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Abstrakt

Chronické rany, Casto spojené s bakteridlni kontaminaci, pfedstavuji stale vétsi problém
vzhledem Kk rozvoji civiliza¢nich a chronickych onemocnéni, jako je napiiklad diabetes
mellitus, které jsou Casto pfi¢inou rozvoje chronické rany a jejich netspésna 1éCba muize
vést az k amputaci. V soucasnosti je kladen diraz na hledani novych material pro hojeni
chronickych a kontaminovanych ran. Nanovlakna v tomto ohledu piedstavuji zajimavy
nanomaterial s fadou unikatnich vlastnosti vyhodnych pro jejich vyuziti jako krytu rany.

Tato prace se zabyva vyvojem nanovldkenného materidlu pro zvySenou vazbu predevsim
hydrofilnich kationnich antibakteridln¢ uc¢innych 1éc¢iv. Nanovldkenny kryt rany byl
ptipraven elektrostatickym zvldknovanim anorganickych biodegradabilnich nanovléken
na bdzi oxidu kiemicitého. Ta byla nasledné pro zajiSténi zvySené sorpce léciva
povrchové funkcionalizovana. Nejdiive byly na povrch silanizaci roubovany
aminoskupiny, které byly nasledné vyuzity ke konjugaci kyseliny hyaluronové (HA)
prostiednictvim  EDC/NHS.  V prGibéhu vyvoje nanovldkenného krytu byla
optimalizovdna pfiprava nanovlakenné vrstvy a studovany podminky silanizace a
konjugace kyseliny hyaluronové pro dosazeni vazby co nejvétsiho mnozstvi na povrch.
Nanovlakenny kryt byl nasledné charakterizovan z hlediska biokompatibility a
biodegradace. Interakce s 1é¢ivy byly ovéteny na modelovych 1é¢ivech polymyxin B a
nisin. Byla prokazéana zvys$ena vazba téchto 1é¢iv na povrch nanovlaken s konjugovanou
kyselinou hyaluronovou a jejich prodlouzeny antibakterialni u¢inek proti bakteriim E.

coli a S. gallinarum.

KLICOVA SLOVA: Kiemi¢ita nanovldkna, kyselina hyaluronova, hojeni ran, doprava

1é¢iv, kationni 1é¢iva, biokompatibilita, biodegradabilita, antibakteridlni €inek.



Abstract

Chronic wounds, often associated with bacterial contamination, are a growing problem
due to the development of civilization and chronic diseases, such as diabetes mellitus,
which are often the cause of chronic wound development and their failure can lead to
amputation. Currently, the emphasis is on finding new materials for healing chronic and
contaminated wounds. In this respect, nanofibers represent an interesting nanomaterial
with a number of unique properties advantageous for their use as a wound dressing. This
work deals with the development of nanofiber material for increased binding, especially
hydrophilic cationic antibacterial drugs. The nanofiber wound dressing was prepared by
electrostatic spinning of inorganic biodegradable nanofibers based on silica. The
nanofibres were subsequently surface functionalized to ensure increased drug sorption.
First, amino groups were grafted onto the surface by silanization, which were then used
to conjugate hyaluronic acid (HA) using EDC/NHS. During the development of the
nanofiber dressing, the preparation of the nanofiber layer was optimized and the
conditions of silanization and conjugation of hyaluronic acid were studied in order to
achieve binding of the largest possible amount to the surface. The nanofiber dressing was
subsequently characterized in terms of biocompatibility and biodegradation. Drug-
nanofibres interactions were verified on the model drugs polymyxin B and nisin.
Increased binding of these drugs to the surface of nanofibers with conjugated hyaluronic
acid and their prolonged antibacterial effect against E. coli and S. gallinarum was

demonstrated.

KEYWORDS: Silica nanofibers, hyaluronic acid, wound healing, drug delivery, cationic
drugs, biocompatibility, biodegradation, antibacterial effect.
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Uvod

