlastnostmi
jako biodegradabilitou, biokompatibilitou a schopnosti formovat hyd-
rogel, coz ji ¢ini vhodnou pro tkanové inZenyrstvi. Diky své vysoké
hydrofilnosti mize vytvaiet gelové struktury ve vodnych roztocich,
coz ptispiva k jejimu vyznamu v regeneraci tkdni a hojeni ran. HA se
vSak potyka s nékterymi omezenimi, jako jsou slabé mechanické vlast-
nosti a rychlad degradace in vivo, coz lze pfekonat chemickou upravou
zlepSujici jeji mechanické a biologické vlastnosti.[52, 53]

Chitosan

Chitosan je cenny piirodni polymer s mnoha vyhodami pro aplikace
v tkanovém inZenyrstvi, v€etné schopnosti tvofit gely, vysoké biode-
gradability, biokompatibility a nekancerogenity. Jeho antifungalni, an-
tibakterialni a protinddorové vlastnosti ho ¢ini atraktivnim materidlem
pro vytvafeni membran, geld, hub, scaffoldi a perel. Chitosan podpo-
ruje prilnavost bun€k, preziti, interakci a rist neuritli, coz je zasadni
pro uspéch v tkanovém inzenyrstvi. Nicméng, chitosan ma také nevy-
hody, jako je jeho tuhost a kiehkost, coz vede k nizké mechanické pev-
nosti.[51]

Keratin

Keratin, extraceluldrni matrix protein, je vysoce hodnocen pro pouZiti
v medicinskych aplikacich diky své strukturalni funkci a pevnosti

v télesnych tkanich. Je vynikajicim zdrojem pro vyrobu stavebnich
prvkil inZzenyrskych tkanovych scaffoldi. Keratin ma vyhodu chemic-
kych vlastnosti stimulujicich buné¢nou ptilnavost, coz je nezbytné
pro spravnou tvorbu tkdn¢. Bunky pfilnavé k tomuto biomateridlu ne-
jen sekretuji specifické enzymy, které¢ degraduji kolagen bez tvorby
cytotoxickych degradacnich produktt, ale jsou také hlavnimi synte-
tizéry nového kolagenu, ktery je vkladan do extracelularniho prostoru,
coz dava scaffoldim keratinu idealni vlastnosti schopné tésné sledovat
proces remodelace kosti.[50, 51]

Alginat

Alginat, ziskany z hnédych moiskych fas, je ocefiovan v tkanovém in-
zenyrstvi pro svou biokompatibilitu, nizkou toxicitu a dobré gelovaci
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vlastnosti, coz ho ¢ini vyznamnym materidlem pro regeneraci tkani,
jako jsou krevni cévy, chrupavka ¢i kosti. Vyznacuje se vSak ur¢itymi
nevyhodami, jako je slaba mechanické pevnost a rychlé degradace,

coz muze limitovat jeho pouziti.[50, 51]

Syntetické polymery

Syntetické polymery maji vyborné zpracovatelské charakteristiky z hlediska molekuldrni hmot-
nosti, degradace a mechanickych vlastnosti s vyhodou moznosti ptizplisobeni pro specifické
aplikace. Hydrolyticky degradabilni polymery jsou obvykle vybirany jako implantaty diky mi-
nimalnim rozdilim mezi jednotlivymi misty a pacienty. Piiklady nejcastéji pouzivanych synte-
tickych polymerti v tkdniovém inzenyrstvi zahrnuji polyglykolovou kyselinu (PGA), polylakti-
dovou kyselinu (PLA), poly(laktid-co-glykolid) (PLGA), poly(DL-laktidovou kyselinu)
(PDLLA), polyethylenglykol (PEG) a polycaprolakton (PCL). Tyto polymery nejsou toxické
a jsou Siroce vyuzivany pro vyrobu scaffoldl s konkrétni velikosti pori, vétsi porozitou

a odpovidajicim pomérem povrchu k objemu, coz umoznuje difazi Zivin nebo 1éki. [52]

Degradabilni polymery

Biodegradabilni polymery zacaly byt ve zdravotnictvi Siroce pouzivany od poloviny 20. stoleti,
nejprve jako resorbovatelné stehy. Od té doby byly potencilni aplikace téchto polymerti rychle
rozsiteny. Po zlepSeni vlastnosti polymerd na bazi kyseliny mlécné se tyto polymery zacaly
pouzivat nejen z védeckého hlediska, ale i v kostni chirurgii. Bohuzel po implantaci téchto
polymert byly pozorovany riizné reakce ciziho télesa, od pfitomnosti bilych krvinek aZ po ste-
rilni sinusy s resorpci puvodni tkan€. Toto vedlo k mylné predstavé, ze biodegradabilni poly-
mery vzdy zplsobuji zanét nebo osteolyzu na misté implantace. V soucasné dobé mame vy-
znamné znalosti o biokompatibilité biodegradabilnich polymeri a jsme schopni tyto polymery
pfizpusobit konkrétnim aplikacim, ¢imz vyznamné sniZzujeme vyskyt nezaddoucich tkanovych
reakei.[53]

Nedegradabilni polymery

Nedegradabilni polymery nabizeji vyznamny potencidl v oblasti tkaniového inzenyrstvi,
zejména v aplikacich, kde je pozadovana dlouhodoba stabilita materidlu a miniméalni biolo-
gicka rozloZitelnost. Tyto polymery, jako jsou napiiklad polyurethan, polydimethylsiloxan
(PDMS), polyethylentereftalat (PET), polyethersulfan (PES) a polystyren (PS), jsou vysoce
cenény pro jejich vlastnosti v€éetné mechanické pevnosti, pruznosti a chemické stalosti.

V oblasti regenerace klize a hojeni ran mohou byt tyto polymery modifikovany a kombino-
vany s prirodnimi polymery nebo bioaktivnimi molekulami, jako jsou rastové faktory, vita-
miny, antioxidanty, antimikrobidlni a protinadorové latky, aby bylo dosazeno cilenych terape-
utickych efekti.

Pro aplikace v regeneraci kiize a hojeni ran se €asto pouzivaji nejen samotné nedegradabilni
polymery, ale také jejich kombinace s pfirodnimi polymery, které mohou zlepSsit biokompati-
bilitu a podporovat kolonizaci bun¢k. Naptiklad, kombinace polyurethanu s pfirodnimi poly-
mery muze vytvafet nanovlakenné sité, které nejenze slouzi jako nosice pro kozni buiiky,

ale také mohou zabranit pronikdni mikrobli do ran a udrzovat vhodnou vlhkost v poskozené
kazi.[54]
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Makromolekuly, které byly pfipraveny synteticky, mezi néz patii PVA a PEG nebo které se
nachazeji v prirodé¢, jako naptiklad zelatina nebo kyselina hyaluronova, se nejcastéji pouzivaji
jako hydrogely, jez jsou nejvhodnéjsi pro syntézu nanovlakennych materiala. Jelikoz jsou tyto
hydrogely rozpustné ve vodé€, je mozné z nich syntetizovat nanovlakna z vodnych roztokt na-
lezitych polymert. Tento zptisob je velmi prospésny pro funkcionalizaci nanovlakennych ma-
teriald biologicky aktivnimi latkami, jez by nemusely byt aktivni v nevodnych prostfedich. Bo-
huzel uvolnovani téchto materialti ve vodném prostiedi urychluje rozpousténi inkorporovanych
latek. Proto se tyto materialy obvykle podrobuji procesiim stabilizace (viz kapitola 1.8), jejichz

cilem je snizit uvolfiovani polymeru nebo alespoii zpomaleni uvoliiovani biologicky aktivni
latky.[55]

Vyznam polyvinylalkoholu (PVA) v nanovlakennych materialech

Polymer PVA je dtlezitd makromolekularni latka pouzivana v tkanovém inzenyrstvi, zejména
pro své unikatni vlastnosti, jako jsou biokompatibilita, neni toxicky a hydrofilni charakter.
PVA, poprvé pfipraveny hydrolyzou polyvinylacetatu v roce 1924, se stalo komercné vyrabe-
nym materidlem, jehoz fyzikalni charakteristiky a specifické funkéni vyuziti zavisi na stupni
polymerizace a stupni hydrolyze.[56] Diky své rozpustnosti ve vodé a mirné rozpustnosti
v ethanolu, avsak nerozpustnosti v jinych organickych rozpoustédlech, nabizi PVA Sirokou
Skalu moznosti vyuziti, z nichz mnohé jsou pfinosné v biomediciné a farmacii. [57]

Obrazek 1.4: Vzorec struktury PVA z ¢asti hydrolyzovaného (A) a uplné (B) ptevzato z [72]

Vlastnosti PVA, jako jsou schopnost sitovani a hydrofilita, umoznuji jeho pouziti v nanovlak-
nech, coZ je zkoumano pro rizné biomedicinské aplikace. PVA je Siroce uznavan pro svou
schopnost vytvaret hydrogely, které 1ze pouzit v riznych medicinskych aplikacich, v€etné ob-
vazll na rany a kontaktnich ¢ocek, diky své schopnosti napodobit pfirozené tkdné a byt snadno
pfijiman lidskym télem.[56, 57] Jeho vlastnosti z néj ¢ini idealniho kandidata pro vyvoj bio-
kompatibilnich materialt, které maji kliCovy vyznam pro pokrocilé 1ékaiské oblasti, jako je
hemodialyza, systémy pro podavani 1€¢iv a implantovatelnd Iékarska zatizeni.