Zvysujici se incidence chronickych ran v populaci souvisejici s nartistem vyskytu
civilizanich chorob, jako jsou ateroskler6za, diabetes mellitus ¢i chronickd Zilni
insuficience, a s ni souvisejici zvysujici se naklady na 1é¢bu pacientd, vedly Vv poslednim
desetileti nejen k hledani novych Ié¢iv, ale i hledani novych ucinnych systémut pro
fizenou dopravu a uvoliiovani 1é¢iv [1, 2]. Pti volbé materialu pro konstrukci krytu ran se
zvazuje nejen pozadovana stabilita nanovléken, ale také konkrétni pozadavky kladené na
material v souvislosti se stavem rany, fazi hojeni, pfitomnosti infekce a slozenim infekce.
Vsechny tyto parametry ovlivituji volbu materidlového slozeni a struktury krytu.
Nanovladkna pifedstavuji velmi zajimavy materidl pro vyuziti v hojeni ran. Specificky
povrch dostupny na jejich povrchu miize byt vyuzit pro vazbu lé€iva, zatimco jejich
struktura poskytuje rané ochranu a pii zachovani vymény plynil s okolnim prostiedim.
Chovani nanovldken v ran¢ je potom dano ptfedevsim jejich materidlovym slozenim. To
ovlivityje jejich degradabilitu, biokompatibilitu a bioaktivitu. V prabéhu let bylo tispésné
zvlaknéno nékolik stovek syntetickych i1 pfirodnich polymerti a jejich smési, z nichz
pouze Cast byla studovdna z hlediska mozného vyuziti v dopravé 1é¢iv pro kontrolu
infekce v hojeni ran. Pro tento c¢el byla nanovlakna rizné funkcionalizovana predevsim
antibakterialnimi ionty a nanoc¢asticemi, antiseptiky, antibiotiky, ale 1 pfirodnimi extrakty.
Kinetika uvolfiovani téchto latek pfitom zavisi jednak na sloZeni nanovlaken,
vlastnostech 1é¢iva, ale také na zplsobu jeho vazby do nanovlaken nebo na jejich povrch
[2,3,4,5,6,7].

Z hlediska materidlového sloZeni predstavuji unikatni material nanocastice a nanovlakna
na bazi oxidu kiemicitého piipravena metodou sol-gel. Degradace téchto nanomateriali
vede k uvolinovani kiemiku jako biogenniho prvku podporujiciho hojeni ran [8]. Zaroven
poskytuji tyto nanomaterialy Siroké moznosti z hlediska povrchové funkcionalizace, ktera
umoziuje fidit vazbu aktivnich molekul a jejich nasledné uvoliovani [9, 10]. Tyto
vlastnosti byly prozatim popisovany predev§im u nanocastic. Kfemicitd nanovldkna a
moznosti jejich povrchovych modifikaci jsou prozatim maélo prostudovany, ackoli
Vv soucasné dobé zaznamenavaji velky rozvoj diky novym metodam ptipravy [11, 12].
Materidlem s vysokym potencidlem pro vyuziti v hojeni ran a dopravé 1€Civ je také
kyselina hyaluronovéa, a to ptedevSim diky jejim unikatnim vlastnostem, vysoké

bioaktivité [13, 14] a schopnosti stimulovat prostfedi rany. Jeji siln¢ hydrofilni, zdporné
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nabit¢ molekuly jsou schopny tvofit komplexy sléCivy a je hodné vyuzivana také
k tvorb¢é konjugatti s 1éCivy. Pravé diky témto vlastnostem je Casto vyuzivana jako nosic
V dopravé 1éciv [15, 16, 17], kde miize byt kombinovana s dalSimi materialy pro zajisténi
pozadovanych vlastnosti a optimalni vazby a profilu uvoliiovani 1éCiva.

Zatimco u hydrofobnich 1é¢iv se konjugace na nanomateridly vyuzivad ke zlepSovani
biodostupnosti [18, 19, 20], u silné hydrofilnich 1é¢iv je inkorporace do nanomaterialti
nebo vazba na jejich povrch provadéna pro zajisténi jejich stability a zabranéni odplaveni

1é¢iva. [21, 22]. Toto plati pfedev§im u lokalni aplikace 1éCiv.



Cile prace

Cilem této disertacni prace bylo vyvinout biokompatibilni nanovlakenny systém zalozeny
na kombinaci dvou bioaktivnich materidla — tedy kiemiéitych nanovlaken a
vysokomolekularni kyseliny hyaluronové, a to tak aby zlstala zachovana nanovlakenna
struktura a zaroven byly zlepSeny povrchové vlastnosti materialu. Dale pak vyhodnotit
vyuzitelnost takového materidlu pii vazbé a lokalnim uvolnovani hydrofilnich kationnich

1é¢iv. Vyvoj takového materidlu zahrnoval kroky uvedené na schématu nize (obr. 1).

Optimalizace piipravy
L kfemicitych nanovlaken

L

Charakterizace jejich povrchu

L a vlivu teplotni Gpravy na néj

L

Roubovani aminoskupin na povrch

L a optimalizace procesu

L

Konjugace kyseliny hyaluronové

na povrch a optimalizace procesu
Qvéfeniinterakci nanovlakenného systému s 99 &
L hydrofilnim kationickym lé€ivem

Obr. 1 Schéma jednotlivych kroku pripravy a modifikace kiemicitych nanovldken zahrnutych v disertacni
prdci.




Vzhledem k S§ifi analyz vyzadovanych pii ovéfovani jednotlivych krokii povrchové
modifikace nanovldken byla experimentalni ¢ast prace rozdélena do tfi samostatnych
kapitol, které na sebe vzajemné navazuji a dokumentuji vyvoj materidlu véetné
hodnoceni vlastnosti relevantnich pro dal$i krok modifikace nebo aplikaci v oblasti

dopravy 1é¢iv a hojeni ran.

Kapitoly zahrnuté v experimentalni ¢asti jsou:

1. Ptiprava a charakterizace kiemicitych nanovléken;
2. Konjugace kyseliny hyaluronové a charakterizace a
3. Hodnoceni interakei nanovldkenného systému s modelovymi lé€ivy.
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Nejvyznamnéjsi vysledky

1. Priprava a charakterizace kifemicitych nanovlaken

Piiprava solu pro vyrobu kiemicitych nanovlaken probihala metodou sol-gel s
hydrolyzou a kondenzaci katalyzovavymi v kyselém prostiredi.

U substratii pro dopravu 1é¢iv a konjugaci je vyzadovan co nejvyssi specificky povrch
dostupny pro vazbu molekula. Ten je zavisly na morfologii nanovlaken, ptedevsim jejich
pramérem, ktery je pii vyrobé nanovldken elektrostatickym zvlaknovanim urcovan
procesnimi parametry zvlakniovani a koncentraci polymerniho roztoku. V piipadé
kfemicitych nanovldken pfipravenych metodou sol-gel dochéazi pti pifechodu solu na gel
ke zménam vnitinitho usporadéani, které se projevuji zménou viskozity bez zmény
koncentrace a maji vliv na morfologii nanovlaken. Dal§im parametrem vyznamnym pro
povrchové funkcionalizace je stabilita nanovldken a mnozstvi silanolovych skupin na
povrchu. Ty jsou vyuzivany pfi silanizaci k roubovani funkénich skupin. Tretim
vyznamnym parametrem kladenym na jakykoli systém pro dopravu 1éCiv je jeho
biokompatibilita. VSechny tyto parametry hraji vyznamnou roli pii volbé optimalnich

podminek piipravy kfemicitych nanovlaken, jak ukazuje schéma na obrazku 2.

Povrchové vlastnosti

mnozstvi Si-OH dostupnych pro
dalsi funkcionalizaci

Morfologie Biokompatibilita

mérny povrch
dostupny pro
konjugaci

k vybranym
bunéénym typlm

Povrch vhodny
pro dalsi
konjugaci

Obr. 2 Schéma vlivii jednotlivych parametri pri vybéru substrdtu pro dalsi konjugaci.

Proto byla pii ptfipravé nosného nanovldkenného substratu kiemicitych nanovldken
pozornost vénovana rychlosti pfechodu mezi jednotlivymi fazemi vnitiniho uspofadani

solu projevujiciho se zménou viskozity. Byl ovéfen vliv viskozity solu a vybranych
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procesnich parametrti elektrostatického zvlaknovani na morfologii pfipravenych
kfemicitych nanovlaken a jejich mérny povrch. A to u dvou metod bezjehlového
elektrostatického zvldknovani. VIiv parametri byl testovan zvldknovanim na
laboratornim zatizeni vybaveném ,,tyCkovou elektrodou a na poloprovoznim zafizeni
Nanospider NS line 1WS500U (Elmarco, Ceska republika) vybaveném dratovou
elektrodou. Byla popsana zavislost priméru nanovlaken na viskozité (fazi ptrechodu solu)
a zvlaknovaci vzdalenosti a napé€ti u obou zvlaknovacich zatizeni. Schéma zobrazuji jak
systém prace, tak vliv viskozity jako vyznamného parametru majiciho zasadni vliv na
pramér nanovldken a vybrané dosazené vysledky je na obrazku 3. Kompletni vysledky a
popis zavislosti je uveden v diserta¢ni praci v kapitole 5. 3. 1. Pro dosazeni homogenni
nanovladkenné vrstvy na zafizeni Nanospider byla jako optimalni stanovena viskozita solu
> 50 mPa.s pti zvlaknovaci vzdalenosti 175 mm a napéti 70 kV. Timto zpisobem byla
zvlaknénim solu o viskozite 43.2 mPa.s pfipravena nanovlakennd vrstva se stfedni
hodnotou priméru vlaken 241.3 £ 76.3 nm, u niz byl vypocteny specificky povrch
dostupny pro dal§i modifikace > 8 m2/g.