Krystalinita polyvinylalkoholu (PVA) je klicovym aspektem jeho pouziti v tkanovém inZenyr-
stvi. PVA je synteticky polymer s hydrofilnimi skupinami (-OH), ur¢itou urovni biodegradabi-
lity a vynikajici biokompatibilitou. Jeho vyroba se skldda ze dvou krokti: prvnim je radikalova
polymerizace vinylacetatu v alkoholovém roztoku, a druhym je ¢aste¢na hydrolyza polyviny-
lacetatu (PVAC).[58] Kontrolou stupné hydrolyzy lze ptipravit rizné stupné PVA polymeru,
coz ovliviiuje jeho rozpustnost, krystalinitu a chemickeé vlastnosti. PVA s nizkym stupném hyd-
rolyzy (degree of hydrolysis DH) ma vyssi rozpustnost ve vodé pii nizkych teplotach ve srov-
nani s PVA s vysokym DH. Pfitomnost reziduélnich acetatovych skupin, které jsou hydrofobni
povahy, oslabuje vnitini a mezimolekularni vodikové vazby sousedicich — OH skupin. U PVA
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s vysokym DH je nutné zvysit teplotu nad 70 °C, aby se PVA rozpustil ve vod¢. Piitomnost
rezidualnich acetatovych skupin také poméha krystalizovat PV A fetézce béhem tepelného zpra-
covani, coz ztézuje krystalizaci PVA s vysokym DH. [59]

Polyvinylalkohol (PVA) je znam pro své nekarcinogenni a netoxické vlastnosti, coz jej ¢ini
idedlnim pro Siroké vyuziti ve farmaceutickém a potravinarském sektoru jakozto obalovy ma-
terial nebo pojivo. Je schopny efektivné chranit produkty pfed vlhkosti a zaroveil pohlcovat
pach. Biomedicinské vyuziti, mezi néz patii i vyroba scaffoldii pro tkanové inzenyrstvi, vyuziva
biokompatability PV A, ktera se uplatituje i ve spojeni s nosic¢i 1é¢iv v systémech cilené dopravy
1é¢iv.[56] PVA v podob¢ hydrogeli se Casto vyuziva v tkafiovém inzenyrstvi, proto je poticba
PVA zesitovat pomoci fyzikalnich nebo chemickych metod.[62] Nanovlakenné PV A struktury,
které se zvlaknuji za pomoci elektrospinningu, se rovnéz aplikuji v tkanovém inZenyrstvi. Jed-
nou z hlavnich pfednosti PVA je moznost tvorby nanovldken piimo z vodnych roztokl. Nano-
vlakenné struktury z PVA vykazuji vyznamny potencial pro riznorodé aplikace v tkanovém
inzenyrstvi, véetné regenerace kosti, ktize, chrupavek a dalsich tkani.[60]

V tkanovém inzenyrstvi je stabilizace scaffoldl, zejména téch vyrobenych z polymert jako je
polyvinylalkohol (PVA), klicova pro udrZeni jejich strukturdlni integrity a funkénosti po im-
plantaci. Stabilizace lze dosahnout fyzikalnimi nebo chemickymi metodami, z nichz kazda na-
bizi rizné vysledky a strategie, které se upravuji dle pozadavka pro aplikace, mezi néz patii
napft. pevnost a rychlost degradace, mechanicka pevnost, biokompatibilita.

Chemické metody stabilizace: Chemické metody zahrnuji pfidani sit'ovacich ¢inidel,
které reaguji s funkénimi skupinami polymeru, ¢imz dochazi ke kovalentnimu propojeni fe-
tézcl. Dalsi metodou je modifikace postrannich funkénich skupin polymeru, které jsou reak-
tivni a dochazi tak vytvofeni kovalentni sité. Mezi béZzné chemické stabiliza¢ni techniky patii:

o Sitovaci ¢inidla: Chemikalie jako genipin nebo epoxidové slouceniny se pouZivaji ke
sitovani polymert. Reaguji s funkénimi skupinami na polymerovych fetézcich, ¢cimz
vytvareji stabilni kovalentni vazby, které zlepsuji mechanické vlastnosti a odolnost
vuci degradaci.

o Enzymatické sit’ovani: Vznik kovalentni vazby mezi specifickymi funkénimi skupi-
nami polymernich fetézct je katalyzovan enzymem. Tato metoda nabizi vyhodu vy-
soce specifického a casto mirnéjsiho procesu ve srovnani s ostatnimi chemickymi me-
todami.

Fyzikalni metody stabilizace: Fyzikalni metody stabilizace scaffold zahrnuji primarné
aplikaci vnéjSich fyzikalnich sil nebo podminek pro indukci zmén v polymerové struktuie bez
zmeény jeji chemické kompozice. Patii sem:
o Tepelna stabilizace: ZvySuje mechanickou pevnost a snizuje rozpustnost v biologic-
kych fluidech diky tepeln€ indukovanému vytvareni kiizovych vazeb mezi polymero-
vymi fetézci.

28



e Dehydratacni techniky: Odstranovani vody ze struktury scaffoldu, jako je lyofili-
zace, coz vede k ve€tsi porozité a mechanické stabilit¢ diky formovani tuzsi polyme-
rove site.

o UV zafeni: Expozice ultrafialovému svétlu mize vést k tvorbé kiizovych vazeb mezi
polymerovymi fetézci, ¢imz se zvySuje strukturdlni stabilita.

Vybér metody zavisi na pozadovanych vlastnostech kone¢ného scaffoldu, véetné jeho mecha-
nické sily, biodegradability a schopnosti podporovat pfilnuti a riist bun€k. Pochopeni interakci
mezi scaffoldovym materidlem a biologickym prostfedim je klicové pro vyber optimalni sta-
biliza¢ni metody.[61, 62]

Tepelna stabilizace polyvinylalkoholovych (PVA) nanovlakennych materialt je zasadni pro
zachovani jejich strukturdlni integrity a zvysuje jejich mechanické vlastnosti a snizuje roz-
pustnost, coz je kli¢ové pro aplikace v tkanovém inzenyrstvi. Tato metoda indukuje zmény

v polymeru PV A bez nutnosti pouziti chemickych ¢inidel, coz udrzuje biologickou aktivitu
vkladanych latek. Vysoké teploty pii tepelné stabilizaci vedou ke zvyseni krystalinity a k for-
movani pevnéjsi a stabilnéjsi struktury diky mezi fetézcovému propojeni, coz prispiva k pro-
dlouzeni doby uvoliiovani bioaktivnich latek a zlepSeni biomechanické stability. Tento proces
zaroven udrzuje poréznost a biokompatibilitu materialu, coz je zasadni pro GspéSnou integraci
scaffoldil s hostitelskymi tkdnémi a podporuje riist a regeneraci tkani. Zmény ve struktufe
PVA, jako je zvySeni krystalinity, maji vyznamny dopad na biologickou funkénost a trvanli-
vost materiall, coz umoznuje jejich $irsi pouziti v regenerativni medicin€ a tkanovém inze-
nyrstvi, zvySuje odolnost materidlu vici rozkladu a ptispiva k lepsi mechanické odolnosti

a odolnosti proti biodegradaci.[63, 64]

Fyzikalni sitovani zapficiluje vyssi stabilitu polyvinylalkoholovych nanovldken ve vodném
prostiedi, jako jest vyssi pomér krystalické faze, coz vede Kk jejich nizsi rozpustnosti. Vrchol
Vv této oblasti mize nalezet i C—O—C "stretching" vibracim. [76, 77] Vznik takové vazby
ve struktufe polyvinylalkoholu za pisobeni vysokych teplot miize probihat dvéma zptsoby.
Na obrazku 1.5 je vidét, Ze za pfitomnosti kyselé katalyzy miiZze pisobeni vysokych teplot vést
k zaniku hydroxylovych skupin, ale také ke vzniku etherovych mustkti mezi fetézci. [65, 66]

YR n

OH OH OH OH OH

OH OH OH -H>0 OH OH
/P\/l\/l\‘/]n/ /})\/L‘)\/‘?

Obrazek 1.5: Uginek tepelné stabilizace na PVA — tvorba etherovych miistki pievzato z [72]

Pti HT je upfednostiiovan zanik hydroxylovych skupit oproti vzniku etherovych mistku za po-
moci nukleofilni substituce. Studie [67] naznacuje, ze kdyZ se karbonylové skupiny nachazeji
Vv polyvinylalkoholu, mohou vzniknout acetalové a ketalové cyklické struktury, jez je zobra-
zeno na obrazku 1.6. Cyklické struktury by mohly vznikat za podminky, Ze tepelna stabilizace
vedla k tvorbé karbonylovych skupin. Kovalentni sitovani polymeru mohlo byt vyvolano
obéma zminénymi mechanismy vzniku vazeb C-O-C.
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Obrazek 1.6: Uginek tepelné stabilizace na PVA — tvorba cyklickych acetalovych a ketalo-
vych strukur mezi PVA a okyslicovani oxidace hydroxylovych skupin pievzato z [72]

1.9 Biologicky aktivni latky v tkanovém inZenyrstvi

Biologicky aktivni latky, véetn¢ antimikrobidlnich ¢inidel, maji klicovou roli v tkdfiovém inze-
nyrstvi, zejména v kontextu vyvoje pokrocilych obvazl pro hojeni ran. Moderni obvazové ma-
teridly, vyrobené pomoci technologie elektrostatické¢ho zvldknovani z polymerti, mohou obsa-
hovat rizné aktivni slozky, které podporuji hojeni ran. Tyto zvldknéné materialy maji riznou
velikost vlaken od desitek nanometrd po mikrometry. Spravny vybér biopolymert pro tyto vla-
kenné materialy muize vyrazng zlepsit hojeni ran ve srovnani s tradi¢énimi vlakennymi obvazo-
vymi materialy, jako je gaza. Tyto obvazy mohou byt specidln¢ upraveny tak, aby obsahovaly
byt uvoliiovany do ran a podporovat jejich hojeni. Hlavnim tc¢elem aktivniho obvazu (active
wound dressing, AWD) je kontrola biochemickych stavli rany za G¢elem podpory jejiho hoji-
ciho procesu.[68]

Antibiotika hraji klicovou roli v prevenci a 1é¢bé infekci ran, které mohou komplikovat proces
hojeni. V kontextu tkanového inzenyrstvi a vyvoje obvazil na rany se antibiotika ¢asto zaclenuji
do nanostrukturovanych materialti, jako jsou elektrostaticky zvlakiiované membrany, k dosa-
zeni lokalniho uvoliiovani 1é€iv a poskytnuti antimikrobidlni ochrany rany. Ciprofloxacin, gen-
tamicin, tetracyklin a stiibrny sulfadiazin jsou ptiklady antibiotik, které byly ispé$né zaclenény
do elektrostaticky zvlaknovanych membran[47]. Tyto membrany poskytuji kontrolované uvol-
novani antibiotik, ¢imz vytvareji aseptické prostiedi u mista rany a podporuji re-epitelizaci

a tvorbu nové tkan¢.

Vyskyt bakteridlni rezistence proti antibiotikiim je vdznym problémem ve veiejném zdravot-
nictvi, ktery se stava ¢im dal tim vétsi hrozbou. RozSifené pouzivani antibiotik vedlo k vyvoji
mnohocetnych rezistentnich kmenti bakterii, v€etné tzv. super-bakterii, které jsou odolné viici
téméf vSem dostupnym antibiotikiim.[69] Proto je potieba vyvijet a zkoumat nové typy antibi-
otik, proti kterym jesté bakterie nemaji rezistenci jako je naptiklad LPPO.

Lipofosfonoxiny

Lipofosfonoxiny (LPPO) jsou malé syntetické antibakteridlni slouceniny, které cili na cyto-
plazmatickou membranu a prokazuji signifikantni antibakterialni aktivity proti Sirokému spek-
tru bakterii, véetné viceCetnych rezistentnich kmeni, bez vykazovani cytotoxicity na lidské
bunky v baktericidnich koncentracich. Existuji dvé generace LPPO: prvni generace (LPPO I)
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efektivné plisobi proti Gram-pozitivnim bakteriim, zatimco druha generace (LPPO II) rozsituje
svoji aktivitu i na Gram-negativni bakterie. Oba typy LPPO tvofi oligomerické vodivé pory

a permeabilizuji bakterialni membranu citlivych bunék, pfi¢emz jejich aktivita neni ovlivnéna
hodnotou membranového potencidlu cilové membrany, coz umoziiuje G€innost i proti persiste-
rovym bunkam.[70, 71]

Neucinnost LPPO I vii¢i gram-negativnim bakteriim se pfipisuje bariérové funkci vnéj$i mem-
brany s lipopolysacharidy (LPS), kterou LPPO I neni schopné efektivné piekonat, a ptitomnost
LPS v liposomech vyznamné snizuje jejich aktivitu. Antimikrobidlni u¢inek LPPO je dale
ovlivnén fosfolipidovym slozenim cilové membrany, kde vyssi podil fosfolipidli s neutralnim
nabojem, jako je fosfatidylethanolamin nebo fosfatidylcholin, snizuje permeabiliza¢ni poten-
cial LPPO.[70]
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Obrazek 1.7: Dvé generace LPPO (A) prvni a (B) druhé a vzorce jejich pfevzato a upraveno
podle [72]

Byly syntetizovany a testovany dv€ generace LPPO, pfi¢emz dalsi upravy vedly k druhé gene-
raci s vylepSenou antibakterialni aktivitou jak proti gram-pozitivnim, tak gram-negativnim bak-
teriim. Vybrané slou¢eniny druhé generace LPPO byly uspéSn¢€ hodnoceny jako antibakterialni
piisady do kostniho cementu, coZ ukazuje jejich potencial v medicinském vyuziti.[71]
Konven¢ni obvazové materialy, jako jsou gaza, polymerni banddz nebo vata, nemohou zabranit
vysychani loZiska rany a bakteridlni infekci a vyzaduji vyménu, coz €asto vede k poskozeni
hojiciho se tkanég. Proto je vyvoj aktivniho antibakteridlniho a podporujiciho opravu/regeneraci
obvazu (napf. prostiednictvim kmenovych/progenitornich bun¢k nebo ristovych faktori), ide-
alné biodegradovatelného, kli¢em k dalsi terapii sméfujici k normalnimu hojeni plné kontrolo-
vanym zpusobem.[70, 71]

Mikroorganismy se mohou vyvijet rezistenci vi¢i konvenénim antimikrobidlnim lé¢ivam.
Nicméné, na zaklad¢ struktury a mechanismu G¢inku odlisného od klinicky pouZivanych anti-
biotik, je mén¢ pravdépodobné, Ze mikroby vyvinou kiizovou rezistenci vii¢i LPPO. Vzhledem
k potencialnimu vyuziti elektrostaticky zvlaknovanych nanovlakennych scaffoldii v medicin-
skych aplikacich, jako je hojeni ran a dodavani 1éciv, byly obvazové materidly na bazi PCL
nabity LPPO otevieny novym horizontim smérem k novym piistuptim kontroly infekce ran.
Tento novy koncept byl ovéten na modifikovaném modelu mysi s naruSenym hojenim ran zpt-
sobenym Staphylococcus aureus a fadou in vitro experimentli provedenych na keratinocytech
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a fibroblastech.[71] Interakce mezi biologickou latkou je vSak vzdy véci konkrétni dvojice a je
tak nadale potfeba testovat rizné kombinace LPPO a polymerniho nanovldkenného scaffoldu.
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2 Prakticka cast

Zadani bakalaiské prace bylo fakticky obdobné jako u Bc. Hole¢ka [72], prace ale probihala
Vv jinych podminkach, které doporucil v zavéru své prace Be. HoleCek dale prozkoumat. Prace
byla nalezité provedena dle zadani. Dusledek bylo pouziti stejnych experimentalnich postupt,
jenz pouzil Be. Hole¢ek, coz se projevuje v popisné Casti textd, kde se popisuji pouzité metody.
Timto byly ziskany originalni vysledky a nasledné byly originaln¢ diskutovany.

2.1 Pouzité chemikalie a roztoky

Tabulka 2.1: Seznam pouzitych chemikalii

Chemikalie

Firma

Zvlakinovaci roztoky PVA

Mowiol: 125 000 g/mol, stupent hydrolyzy 98—
98,8 %

Merck, Némecko

Ustav organické chemie a biochemie AV

Lipofosfonoxin DR6180 (LPPO) CR
Destilovana voda pro HPLC (dH20) VWR International
Ethanol 96 % (C2HsOH) Penta, CR
Fosfatovy pufr (PBS)
NaCl Analytika Praha, s.r.o., CR
KCI Analytika Praha, s.r.o., CR

Na:HPO4 - 12H20

Analytika Praha, s.r.o., CR

(KH2POy)

Analytika Praha, s.r.o., CR

pH standardy 4.01; 7.00; 10.01

Hamilton Bonaduz AG, Svycarsko

Barveni pro spektrofotometrii

H3BO3 Merck, Némecko
I2 Lachema, CR
KI Lachema, CR

Tabulka 2.2: Seznam pouzitych roztoka

Roztok SloZeni
dH20 900 ml
o KCI 0,29
Fosfatovy pufr PBS (1000
ml) NaCl 8¢
NaxHPO, -
12H,0 3,69
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KH2PO4 0,249

Upravit pH roztoku pomoci HCI na hodnotu 7,4. Poté doplnit objem vodou do 1000 ml

o ) PVA 409
ZVlakII;({\/IZQ( Zgétgl; 10 % dH,0 324 g
C2HsOH 360
LPPO 0,5263 g
° 0/(01:52';0 dH.0 8,5263 ¢
C2Hs0 0,9473 g
PVA 109
Zvléknovaci roztok 10 % dH,0 729
PVA +
5% LPPO (100 g) C2Hs0 8¢
5% LPPO 10 g
Roztok HsBOs 40 g/l (1000 dH20 1000 mi
ml) HaBO3 409
dH.0 1000 mi
Roztok I> + KI (1000 ml) P 12,79
Kl 25 g

2.2 Pouzité pristroje a programy

Tabulka 2.3: Seznam pouzitych pfistrojii a programii

Pristroje a programy Vyrobce
Nanospider™ NS 1WS500U Elmarco
Skenovaci elektronovy mikroskop Vega 3 TESCAN
Laboratorni vahy PA224C OHAUS Corporation
Laboratorni inkubator Q-cell 140/40 Basic POL-LAB
pH metr FiveEasy Plus Mettler-Toledo
Ptistroj pro nanaSeni tenké vrstvy zlata Quorum Q150R S Plus ;Qilégrum Technolo-
Lednice LCv 4010 Liebherr
Infracerven}f spektroskop s Fourierovou Nicolet iZ10 Th_erm_o_Flsher
transformaci Scientific
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Laboratorni suSarna TCF 120 Plus Giorgio Bormac

Software pro analyzu obrazl ImageJ Fiji Contributors

Jazykovy model pro editaci texta GPT-4 OpenAl

Microsoft Office Standart |Microsoft Corpora-

2016 tion
Software pro tvorbu graft, tabulek

GraphPad Prism 8.0.1 GraphPad Software

Priprava roztoki pro zvlaknovani

Pro proces zvlaknovani byly namichany dva druhy roztokt s polymerem. Prvni byl pouzit pro
zvlaknéni materialu z Cistého polyvinylalkoholu (PVA) a druhy byl vyroben z PVA spolu s pii-
davkem lipofosfonoxinu DR6180 (LPPO). Vybér 10% koncentrace PVA v rozpoustédlové
smési voda:ethanol byl inspirovan studii [62] avSak s modifikaci poméru rozpoustédel na 9:1
hmotnostni pomér. K vyrobé 100 g této smési bylo k 10 g PVA ptidano 81 g destilované vody
(coz odpovida 81 ml) a 9 g ethanolu (coz odpovida 11,41 ml). Dokud se Gpln€ polymer neroz-
pustil, byla tato smés zahtivana na 90 °C, a to po dobu ¢tyt az Sesti hodin. Nasledné byl roztok
pred jeho dal§im pouzitim ponechan pii pokojové teploté.