V piipadé¢ hodnoceni vlivu tepelné stabilizace na mnozstvi silanolovych skupin na
povrchu byla prokazana jejich ztrata rostouci s teplotou pii 250 °C a vysSi a jejich
pfeména na siloxanové vazby. Tento vysledek byl potvrzen TGA i FTIR analyzou.
Zaroven nebyl prokézan vyznamny vliv teplotni tpravy na strukturu nanovlakenné vrstvy
ani stfedni hodnotu priméru nanovlaken.

Nasledné byl ovéfen vliv teplotni stabilizace na biokompatibilitu nanovlaken na vuci
myS$im fibroblastim 3T3. Vyskyt silanolovych skupin na povrchu kiemicitych materiala
ve vys§i mife je spojovan s toxicitou nanomaterialti zpisobenou oxidaénim stresem [115,
253]. Tento piedpoklad potvrdili i vysledky studie, kdy s rostouci teplotou upravy a
snizujicim se mnoZstvim silanolovych skupin na povrchu rostla také viabilita bunék.
Z 87.6 = 4.6 % dosazenych u neupravenych nanovlédken (R.T.) viabilita stoupla na 90.8 +
2.3 % tpravou pti 180 °C, 93 £ 3.3 % upravou pii 250 °C, a ~95 % upravou pfii teplotach

presahujicich 350 °C. Dosazené vysledky jsou uvedeny na obrazku 4.

Vzhledem k vyznamu silanolovych skupin pro dalsi konjugaci a bunééné viabilité 90.8 +
2.3 %, kdy je mozné material oznacit za biokompatibilni vii¢i danému bunécnému typu,
byla pro dalsi funkcionalizace nanovlaken zvolena nanovldkna tepelné stabilizovand pfi

teploté 180 °C.
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Obr. 4 Biokompatibilita nanovldken stabilizovanych pfi riznych teplotdch.

Test v prfimém kontaktu expozici po dobu 24 hodin. Bunécnd viabilita vztaZena vici poctu Zivych bunék u
bunécné kontroly (% BC). BC — neovlivnénd bunécnd kontrola, PC — pozitivni kontrola, NC — negativni
kontrola. * Hodnoty rozdilné vii¢i BC na hladiné vyznamnosti p<0.005.

2. Konjugace kyseliny hyaluronové a charakterizace

2.1 Vliv podminek na ucinnosti silanizace

Pted konjugaci kyseliny hyaluronové byla na povrchu kifemicitych nanovlaken provedena
silanizace. Ta umoznila roubovani primarnich aminoskupin na povrch nanovlaken. U
silanizace povrchu byl studovan vliv dvou parametrti — koncentrace silaniza¢niho ¢inidla
(APTES) a doba silanizace.