K vyrobé nanovlakenného materialu z PVA s 5% piimési LPPO bylo pouzito 50 g 10% roztoku
PVA ve stejné smési voda:ethanol (9:1). Uvodné bylo 5 g PVA rozpusténo ve 31,25 g destilo-
vané vody (coz odpovida 31,25 ml) a 4 g ethanolu (coz odpovida 5,07 ml) pfi 90 °C. Roztok
byl nasledné ponechan pfi pokojové teplote, nez se jeho teplota ustalila a poté do n¢j bylo vmi-
chano 5 g 5% roztoku LPPO, ktery byl pfipraven rozpusténim 0,25 g LPPO ve 4,75 g destilo-
vané vody (coZ odpovida 4,75 ml). Tento roztok byl nasledn€ uchovavan pti pokojové teplote
az do momentu jeho vyuziti pro zvlaknovani.

Stejnosmérné elektrické zvlaknovani

Proces zvldknovani byl proveden Ing. Maximem Lisnenkem z Katedry chemie na Fakulté Pii-
rodovédecké Technické Univerzity v Liberci. VyuZitim metody stejnosmérného elektrického
zvlakiiovani na zatizeni Nanospider™ byly vyrobeny nanovlakenné struktury. Findlni nanovla-
kenna struktura byla vytvofena dvojim procesem zvlaknovani na specifickou zakladni podkla-
dovou textilii. Po dokonc¢eni prvniho kola zvlakinovani byla podkladova textilie znovu pieto-
Cena na zacatek a byl jesté jednou opakovan proces zvlakinovani. V tabulce 2.4 jsou uvedeny
detailni podminky a parametry pro proces zvlaknovani bez ptidavku experimentalniho antibio-
tika. A v tabulce 2.5 je to samé pro material s pfidavkem aktivni latky.

Tabulka 2.4: Nastaveni zafizeni na vyrobu polyvinylalkoholovych nanovlaken

Parametr Hodnota

Elektrické napéti elektrod [kV] Zvlaknovaci (struna) 35-40
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Sbérna (kolektor) -10
Vzdalenost elektrod [mm] 175-180
Privlak [mm] 0,7
Odotah textilie [mm/min] 7-13
Odtah struny 30
Rychlost cartrige (davkovani) [mm/sec] 290-335
Teplota [°C] 20,8-22
Vlhkost [%] 20-22,4

Tabulka 2.5: Nastaveni zafizeni na vyrobu polyvinylalkoholovych nanovlaken s LPPO

Parametr Hodnota
Elektrické napéti elektrod [kV] Zvlaknovaci (struna) 48
Sbérna (kolektor) -10
Vzdalenost elektrod [mm] 161
Pravlak [mm] 0,7
Odtah textilie [mm/min] 10
Odtah struny 14
Rychlost cartrige (davkovani) [mm/sec] 350
Teplota [°C] 21
Vlhkost [%] 22

2.4 Tepelna stabilizace nanovlakennych materiala

Aby bylo mozné tepelné stabilizovat material pomoci vysoké teploty (HT) musely byt nejdiive
pfipraveny vzorky, které pfedtim prosly zvlaknovacim procesem. Od podkladového materidlu
byla opatrn¢ oddélena nanovlakenna vrstva, ze které byl poté vystiizen vzorek o hmotnosti 10
+ 0,2 mg. Bylo pfipraveno celkem pét vzorkll, coz bylo vyZzadovano pro kazdou nastavenou
teplotni podminku, aby bylo mozné provést nékolik dalsich analyz, pro které byl vzdy vyzado-
van alespon jeden vzorek. Tyto vzorky obsahovaly jeden spole¢ny vzorek pro studium morfo-
logie a pro provedeni infraervené spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR), jeden
vzorek pro diferencialni skenovaci kalorimetrii (DSC), a tfi vzorky urcené k analyze rozpust-
nosti a uvoliovani aktivnich slozek metodou spektrofotometrie. Kazdy ze vzorkt byl umistén
do sklenénych Petriho misek, nasledné byly misky vlozeny do susarny nastavené na pozadova-
nou teplotu HT (120, 130, 140 a 150 °C). Suseni vSech vzorka v suSarné trvalo 1 hodinu.
Tyto vzorky byly nasledné uchovavany pii pokojové teploté az do momentu jejich vyuziti k na-
slednym analyzam.
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2.5 Analyza morfologie materialii pomoci elektronové mikro-
skopie

Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM) byla vyuzita k pozorovani ucinku tepelné stabili-
zace na strukturu materiald. Materialy byly pozorovany pfi riznych trovnich zvétSeni (500%,
1000x, 3000%, 5000x), pfi¢emz urychlovaci napéti bylo nastaveno na 15 kV. Oboustranna le-
pici paska byla pouzita pro peclivé ptilepeni vzorki na kovové podlozky pted pozorovanim
struktury za pomoci SEM. Kazdy material byl reprezentovan dvéma Usttizky, zastupujicimi
jeho obé strany (rub a lic). Jelikoz pro SEM analyzu musi byt vzorky vodivé, byly na podlozky
s materialy aplikovany tenké vodivé zlaté vrstvy po dobu 2 minut s vyuzitim zatizeni Quorum
Q150R S Plus. U obou stran vzorki bylo pofizeno pii zvétseni 5000 alespon pét fotografii pro
kazdy typ materialu.

Pro méfeni pruméru vlaken bylo vyuzito Softwaru Image J, kdy u kazdého stabilizovaného i
nestabilizovaného materialu bylo zméteno alespont 50 primért vlaken. Méfeni bylo provadéno
tak, Ze se na kazdé fotografii pii zvétSeni 5000x zméfil primér vldken podél vybrané diagonaly.
Program GraphPad Prism verze 8.0.1 byl vyuzit k analyze a nasledné vizualizaci priméri vla-
ken ve formé& histograml. Smérodatna odchylka (SD) byla prezentovana u kazdého stfedniho
praméru vlaken pozorovanych materiali.

2.6 Analyza rozpustnosti PVA a uvoliiovani aktivni latky po-
moci spektrofotometrie

Spetrofotometrie jako metoda analyzy byla vyuZzita na zkoumani u¢inku HT na uvolnovani
PVA nanovlaken v roztoku PBS i na zkoumani rychlosti uvoliiovani LPPO z materialu.

Priprava vzorki

Tti vzorky kazdého ze stabilizovanych materialti s hmotnosti 10 + 0,2 mg (vaha ur€ena pied
procesem tepelné stabilizace) byly vzaty pro kazdou zkoumanou teplotu stabilizace. Stejnym
postupem probihal tento proces i pro nestabilizovany material a jeho vzorky byly pouzity jako
odpovidajici negativni kontroly. Do kazdé 2ml mikrocentrifuga¢ni zkumavky byl umistén je-
den vzorek, ke kterému bylo pfidano 1 ml fosfatového pufru (PBS) s koncentraci 0,02 % azidu
sodného. Tyto vzorky byly nasledné inkubovany pfi teploté¢ 37 °C. Vzorky byly pravidelné
odebirany pro stanoveni koncentrace rozpusténého PVA v casech 1, 2, 4, 6, 8, 24, 72 a 168
hodin po zah4ajeni inkubace. Odbér vzorka spocival ve vyjmuti 200 ul z roztoku kazdé zku-
mavky v pfedem stanovenych ¢asovych intervalech, pii¢emz tento objem byl umistén do nové
0,5 ml mikrozkumavky. Objem odebraného roztoku ve zkumavce byl doplnén 200 pl PBS s
0,02 % azidem sodného. Thned po odbéru byly vzorky odebraného roztoku zmrazeny a ucho-
vavany pii teploté —20 °C a ¢ekaly zde az do dalsi ¢asti experimentu.

Analyza rozpustnosti PVA

Postup spektrofotometrie, ktery je popsan [73] a navazuje na piedeslé studie Pritcharda a Aki-
ntoly [67] byl vyuzit pro zméfeni koncentrace PVA ve vzorcich. Zakladem této metody je
tvorba barevného komplexu mezi PVA a jodem v kyselém prostiedi borité kyseliny. Dle Prit-
charda a Akintoly [73] borita kyselina reaguje s hydroxylovymi skupinami v PVA, ¢imz
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dochazi k formovani cyklickych esterti, které omezuji flexibilitu polymerového fetézce a umoz-
nuji formovani barevnych komplexii podobnych tém, které vznikaji mezi amyl6zou a jodem.
Absorbance, ktera nalezi vinové délce viditelného svétla 630 nm byla méfena po vytvoreni
modrozelen¢ho komplexu.

Zaklady prace Ing. Maxima Lisenka poskytly postup k desetinasobnému fedéni vzorku, které
bylo nutné z divodu vysoké koncentrace PVA ve zkoumanych vzorcich. Pro dalsi vypocet
uvoliovani bylo potieba vytvofit kalibra¢ni kiivku pro desetinasobné fedéni ze zavislosti ab-
sorbance viditelného svétla o vinové délce 630 nm na koncentraci PVA (viz obrazek 2.1). Za
timto ucelem byla pfipravena série kalibracnich roztokd PVA s koncentracemi 0; 0,05; 0,1;
0,25; 0,5; 1; 2; 3; 4 a 5 mg/ml, pficemz roztok s 0 mg/ml, ozna¢ovany jako slepy vzorek, obsa-
hoval pouze destilovanou vodu. Méfeni kazdého kalibra¢niho roztoku bylo provedeno tiikrat.
Pro indukci barevné reakce bylo do kazdé jamky mikrotitracni desky (96 jamek) pipetovano
37,5 ul roztoku I> + KI a 187,5 ul borité kyseliny (40 g/1), nasledovano pridanim 45 ul destilo-
vané vody a 5 ul testovaného vzorku, ¢imz bylo dosazeno desetinasobného fedéni. Méfeni ab-
sorbance ze spektra viditelného svétla pii 630 nm nasledovalo po diikkladném promichani
vzork.

Kalibrac¢ni krivka PVA (10x redéni)
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Obrazek 2.1: Kalibra¢ni kiivka PVA pro 10-ti ndsobné fedéni (absorbance svétla pii 630 nm
zavisla na koncentraci polyvinylalkoholu v mg/ml)

Pouze desetinasobné fedéni u nékterych vzorkl nestacilo, jelikoz jejich koncentrace byla piilis
tak nachazely nad horni hranici méfitelného rozsahu spektrofotometru. Tyto vzorky bylo po-
tieba jesté jednou ziedit, a to na dvacetindsobné zfedéni. K méfeni s timto stupném fedéni byla
vytvoiena nova kalibra¢ni kiivka pro koncentrace 0; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 1;2; 3;4; 5a 10 mg/ml
(viz obrazek 2.2). Kazdy kalibracni roztok byl znovu tiikrat testovan. K obdrzeni barevného
komplexu bylo napipetovano do jamek mikrotitra¢ni desticky 37,5 ul roztoku I> + Kl a 187,5
ul roztoku H3BO3 (40 g/1), k nimz bylo pfipipetovano 47,5 ul destilované vody a 2,5 pl testo-
vaného vzorku, coz zajistilo dvacetinasobné fedéni. A poté byla stanovena absorbance viditelné
slozky elektromagnetického spektra pti vinové délce 630 nm.
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U kazdé hodnoty z kalibra¢ni fady byly naméfeny ti'i hodnoty absorbance, z nichZ byl vypo¢itan
pramér. Od tohoto priiméru byla odec¢tena priimérna hodnota absorbance slepého vzorku. Vy-
pocitané hodnoty absorbance byly pouzity pro sestaveni kalibra¢ni kiivky. Pfi hodnoceni sa-
motnych vzorkl byla od namétené absorbance kazdého vzorku odeCtena primérna hodnota
absorbance slepého vzorku a pomoci regresni rovnice z kalibra¢ni kiivky byla uréena koncen-
trace PVA v testovaném vzorku. Z niz byl umoznén vypocet celkové hmotnosti rozpousténé¢ho
PVA v objemu 1 ml pouzitého roztoku. Primérnd hmotnost uvolnéného PVA a stanoveni jeji
smérodatné odchylky byla spocitana u tiech vzorki z kazdého testovaného materidlu.

Kalibra¢ni krivka PVA (20x redéni)
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Obrazek 2.2: Kalibracni kiivka PVA pro 20-ti ndsobné fedéni (absorbance svétla pii 630 nm
zavisla na koncentraci polyvinylalkoholu v mg/ml)

Analyza uvolfiovani LPPO

Pro experiment bylo vybrano experimentalni antibiotikum Lipophosphonoxin DR6180, které
pohlcuje ultrafialové zateni s vinovou délkou 260 nm, a tim je mozné pomoci spektrofotome-
trické analyzy spocitat hmotnost uvolnéného LPPO. Na obrazku 2.3. Ize vidét kalibraéni kiivku,
ktera byla vytvorena za pomoci kalibraénich roztoki o koncentracich od 0 do 1000 pg/ml. Cista
destilovana voda byla zvolena pro roztok o koncentraci 0 pg/ml.
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Kalibracni krivka LPPO
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Obrazek 2.3: Ktivka kalibrace lipophosphonoxinu (absorbance svétla pii 260 nm zavisla na
koncentraci lipophosphonoxinu v pg/ml)

Me¢fteni kazdého kalibracniho roztoku bylo provedeno tfikrat. Aby bylo mozné provést spektro-
fotometrické méfeni, bylo do kazdé z 96 jamek mikrotitraéni desti¢ky napipetovano100 pl tes-
tovaného vzorku, a nésledné byla stanovena absorbance pii 260 nm.

Z metodiky pouzité k analyze rozpustnosti PVA byl odvozen i postup K vytvoreni kalibrac¢ni
ktivky pro aktivni latku LPPO. Vzorky nanomaterialu z polyvinylalkoholu s obsahem experi-
mentalniho antibiotika byly podrobeny jak ke stanoveni uvolinovani LPPO, tak 1 k analyze roz-
pustnosti PVA. Pii vypracovavani kalibra¢ni kiivky bylo potieba z celkové hodnoty absorbance
nanomaterialu odecist jak absorbanci vody, tak PVA s mirnym absorpénim peakem v oblasti
260 nm, abychom se dostali k ¢isté hodnoté absorbance LPPO. K tomuto tcelu byla vyhoto-
vena dalsi kalibracni kiivka ukazujici vztah mezi absorbanci UV zafeni pii 260 nm a koncen-
traci PVA (viz obrazek 3.4). Kalibra¢ni roztoky o koncentracich od 10 do 100 mg/ml zde byly
méfeny tiikrat. Na zaklad¢ kalibracni kiivky pro LPPO byla dopfedu uréena absorbance vody
pfi této vinové délce. Poté byla odectena absorbance vody a PVA z celkové naméfené absor-
bance diky jiz zjisténé koncentraci PVA ve vzorcich. Rovnice pro linearni regresi z grafu ka-
libra¢ni kiivky nasledné umoznila zjistit koncentraci aktivni latky ve zkoumaném vzorku. Na-
¢ez byla stanovena stoupajici hmotnost LPPO v celkovém objemu pufru. Z hodnot ziskanych
ze vzorkl pfi riiznych teplotach stabilizace byla ur€ena primérnd hmotnost uvolnéné aktivni
latky a jeji smérodatna odchylka.
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Kalibraéni krivka PVA (pro UV oblast)
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Obrazek 2.4: Kalibra¢ni kiivka polyvinylalkoholu pro oblast UV zafeni (absorbance svétla pii
260 nm zavisla na koncentraci PVA v mg/ml)

2.7 Analyza chemickych a strukturnich zmén materiali pomoci
infracervené spektroskopie s Fourierovou transformaci

Fyzikalni metoda spektroskopie infraéerveného zatreni pracuje s pohlcenim infraerveného za-
feni pfi pruchodu vzorkem. Pohlceni zafeni ve vzorku vyvolava vibraéni a rotaéni zmény v mo-
lekulach a mize ovlivnit jejich dipdlovy moment a jeho ptipadnou zménu. Modulovany svazek
zateni, jenz prosel skrz vzorek a jeho interferogram je analyzovan pomoci infraervené spek-
troskopie s Fourierovou transformaci. Na klasické infradervené spektrum svételného zateni,
které zobrazuje zavislost pohlcené nebo proslé energie na vino¢tu nebo vinové délce zaieni, je
interferogram transformovan pomoci Fourierovy transformace. Specifi¢nost infracerveného
spektra zatreni pro kazdou molekulu a podobajici se absorp¢ni charakteristiky slouzi k identifi-
kaci funkénich skupin.

K identifikaci vzorkd, jejichz spektra pii pokojové teploté a rozsahu vlno&tii 600-2000 cm™*
vyuzila k analyze na oddé€leni nanochemie CXI TUL Ing. Jana Miillerova, Ph.D., poslouzil di-
amantovy krystal ATR (attenuated total reflection).

2.8 Analyza krystalinity materiali pomoci diferencialni skeno-
vaci kalorimetrie

Pro zkoumani tepelnych charakteristik materialii slouzi diferencialni skenovaci kalorimetrie
(DSC). Soubézné ohtivani nebo ochlazovani zkoumaného a referen¢niho vzorku pii konstantni
rychlosti je méfeno pomoci této metody, kdy se méfi rozdily u obou vzorkti v mnozstvi tepla,
které je potfebné k udrzeni stejné teploty. Teplotu endotermického tani materialu (Tm), teplotu
skelného ptechodu (Tg) a exotermické reakce krystalizace (Tc), mlizeme posoudit z pribéhu
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kiivky DSC. Plocha pod peakem v teplotni oblasti Tc, ktera stanovuje krystalinitu materialu,
muze byt urCena také touto metodou.

Metoda méfeni obsahovala vazeni malého mnozstvi materialu (3,2-4,2 mg), jenz bylo uloZeno
na dno hlinikového kelimku o objemu 25 pl. Tyto kelimky byly ndsledné hermeticky uzavieny
a pred métenim byly vzorky materidlu zalisovany. Méteni bylo realizovano v inertni atmosféie
dusiku pfi pratoku 50 ml/min a teplotnim rozsahu od -20 °C do 260 °C s rychlosti ohfevu 10
°C/min. Tento rozbor byl proveden Ing. Lubosem Bé&halkem, Ph.D., z Katedry strojirenské
technologie FS TUL.
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3 Vysledky a diskuze

Studium tepelné stabilizace nanovldkennych materialti, jez jsou na bazi polyvinylalkoholu
(PVA) s inkorporovanou biologicky aktivni latkou LPPO bylo tématem této bakalaiské prace.
V oblasti tkdnového inzenyrstvi se nanovlakna vyrobena z PV A uplatiiuji zejména pro vyrobu
koznich krytl ran a scaffoldl, a to piredevsim kvili jejich rozpustnosti ve vodném prostredi.
Rozpustnost je klicova vlastnost pii vyrobé nanovlaken z vodného polymerového roztoku,
ktery muze byt funkcionalizovan biologicky aktivni latkou. Tyto latky by ale v organickém
rozpoustédle mohly ztratit své funk¢ni vlastnosti. Bohuzel nizka stabilita ve vodném prostiedi
tek. Tepelna stabilizace vysokymi teplotami (HT) je jedna z hlavnich fyzikalnich metod, ktera
je vyhodna za urc€itych okolnosti pro stabilizaci zvlaknénych materiali na bazi PVA. Tepelna
stabilizace nepfedstavuje riziko pro zdravi clovéka pti medicinském pouziti na rozdil od che-
mickych metod stabilizace, jako je vyuziti sitovacich ¢inidel, jez mohou byt toxicka. Tepelna
stabilita experimentalniho antibiotika lipofosfonoxinu DR6180 (LPPO) poskytnutého Ustavem
organické chemie a biochemie AV CR ho ¢&ini vhodnym kandidatem pro funkéni modifikaci
nanovlakennych materialt, které jsou podrobené tepelné stabilizaci.