U obou testovanych parametrii silanizace byl prokdzén vliv na ucinnost procesu.
Vysledky jsou na obrazku SA. Koncentrace 3-aminopropyltriethoxysilanu (APTES) vyssi
nez 4% v reakéni smési nebyla testovana. A to vzhledem k pfedchozi studii oznacujici
5% APTES jako limitni koncentraci, kdy nedochézi k roubovani dalSich aminoskupin ve
srovnani s niz§imi koncentracemi APTES [178]. Z tohoto diivodu byl testovan rozsah 2 —
4 % APTES pfti zachovani molarniho poméru ethanol: H,O 1: 0.135. Nejvyssi mnozstvi
aminoskupin (79.4 + 2.23 ng NHy/ mg NFs) bylo dosazeno pfi silanizaci 3% roztokem
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APTES po 2 hodinach reakce. Mnozstvi aminoskupin roubovanych na povrch zistalo
Vv tomto piipad¢ pfiblizn¢ konstantni po 2 az 5 hodinach silanizace. Silanizace po dobu 1
hodiny se pro vazbu APTES ukazala jako nedostacujici u vsSech testovanych koncentraci.
Jak ukazuje obrazek SA, silanizace 2% APTES vedla k niz§imu mnozstvi aminoskupin
naroubovanych na povrch ve vSech testovanych ¢asovych bodech. Silanizace 4% APTES
vedla po dvou hodindch reakce k 75.1 + 3.73 ng NH; na mg nanovldken (NFs). Na
zékladé€ toho lze predpokladat, Ze pii pouziti 3% APTES byly vyuzity vSechny hydroxyly
silanolovych skupin dostupné k roubovani. Tomu by nasvédCovalo také piiblizné
konstantni mnozstvi aminoskupin roubovanych po 2 az 5 hodindch u 3% APTES.
Ptedpoklad vycerpani hydroxyll silanolovych skupin dostupnych k vazbé podporuji také
vysledky dosazené pii silanizaci povrchu kiemicitych nanovldken upravenych
plazmaticky [176, 262]. Plazmaticka uprava povrchu nanovlaken pied silanizaci podle
autori generovala hydrofilni povrch bohaty pravé na hydroxylové skupiny, coz vedlo k
vyraznému zvysSeni aminoskupin uspésn¢ roubovanych na povrch pti zachovani 3%
koncentrace APTES. Omezujicim parametrem silanizace je tedy kombinace mist
dostupnych pro roubovani a koncentrace silanizacniho ¢inidla (APTES). Pfi pfekroceni
jeho optimalni koncentrace miize dochazet ke zvySenému poctu nespecifickych reakei
mezi jeho  hydrolyzovanymi  molekulami v roztoku nebo  prostfednictvim
elektrostatickych interakci s povrchem, coz muze vést ke snizeni poctu aminoskupin
dostupnych pro dalsi konjugaci [100]. K témto nespecifickym vazbam pravdépodobné
doslo v pfipad¢ silanizace povrchu 4% roztokem APTES, coz by vysvétlovalo nizsi
mnozstvi aminoskupin roubovanych ve srovnani s roztokem 3%. V piipadé silanizace 4%
roztokem bylo maximélni mnoZzstvi aminoskupin (75.1 + 3.73 ng NH,/ mg) dosaZeno po
2 hodinach reakce. Del$i doba silanizace vedla k poklesu dostupnych aminoskupin aZ na
65 + 0.21 ng NH; po 5 hodinach. Degradace povrchu nanovléken, kterd by sniZovani
mnozstvi aminoskupin v Case také vysvétlovala, nebyla elektronovou mikroskopii
potvrzena. SEM analyza nepotvrdila ani vznik zlomii vlaken nebo tvorbu f6lii mezi nimi.
Ke snizovani koncentrace aminoskupin na povrchu v Case dochdzelo také v piipadé
silanizace 2% roztokem APTES.

Z hlediska kinetiky reakce, byla maximalni mnozstvi aminoskupin na povrchu dosazena
po dvou pftip. tfech hodinach silanizace. To odpovid4d poznatkim dalSich autorti, ktefi
uvadéji nejrychlejsi prubéh reakce mezi 60. az 120. minutou reakce [178, 261, 263] nebo
mezi 90. az 180. minutou reakce [264, 265]
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Obr. 5 Uc¢innost silanizace povrchu nanovidken v zdvislosti na (A) podminkdch procesu a (B) podminkdch
skladovani.

Kromé kinetiky reakce a vlivu koncentrace silaniza¢niho €inidla byl studovan také vliv
stafi nanovlaken a podminek skladovani na ucinnost procesu. Starnuti nanovlakenné
vrstvy po teplotni stabilizaci (180 °C) a skladovaci teplota siln€¢ ovliviiuji mnozstvi
hydroxylovych skupin dostupnych na povrchu a tim 1 G€innost silanizace. Jejich mnozstvi
nariistd v pribéhu prvnich tifi tydnd skladovani. Tento jev, ke kterému dochazi na
povrchu amorfnich kfemicitych materiali po tepelné upraveé, je mozné vysvétlit
formovanim hydroxyll na povrchu diky rehydroxylaci s vyuZitim vzdusné vlhkosti [267-
269]. Tepelna tuprava vede k nejprve K odstranéni sorbované vlhkosti a nasledné
k dehydroxylaci povrchu za vzniku siloxanovych miustkd (=Si—O-Si=). Mira
dehydroxylace je zavisla na teploté a délce upravy. U tepelné stabilizace 180 - 200 °C
dochazi pievazné k odstranéni fyzisorbované vody [267] a ztrata silanolovych skupin je
niz§i ve srovnani s tepelnou stabilizaci pii vysSich teplotach. Na zéklad€ vysledki 1ze