3.1 Priprava a charakteristika nanovlakennych materialu
z PVA a PVA + LPPO

V experimentalni ¢asti byl zvlaknén nanovlakenny material metodou elektrického zvldknovani
z 10 % roztoku PVA. Zvlaknovani na zvoleny podklad bylo ptipraveno ve dvou krocich, kde
byla nanesena druhd vrstva pfimo na prvni z divodu dosazZeni poZzadované plosné hmotnosti
kompaktni vrstvy u nanovlaken. Plosna hmotnost 32,42 + 3,57 g/m?byla dosaZena u materialu
z PV A bez aktivni latky, zatimco plo$§na hmotnost u materialu s pfidavkem LPPO byla 27,82 +
2,55 g/m?. V suseném materidlu dosahoval teoreticky obsah LPPO 5 hm %.

Tabulka 3.1: Tepelné nestabilizované nanovlakenné materialy a jejich stfedni priméry vlaken

Material Primér [nm]
PVA 488 + 183
PVA +5 % LPPO 450 + 165

Zvlakiovaci proces technologie Nanospider™ vytvotil materidl PVA, u kterého se pohybovala
chyba plosné hmotnosti ptiblizn€ 10 %, nebot’ zvldknovani na podkladovou textilii probiha
V jeji prostiedni ¢asti. Primér hodnot plosné hmotnosti u materidlu PVA je vytvofen pouze ze
tfi hodnot a ne 5 jako je to u materialu s ptfidavkem LPPO. Obrazek 3.1 znézorfiuje snimek a
histogram distribuce priimért vlaken. Jsou zde vidét Gtvary v podobé kapek, ke kterym doslo
nejspise neuplnym vypatrenim rozpoustédla, zejména vody, jez neni tak tékava jako jsou orga-
nicka rozpoustédla a hiife se proto odparuje. Dalsi drobné defekty, jako je shluknuti nékolika
vlaken dohromady, nejspise zapficinila lokaln€¢ zvysena intenzita elektrického pole, jez muze
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vystielit kapku rozpoustédla. Tato kapka se miize ¢aste¢né rozpustit pti dopadu na zvlaknény
material.
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Obrazek 3.1: Snimky PV A nanovlaken bez a s obsahem lipophosphonoxinu ze SEM (métitko
stanoveno na 10 um) spolu s distribuci pramért vlaken zanesené do histogramui

Metodou analyzy FTIR byla stvrzena v nanovlakenném materialu piitomnost experimentalniho
antibiotika LPPO. Na obrazku 3.2. je znazornén interferogram pied a po stabilizaci vSech PVA
nanovlaken s 1 bez aktivni latky LPPO a také infrac¢ervené spektrum pouzitého LPPO DR6180.
Mezi rozsahem vlnoétii od 1 600 cm™ do 1750 cm™ zapiicifiuje obsah aktivni latky v nanovlak-
nech PVA + LPPO viditelny rozdil v infraéervenych spektrech.

Tato PV A nanovlakna byla dale vyuzita k vyrobé vzorkd, jez byly nasledné podrobeny tepelné
stabilizaci.
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Obrazek 3.2: FTIR metoda analyzy: spektum infracervené slozky svétla PVA nanovldken,
PVA+LPPO nanovlaken bez HT a pouzitého LPPO DR6180 (LPPO)

3.2 Tepelna stabilizace nanovlakenného materialu z PVA a PVA
+ LPPO

Kapitola 2.4 popisuje postup tepelné stabilizace, jejiz parametry pouzité v této bakalaiské praci
byly jiz pfedem navrzeny v bakalaiské praci Bc. HoleCka [72]ktera se zabyva stabilizaci PVA
nanovlaken pomoci vysokych teplot. Na doporuceni v zavéru této jeho prace byly pro tepelnou
stabilizaci zvoleny teploty 120, 130, 140, a 150 °C a ¢as 1 hodina.

Dopad HT na vlastnosti zkoumanych materialt ilustruji vysledky analyz, jez jsou prezentovany
Vv nésledujici ¢asti. Nanovlakenny material z PVA zde bude pro zjednoduSeni oznacovan jako
PVA nanovlakna a nanovlakenny material z PVA s ptidavkem LPPO bude oznacovan jako
PVA + LPPO nanovlakna. Vzorky, které byly tepelné stabilizovany, budou popisovany jako
PVA X, kde ,,X“ oznacuje teplotu stabilizace. VSechny tepelné stabilizované materialy s aktivni
latkou budou identifikovany jako PVA + LPPO X (X = teplota stabilizace), naptiklad PVA +
LPPO 120 °C 1 h oznacuje material, ktery byl stabilizovan pfi teploté 120 °C po dobu jedné
hodiny. Cas jiz dale nebude nijak uréovan, protoze doba stabilizace je pro vsechny vzorky
stejna.

Po tepelné stabilizaci materiald bylo vyuzito dalSich metod analyzy. VnéjSi zmény povrchl
nanovladken byly skenovany pomoci elektronové mikroskopie (SEM) a zmény v uvolnovani
PVA byly méfeny spektrofotometrii. Chemické zmény a zmény struktury materialti byly zkou-
many za pomoci Fourierovy transformacni infracervené spektroskopie (FTIR). Hodnoty ental-
pie pro vypocet zmén v krystalinité¢ polymeru byly detekovany diferencialni skenovaci kalori-
metrii (DSC).
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Analyza morfologie PVA nanovliaken po HT

Kapitola 2.5 se detailné¢ zamé&fuje na analyzu morfologie, diky které nebyla zaznamenana sig-
nifikantni zména v pramérech vlaken pod zddnymi z testovanych podminek tepelného zpraco-
vani (HT). VétSina materialti vykazovala stfedni pramér vlaken mezi 500 nm a 600 nm, jak je
uvedeno v tabulce 3.2. Stfedni praméry vlaken s obsahem LPPO se pohybovaly v rozmezi 490
nm az 550 nm. Vysledky této analyzy ukézaly, ze tepelna stabilizace (HT) nezptisobila zadné
signifikantni zmény ve stfednich primérech vlaken.

Tabulka 3.2: Tepelné stabilizované nanovlakenné materialy a jejich stiedni praméry vldken

Material Primér [nm]
PVA 120 °C 542+204
PVA 130 °C 503+165
PVA 140 °C 601+201
PVA 150 °C 523+160
PVA +5 % LPPO 120 °C 504+157
PVA +5 % LPPO 130 °C 547+157
PVA +5 % LPPO 140 °C 501+169
PVA +5 % LPPO 150 °C 489+148

Z hodnot praméra vlaken zvlaknénych materiald mizeme fici, ze ptidavkem LPPO se nijak
vyrazné nezménil pramér vlaken, coz rozporuje zjisténi Bc. Holecka[72]. PVA + LPPO nano-
vlakna se ale na snimcich ze SEM zdaji byt mensi. Vysledek pramért vlaken toto ale nenazna-
cuje.
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Tabulka 3.3: Snimky PVA nanovlaken ze SEM (m¢éfitko stanoveno na 10 um) spolu s distri-
buci prumért vlaken zanesené do histogrami

HT | SEM snimek vzorku Histogram praméra vlaken
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Tabulka 3.4: Snimky PV A nanovlaken s obsahem LPPO ze SEM (m¢fitko stanoveno na 10
um) spolu s distribuci priméra vlaken zanesené do histogrami

HT

SEM snimek vzorku

PVA +5 % LPPO

Histogram priméra vlaken

PVA +5 % LPPO 120 °C

PVA + 5% LPPO
60

40

Cetnost

20

0_

P LSS ELELEE LSOO
D PR ECE PSPPSR

Pramér vlaken [nm]

PVA +5 % LPPO 130 °C

PVA + 5% LPPO 120°C

60

— 40
0
o
£
S

204

0_

PLLELLLLLLLLLLS
WAMIVAVSOECAOECACEOAOAGAGKN
N%%b%bﬂ%%@&@&&
Pramér vlaken [nm]
PVA + 5% LPPO 130°C

60

— 404
[%2]
o
£
3

204

0-

O LLELESLSLELLELSLSLLSL L
S ORI S GYEOY

Pramér vliaken [nm]

49




Cetnost

PVA +5 % LPPO 140 °C

PVA + 5% LPPO 140°C

OO,
OO IOAOANAOAOAOANANAOEN
B%@«%%@Q,{LQQ‘

Prameér vliaken [nm]

:’;ﬂ‘ﬂ
Zen. S|

NS

{7z

»

)

A

Cetnost

PVA + 5% LPPO 150°C

PP PLLEEEP P LSO
I I IS G SIS

PVA +5 % LPPO 150 °C

NENENANGN

Pramér viaken [nm]




Analyza rozpustnosti PVA z materiali

Spektrofotometrické metody analyzy a detaily o ptipraveé vzorkl jsou podrobné charakterizo-
vany v Kapitole 2.6. Graf, ktery je prezentovan na obrazku 3.3 odhaluje zménu rozpustnosti
polyvinylalkoholovych nanovlaken ve smési PBS + 0,02 % azid sodny (dale jen PBS) pii tep-
loté 37 °C, ktera zavisi na odlisnych teplotach HT pfi stabilizaci, ktera trvala 1 hodinu. Na ob-
razku 3.4 se nachazi graf, ktery odhaluje zménu rozpustnosti nanovlakenného materialu z po-
lyvinylalkoholu s obsahem LPPO ve smési PBS pii teploté 37 °C, ktera zavisi na tom, pii jaké
teploté byla provedena tepelna stabilizace, ktera probihala po dobu 1 hodiny.

Uvolnovani PVA
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Obrazek 3.3: Graf ukazujici stoupajici rozpusténi PVA (zobrazeno v % uhrnné vahy vzorku) z
PV A nanovlaken zavislé na ¢ase rozpusténi — srovnani uc¢inku teploty HT na stabilitu zvlak-
néného polyvinylalkoholu

Obrazek 3.3. ukazuje, Ze teploty stabilizace do 120 °C vyznamné¢ nezménily rozpustnost nano-
vlaken z PV A ve smési fosfatového pufru. Od teplot HT 130 °C a vyssich se projevuje evidentni
sniZeni rozpustnosti. U nestabilizovaného materialu se po 7 dnech uvolnilo 97 % PVA. Za
stejny Cas se u stabilizovanych nanovlaken na 130 °C uvolnilo jen 49 %. U vzorku po HT pfi
140 °C to bylo 41 %, a pouze 13 % PVA u vzorku po HT pii 150 °C. Pii teploté 150 °C dosel
ke stejnému zavéru i Be. Matéj Holecek [72].
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Uvolnovani PVA
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Obrazek 3.4: Graf ukazujici stoupajici rozpusténi PVA (zobrazeno v % uhrnné vahy vzorku)
Z PV A nanovlaken se za¢lenénym lipophosphonoxinem zavislé na ¢ase rozpusténi — srovnani
ucinku teploty HT na stabilitu zvlaknéného polyvinylalkoholu se za¢lenénym lipophospho-
noxinem

Obrazek 3.4 zobrazuje graf, z kterého lze zjistit, ze pfitomnost antibiotika lipophosphonoxinu
rozpustnost polymeru polyvinylalkoholu snizuje u vzorku, ktery nebyl podroben HT. Po HT
ale k rychlejsimu uvoliiovani PVA z nanovlaken s LPPO naopak dochazi. Podil v procentech
uvolnéného PV A klesa oproti materialu bez LPPO z 97 % na 90 %. Vyrazna zména uvolnéného
PVA ze vzorkli PVA + LPPO nastava u tepeln¢ stabilizovanych materialti. Po HT pti 120 °C
se uvolnilo o skoro 5 % vice PVA neZ u vzorku bez antibiotika, po HT pii1 130 °C vzrostlo
procento uvolnéného PVA témét o 25 %. U vzorku po HT pii 140 °C vystoupalo uvolnéné
PVA na 64 %, coz je nariist o 23 % oproti vzorku bez LPPO. Nejvétsi zména uvolnéného PVA
vSak nastala pfi teploté 150 °C, kde se uvolnilo 45 % celkového PV A, to Cini rozdil vyssi o 32
% oproti materialu bez experimentalniho antibiotika. Toto zvySeni rozpustnosti materialu
mohlo byt zptisobeno molekulami LPPO v nanovldkenném materidlu, které brani vytvareni vo-
dikovych mustkt mezi fetézci polyvinylalkoholu a material tak nemuze krystalizovat. Vizual-
nim pozorovanim bylo zji§téno, ze materialy po HT v rozmezi 120-150 °C vytvotily po vloZeni
do PBS transparentni hydrogely. Ty se po celych 7 dni trvani experimentu daly pozorovat ve
zkumavce. Cast hydrogelu mohla byt spolu s roztokem zachycena pfi odebirani vzorkii pipetou.
To by mohlo vést k umélému navyseni koncentrace PVA v odebranych vzorcich oproti sku-
te¢né koncentraci rozpusténého PVA v PBS, coz by mohlo zpisobit zkresleni vysledki ana-
lyzy. Lze tedy s jistotou konstatovat, ze tepelna stabilizace snizuje rozpustnost PVA, zatimco
pfitomnost LPPO rozpustnost PVA po HT zvySuje oproti Cistému tepelné stabilizovanému
PVA, ale rozpustnost je stale o n€kolik desitek procent niz§i nez nestabilizovany material.
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Analyza uvolnovani aktivni latky LPPO z materialu
Tepelna stabilizace a jeji vliv na rychlost uvoliiovani aktivni latky LPPO byly analyzovany

pomoci spektrofotometru. Proces analyzy a metoda piipravy vzorkl byly detailn€¢ popsany
v kapitole 2.6.

Uvolnovani LPPO
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Obrazek 3.5: Graf ukazujici stoupajici uvoliiovani lipophosphonoxinem (zobrazeno v %
uhrnné vahy vzorku) z PVA nanovlaken se za¢lenénym lipophosphonoxinem zavislé na ¢ase
uvoliovani — srovnani u¢inku teploty HT na stabilitu zvlaknéného polyvinylalkoholu

Vliv tepelné stabilizace na uvoliiovani LPPO pii dobé stabilizace 1 h zobrazuje graf na obrazku
3.5. Stoupajici uvoliovani experimentalniho antibiotika LPPO je zobrazeno jako procento
z hrnné teoretické hmotnosti aktivni latky inkorporované do PVA nanovlédken. To odpovida
0,5 mg ve vzorku nanovlakenného materialu o hmotnosti 10 mg s 5% obsahem LPPO v susSin¢.
Ze vzorku, ktery neproSel tepelnou stabilizaci se za 7 dni uvolnilo 78 % LPPO a narozdil
od vzorkd, které prosly HT, u nestabilizovaného vzorku nedochazelo k efektu ,,burst-release®.
Z grafu na obrazku 3.5 je patrné, ze uvolnovani LPPO z nanovlakenného materialu probéhlo
témet okamzité po jeho vlozeni do zkumavky s PBS. Béhem nésledujicich sedmi dni pak doslo
k jen minimalnimu nartstu koncentrace uvolnéného LPPO. Efekt rychlého pocate¢niho uvol-
novani, znamy jako ,,burst-release*, byl pozorovan u vSech tepelné stabilizovanych materiala.
Nejvice aktivni latky se po 7 dnech uvolnilo pfi teploté 120 °C a to téméf 85 %. Poté se nejvice
LPPO uvolnilo pfi teploté 140 °C a to 81 %. Pfi teploté 130 °C se za 7 dni uvolilo skoro stejné
mnozstvi LPPO jako u nestabilizovaného materialu. Nejméne¢ aktivni latky se za 7 dni uvolnilo
pii teploté 150 °C a to 74 %. Uginek tepelné stabilizace omezoval celkové mnoZstvi uvolnéné
aktivni latky LPPO z PVA nanovlaken ve vodném prostiedi, coz potvrdila analyza. Dle teorie
by hodnoty uvolnéného LPPO nemély klesat, ptes tuto skutecnost ale graf zobrazuje pokles.
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Mrwe

zelo po tepelné stabilizaci materialu pii pribéhu uvoliovani ve vodném prostedi nebo vzajem-
nou interakci mezi polymernimi fetézci PVA a molekulami experimentalniho antibiotika.

Analyza Krystalinity materiali

Krystalinita byla hodnocena z analytickych metod FTIR a DSC. Metodika FTIR analyzy pou-
Zita pro stanoveni krystalinity materiald je podrobné rozvedena v kapitole 2.7. Na obrazku 3.6
je absorpéni pik s vinoétem 1 140 cm ™! oznadeny jako "krystalinita". Tento peak vykazuje jasny
trend rlistu absorbance s rostouci teplotou HT. Zarovei je tento pik spojovéan se symetrickymi
C—C "stretching" vibracemi a povazuje ho za vysoce citlivy na pfitomnost krystalické faze
v PVA, kde polymery s vyssi krystalinitou maji vétsi absorbanci infra¢erveného zareni v této
oblasti. [74, 75]
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PVA 140°C LPPO
0.45!PVA 140°C
IPVA 150°C LPPO
0.40! )

krystalinita

0.35+

0.30

Absorbance

0.25:

1200 1150 1100 1050 1000 950
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Obrazek 3.6: FTIR metoda analyzy: spektrum infracervené slozky svétla PVA a PVA +LPPO
nanovlaken, které byly tepelné stabilizovany

Pii rostouci teploté HT roste krystalinita u nanovlakenného materialu z polyvinylalkoholu s i
bez obsahu LPPO, coz bylo potvrzeno pomoci infraéervené spektroskopie. Tento vysledek byl
nasledné oveéfovan metodou DSC.

Metodika DSC analyzy pouzitd pro stanoveni krystalinity materiali je podrobné rozvedena
v kapitole 2.8. Vysledky této analyzy jsou souhrnné prezentovany v grafu na obrazku 3.7,
ktery byl zpracovan z obrazka 3.8-3.17 umisténych v kapitole ptilohy.
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Zmeéna krystalinity PVA nanovlaken
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Obrazek 3.7: Grafické zobrazeni zmény krystalinity PVA nanovlaken bez i s LPPO podrobe-
nych HT

Vzorky podrobené vyssim teplotam stabilizace vykazovaly systematicky se zvysujici absor-
banci infracerveného zafeni na vinoétu 1 140 cm™ ve spektru infraderveného zafeni u tepelné
stabilizovanych nanovlaken pfi vysSich teplotach (viz obrazek 3.6). Zatimco DSC analyza
vzorkil nezaznamenala pravidelny narist krystalinity. Peak v oblasti 1 140 cm™ nemusi re-
flektovat jen obsah krystalické faze, ale také ho mohou ovliviiovat dal§i zmény materialu. Na-
ptiklad vznik vazby C-O-C (viz obrazek 1.5), ktery je zplisoben vyssimi teplotami tepelné sta-
bilizace. Z ¢asovych duvodu byla analyza krystalické faze provadéna pouze na jednom vzorku
vSech Ctyft teplotnich podminek HT. Krystalické faze v materidlu mlize byt nerovnomérné roz-
délena a zaroven vysledna hodnota krystalinity materialu mtize vyrazné kolisat dle mista od-
béru vzorku. CozZ konstatoval Ing. Lubo§ Béhalek, Ph.D., ktery analyzy DSC provedl. Ana-
lyza vice vzorki pro kazdou teplotni podminku by vice zptesnila vysledek krystalinity. Vy-
sledné hodnoty mohly ovlivnit proménlivé laboratorni podminky, optimalni by bylo pouZziti
exikatoru pro kontrolu aspektti prostredi, zejména vlhkosti.
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Piedlozena bakalaiska prace méla za kol zkoumat efekt u¢inku stabilizace za pomoci vyso-
kych teplot (HT) na uvoliiovani zaclenéného experimentalniho antibiotika LPPO do nanovla-
kennych materialti na bazi PVA a na rozpustnost polyvinylalkoholového nanovlakna ve vod-
ném prostiedi. V experimentalni ¢asti byly syntetizovany nanovlakenné materidly z Cistého
PVA, tak i obsahujici LPPO. Nanovlakenny material byl zvlaknén z PVA s vysokym stupném
hydrolyzy (98-98,8 %) a vysokou molekulovou hmotnosti (125 000 g/mol). Pro vyrobu nano-
vlaken stejnosmérnym elektrickym zvlakiiovanim byla vybrana Technologie Nanospider™,
poté prob¢hla tepelna stabilizace za teplot 120, 130, 140 a 150 °C po dobu 1 hodiny.