pfedpokladat, Ze tepelna stabilizace pii 180 °C vedla ke ztrat¢ zhruba 10 %
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hydroxylovych skupin na povrchu nanovlaken k jejichz zpétné hydroxylaci doslo zhruba
po tfech tydnech skladovani. Podobny trend vyvoje byl zaznamenan u vsech testovanych
skladovacich podminek. Skladovani ve stabilnim prostiedi (4 °C, 22 °C) v uzaviené
nadobé vedlo k vyssi mife rehydroxylace ve srovnani se skladovanim pfi pokojové
teploté¢ (R.T.). V prubéhu skladovani byl u vSech vzorkli po sedmi a Ctrnacti tydnech
zaznamenan pokles ucCinnosti silanizace. Tento jev lze vysvétlit pokracujici fyzisorpci
vody, kterd vede k tvorbé¢ jedné ¢i vice molekularnich vrstev na povrchu nanovlaken
[267].

Na zaklad¢é dosazenych vysledkd byla jako optimalni stanovena silanizace 3% roztokem
APTES po dobu 2 hodin.

2.2 Vliv podminek na konjugaci kyseliny hyaluronové

Kyseliny hyaluronova (HA) byla konjugovana povrch silanizovanych kiemicitych
nanovlaken prostfednictvim karbodiimidové chemie s pouzitim linkert EDC/NHS. Ty pfi
vazb¢é vyuzivaji reakéni schéma uvedené na obrazku 6. Ta umoznuje vznik kovalentni
vazby mezi karboxyly HA a primarnimi aminoskupinami na povrch nanovlaken. Proces
byl studovan z hlediska kinetiky a vlivu pH, pouzité¢ho pufru a slozeni reakéni smési na

mnozstvi kyseliny hyaluronové vdzané na povrch.
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Obr. 6 Reakéni schéma zndzorriujici kroky vedoucich ke kovalentni vazbé HA na substrdt obsahujici
primdrni aminoskupiny.

1- protonace a vznik karbokationu EDC, 2- vazba karbokationu EDC na karboxyldt HA za vzniku O-
acylisomocoviny, 3- reakce NHS s O-acylisomocovinou za vzniku sukcinimidyl esteru a derivdtu mocoviny
jako vedlejsiho produktu, 4- reakce primdrniho aminu s esterem za vzniku amidu a NHS. [255]

Vliv doby konjugace

Pti optimalizaci byla testovana doba konjugace 1, 3, 5, 10 a 15 hodin. Vysledky, uvedené
na obrdzku 7, jasné¢ ukazuji, Zze 1 hodina je pro konjugaci kyseliny hyaluronové
dostacujici a po jejim piekroceni nejenze vétSinou nedochazi k dal§imu nardstu mnozstvi
HA, ale v zavislosti na slozeni konjuga¢niho roztoku mutize dochazet k jeho snizovani.
Tento poznatek je v rozporu s ptivodnim piedpokladem zaloZenym na dostupné literatufe,
7e optimélni doba konjugace je minimalné 2 az 4 hodiny [270]. Rada autorti dokonce
uvadi delsi dobu konjugace biomolekul vyuZzivajici EDC v zavislosti na podminkach — a
to 16 az 48 hodin [254, 271, 272]. Kratka doba konjugace ptedstavuje vyhodu zejména z
hlediska snizeni rizika degradace nanovldken i makromolekul HA. Pravé ty jsou
pravdépodobné pfic¢inou klesajictho mnoZstvi konjugované HA s dobou piesahujici 5
hodin reakce. Ackoli jsou kiemicita nanovlakna stabilni ve vod¢, v pufrech a iontovych
roztocich dochazi k jejich degradaci v zavislosti na pH a iontové sile. Z hlediska pH
dochéazi u nanomateridlli na bazi oxidu kfemicitého k degradaci pti hodnotach vyssich
nez 8 [273-276]. U kiemicitych nanovldken vyuzivanych v této praci byla potvrzena
rychld degradace povrchu pii fyziologické teploté v simulované télni tekutiné (pH 7.4).
Kysel¢ pH mize naopak ovliviiovat molekulovou délku kyseliny hyaluronové a vést
k jejimu zkracovani. Vliv iontové sily pufru je pozorovatelny u konjuga¢niho pufru MES,
kdy u jeho nejvyssi koncentrace (100 mM, obr. 7B) dochédzi s casem konjugace
pfesahujicim 5 hodin ke ztrat€¢ vazané kyseliny hyaluronové. Tento efekt je zaroven

vyrazngj$i u nejnizstho pH (pH 3), coz podporuje piedpoklad kombinovaného ucinku
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obou parametrii. Tomu nasvédcuje i fakt, Ze v ptipad¢ vysSich pH doslo k poklesu HA az
po 10 hodinach (pH 4, 100 mM MES) ¢i 15 hodinach (pH 5, pH 6, 100 mM MES)
konjugace. Naproti tomu v piipadé nizs$i koncentrace pufru (20 mM MES, obr. 7D)
dochazelo u pH 5 a pH 6 k narstu mnozstvi konjugované HA 1 po 15 hodinach. I po této
dob¢ vsak mnozstvi HA konjugované pfi téchto podminkach dosahuje maximalné 50 %
mnozstvi konjugovaného po 1 hodin€ pii pH 3 (20 mM MES, obr. 7D). Optimalni doba

konjugace je tedy siln¢€ zavisla na pouzitém pufru a pH.

Vliv pH konjugace

Cv v

tedy pH 3. Z vysledku vyplyva, Ze pii jednokrokové konjugaci kyseliny hyaluronové
prostiednictvim EDC/NHS je pro U¢innost vazby vyznamngj$i mira protonace EDC a
kyseliny hyaluronové nez mira protonace aminoskupin na povrchu nanovldken pfi
amin deprotonovany. Proto je Casto preferovana dvoukrokova metoda konjugace, kdy
aktivace karboxylu je provadéna nejcastéji pii pH 4.5 — 7.5 a pro naslednou amidaci je
preferovano pH v rozmezi 7.5 az 8. Divodem je, ze amidace pii pH 4.75 muize diky
protonaci aminu vést ke vzniku nereaktivni N-acylmocoviny a snizovat tim Uc¢innost
konjugace [221, 270, 277]. Jak je patrné z grafli na obrazku 7A-D, pH pouzité pfi
jednokrokové reakci siln€ ovliviiovalo mnozstvi konjugované kyseliny hyaluronové u
vSech testovanych pufrli a ve vSech pfipadech byla zaznamenina nejvyS$Si Uc¢innost
konjugace u pH 3. Niz$i hodnota pH nebyla testovana vzhledem k isoelektrickému bodu
kyseliny hyaluronové okolo pH 2.5, kdy dochazi ke skokovému naristu viskozity v této
oblasti diky mezimolekularnim interakcim vlivem snizené¢ho naboje [190, 278, 279]. Pro
ucinnou vazbu mezi EDC a karboxylovou kyselinou musi byt EDC protonované na
karbodiimidovém uhliku a tercidlnim aminu, aby byla umoZnéna reakce
S deprotonovanym karboxylem. V takovém piipadé by se pH nejucinngjsi pro aktivaci
molekul HA nachazelo v rozmezi 3.05 — 3.55. Tomu nasvédcuji i vysledky provedenych
konjugaci, kdy uc¢innost konjugace s rostoucim pH klesala. Kromé miry protonace
karboxylovych skupin miize byt konjugované mnozstvi kyseliny hyaluronové ovlivnéno
také konformaci makromolekul HA. Ta je velice citliva na okolni pH a uvadi se, Ze
v rozmezi pH 3 — 4.5 se makromolekuly HA staceji do Ctyfnasobné levotocivé Sroubovice

sdélkou o 0.11 nm kratsi na disacharidovou jednotku nez u pH 5 — 8 [284]. Tyto
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rozmérové zmeény tedy teoreticky umoznuji interakci vétSitho poctu molekul HA s

jednotkou plochy.
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Obr. 7 Vliv podminek na konjugaci HA.

Viiv doby a pH v (A) Mcllvainové pufru [261], (B) 100 mM MES, (C) 50 mM MES a (D) 20 mM MES pufru. (E)
Porovnani prubéhu konjugace v riznych pufrech pri pH 3. (F) Srovndni vlivu poméru HA:EDC:NHS na
konjugaci (20 mM MES, ph 3).