Dopad tcinku vysokych teplot na vlastnosti zvlaknénych materiali byl v experimentalni ¢asti
posouzen fadou analytickych metod. Plosna hmotnost nanovlaken z PVA byla 32,53 + 3,57
g/m? a stiedni primér jejich vlaken se pohyboval v rozmezi 488 = 183 nm. Rozdil plosné hmot-
nosti a sttedniho priméru vlaken u PVA+LPPO nanovlaken nebyl vyrazny, praimér byl 450 +
165 nm s plognou hmotnosti 27,82 = 2,55 g/m?. Analyza rozpustnosti prokézala, Ze materialy
po stabilizaci vysokymi teplotami byly mén¢ rozpustné&jsi nez pied stabilizaci. U materialu bez
experimentalniho antibiotika dochazelo u nanovlaken ke snizovani rozpustnosti PVA, a to az
po HT pii 130 °C, kdy se v zavislosti na dob¢ stabilizace rozpustilo 49 % hmotnosti vzorku a
dale klesalau HT pii 140 °Cna 41 % apti HT na 150 °C azna 13 %. U PVA+LPPO nanovlaken
byla rozpustnost PVA vyssi, a to az o 32 % u HT p#i 150 °C.

Pomér uvolnéného nanovlakna z PVA se zmensil diky chemickym zménam a zménam ve struk-
tufe, ke kterym dochézelo v pribéhu HT. Z rozboru uvoliovani aktivni latky plyne, ze tepelna
stabilizace neovlivnila rychlost uvolfiovani LPPO z PV A nanovldken. U experimentalniho an-
tibiotika LPPO doslo k efektu okamzitého uvolnéni (‘“burst release®) po styku materialu s vod-
nym prostiedim. Stabilizace za pomoci vysokych teplot neovlivnila mnozstvi uvolnéného
LPPO, jelikoz se procentualni mnozstvi uvolnéného LPPO pohybovalo v rozmezi + 4 a7z 7 %
V porovnani s nestabilizovanym materidlem. Tyto vysledky naznacuji, Ze sniZeni celkového
mnozstvi uvolnéného LPPO miiZe byt také diisledkem jeho degradace ve vodném prostiedi.

Zaveéry této prace potvrzuji, ze HT vede ke stabilizaci nanovlakennych materiald z PVA
ve vodném prostiedi, coZ se projevuje snizenim jejich rozpustnosti. Pfitomnost LPPO rozpust-
nost PVA po HT zvysSuje oproti ¢istému tepelné stabilizovanému PVA. V budoucich experi-
mentech by bylo pfinosné provést analyzu DSC na nékolika stejnych vzorcich, aby byla analyza
ptresnéjsi. Zaroven by bylo pfinosné provést dalsi analyzy jako je smacivost a nuklearni mag-
neticka rezonance.
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PVA_O°C [po Heat Treatment)
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Obrazek 3.8: Analyza krystalinity pomoci DSC pro PVA
Aendo
1SPVA_120°C (po Heat Treat
PVA_120°C (po Heat Treatment), 5.3100 mg
Method: DSC_0_260_v10_50 Integral 346,55 mJ
dt1.00s normalized  65.26 Jg*-1
[1] 0.0..260.0 C, 10.00 K/min, N2 50.0 miimin Peak 217.35 °C
Synchronization enabled
0.5 Integral 329.72mJd
Wg"-1 normalized  62.09 Jg*-1
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Integral 31.70mJ
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Obrazek 3.9: Analyza krystalinity pomoci DSC pro PVA 120 °C
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Aendo

1$PVA_130°C (po Heat Treatment)
PVA_130°C (po Heat Treatment), 5.7000 mg

Method: DSC_0_260_v10_50
dt1.00s

[1] 0.0..260.0 °C, 10.00 K/min, N2 50.0 ml/min
Synchronization enabled

Integral 356.40 mJ
normalized 62.53 Jg*-1
Peak 217.35°C
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Obrazek 3.10: Analyza krystalinity pomoci DSC pro PVA 130 °C
Aendo

ISPVA_140°C {po Heat Treatment)
PVA_140°C (po Heat Treatment), 4.4000 mg

Method: DSC_0_260_v10_50
dt1.00s
[1] 0.0..260.0 °C, 10.00 K/min, N2 50.0 ml/min

Synchrenization enabled

Integral

194.36 mJ

normalized 4417 Jg*-1

Peak

70.77°C

Integral

27.47 mJ
normalized  6.24 Jgh-1

Integral 266.75 mJ
normalized  60.63 Jg*-1
Peak 217.41°C
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Obrazek 3.11: Analyza krystalinity pomoci DSC pro PVA 140 °C

65

STAR® SW 16.10



rendo

1SPVA_150°C (po Heat Treatment
PVA_150°C (po Heat Treatment), 9.8900 mg

Method: DSC_0_260_v10_50

dt1.00s Integral 591.27 mJ
[1] 0.0..260.0 °C, 10.00 K/min, N2 50.0 ml/min normalized  59.78 Jg*-1
Synchronization enabled Peak 217.60 °C

Integral 539.90 mJ
0.5 normalized 54.59 Jg*-1
Wghl Peak 83.50°C Integral 66.84 mJ
normalized 6.76 Jg"-1

Peak 160.12°C
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Obrazek 3.12: Analyza krystalinity pomoci DSC pro PVA 150 °C

“endo
1$PVA+LPPO_C°C (po Heat Treatment)
PVA+LPPO_0°C (po Heat Treatment), 6.3100 mg
Method: DSC_0_260_v10_50
dt1.00s Integral 512.41 mJ
[1] 0.0..260.0 °C, 10.00 K/min, N2 50.0 ml/min nommalized  81.21 Jgh-1
Synchronization enabled Peak 214.97 °
0.5
A
Wg-1 Integral 461.15mJ
normalized  73.08 Jg*-1
83.05°C
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Obrazek 3.13: Analyza krystalinity pomoci DSC pro PVA + LPPO
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rendo

1SPVA+LPPO_120°C (po Heat Treatment)
PVA+LPPO_120°C (po Heat Treatment), 6.5600 mg

Method: DSC_0_260_v10_50
dt1.00s

Integral 45227 mJ
[1] 0.0..260.0 *C, 10.00 K/min, N2 50.0 ml/min normalized  68.94 Jg*-1
Synchronization enabled Peak 21528°C

05
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Integral 346.0 . i .
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Obrazek 3.14: Analyza krystalinity pomoci DSC pro PVA + LPPO 120 °C
rendo

ISPVA+LPPO_130°C (po Heat Treatment)
PVA+LPPO_130°C (po Heat Treatment), 5.9800 mg

Method: DSC_0_260_v10_50
dt1.00s
[]0.0..260.0 °C, 10.00 K/min, N2 50.0 mlimin

" Integral a21.10mJ
Synchronization enabled normalized  70.30 Jg*-1
Peak 218.15°C

0.5
A
Wg"-1 Integral 290,10 mJ
normalized  48.43 Jgh-1 Integral 32.86 mJ
Peak 80.24°C normalized  5.49 Jg*-1

Peak

139.57 °C

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 220 230

240 250 “C

Lab: BEHALEK

Obrazek 3.15: Analyza krystalinity pomoci DSC pro PVA + LPPO 130 °C
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STAR® SW 16.10




Aendo

1SPVA+LPPO_140°C (po Heat Treatment)
PVA+LPPO_140°C (po Heat Treatment), 5.2000 mg

Method: DSC_0_260_v10_50
dt1.00s

[1] 0.0..260.0 °C, 10.00 K/min, N2 50.0 ml/min
Synchronization enabled

0.
Wg*-1

203.53mJ
39.14 Jgr-1

Integral

normalized

Integral
normalized  5.04 Jg*-1

Peak

149.75°C

Integral 353.25 mJ
normalized 67.93 Jgﬁ_'
Peak 219.53°C
) ‘
|||IIII|||||I|||||||‘|||‘|““
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Lab: BEHALEK

STAR® SW 16.10

Obrazek 3.16: Analyza krystalinity pomoci DSC pro PVA + LPPO 140 °C

Aendo
ISPVA+LPPO_150°C (po Heat Treatment)
PVA+LPPQ_150°C (po Heat Treatment), 4.7400 mg
Method: DSC_0_260_v10_50
dt1.00s Integral 299.59 mJ
[1] 0.0..260.0 °C, 10.00 K/min, N2 50.0 mlfmin normalized  §3.20 Jgh-1
Synchronization enabled Peak 214.42°C
05
Wg*-1

Integral

Integral

Peak

normalized 3.73 Jg*-1

17.66 mJ

159.10 °C

o 10 20 30 40 50 60 70 80 920 100 110 120

130

140

160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 °C

Lab: BEHALEK

STAR® SW 16.10

Obrazek 3.17: Analyza krystalinity pomoci DSC pro PVA + LPPO 150 °C
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