Limitujicim faktorem pfi volbé optimalniho pH reakce predstavuje mozna degradace
nosi¢e a konjugované molekuly. Ackoli degradace kiemicitych nanomateriald podléha
degradaci spiSe v zasaditém pH, v pfipadé kyseliny hyaluronové byla potvrzena jeji
degradace pii pH < 4 a pH > 11 [285]. Rychlost zkracovani fetézci HA, ke kterému
dochazi Stépenim zejména u B-(1—4) glykosidové vazby, je potom zavislé nejen na pH,
ale 1 na teploté. Temmeraas and Melander [286] stanovili kinetické konstanty (kp) pro
jednotlivé hodnoty pH a teploty degradace. Kineticka konstanta definovana jako tbytek
molekulové hmotnosti HA (1/Mw — 1/Mwp) V ¢ase byla pro pH 3.1 (25 °C) stanovena na
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1x 107 h' a pro pH 4 (25 °C) na 3 x 10® h™. Na jejich zaklad& bylo provedeno interni
oveéfeni [287] a kalkulace predpoklddaného molekulové hmotnosti HA v case. Pii
vystaveni molekul kyseliny hyaluronové pH ~3 (25 °C) lze predpokladat zkraceni
prumérné molekulové hmotnosti z 1.3 MDa na 1.15 MDa v prubéhu jedné hodiny.
V piipad¢ pouziti pH 4 pfi reakci je to potom 1.251 MDa po jedné hodiné reakce.
S rostoucim pH se potom zkracovani fetézci HA dale zpomaluje. Tomuto predpokladu
odpovidaji také vysledky dosazené pii konjugaci, kdy prodlouzena doba konjugace vede
zejména u pH 3 ke ztrat¢ konjugované HA. Tento efekt je patrny zejména u konjugace po
10 a 15 hodinach a stejny trend byl pozorovan u vsech testovanych koncentraci HA (obr.
7 F). Naproti tomu v piipadé pH 5 a 6 je degradace, ale i konjugace pomalejsi a miize
dochazet k naristu konjugované HA i po 10 hodinach konjugace. Z hlediska degradace
molekul kyseliny hyaluronové je tedy vyhodné, ze maximalni konjugované mnozstvi
bylo dosazeno po 1 hoding v pufrech s pH 3. U nanovlaken vystavenych pH 3 po dobu 1

hodiny také nebylo pozorovano zavazné naruSeni nanovlakenné vrstvy

Vliv pufru

Ovéten byl také vliv pouzitého pufru na Gc€innost konjugace. Z porovnani vysledki
uvedenych na obrazku 7 A-D vyplyva, Ze vyssi ucinnost konjugace HA je pfi pouziti
MES pufru v porovnani s Mcllvainovym pufrem. Tento efekt je mozné vysvétlit
pfitomnosti kyseliny citronové v Mcllvainové pufru, kdy EDC mize kromé molekul
kyseliny hyaluronové reagovat také s karboxyly kyseliny citronové, coz vede k niz§imu
mnozstvi HA na povrchu nanovldken. Prokazan byl také vliv koncentrace pufru na
ucinnost konjugace. V ptipadé MES byly srovnany 100 mM, 50 mM a 20 mM pufry.
mM MES (viz obr. 7 D). Tento vysledek, tedy pozitivni vliv niz§i koncentrace a tim i
iontové sily, byl jiz pozorovan u konjugace proteinii [288, 289]. V ptipad¢ kyseliny
hyaluronové tento vyzkum prozatim publikovan nebyl. Molekuly kyseliny hyaluronové
jsou kromé pH siln¢ ovliviiovany také interakcemi s ionty v zavislosti na jejich typu a
koncentraci [290, 291]. Tento efekt mize byt pravdépodobné vysvétlen pritomnosti
sulfonové skupiny u molekuly MES, kterd mize interagovat s molekulami HA a vést ke
zménam v jejich konformaci (expanzi molekuly), interakcich s vodnym prostfedim, kdy
dochazi ke sniZeni hydratace molekuly, a v interakcich s dalSimi molekulami. Jak jiZ bylo

popséano, iontova sila pufru mize mit vliv také na degradaci kifemicitych nanovlaken.
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Tento efekt se projevuje zejména pii delsi dobé konjugace (viz obr. 7 B, pH6, 15 hodin).
Z dosazenych vysledki tedy vyplyva, ze optimalni pufr pro dosazeni nejvyssiho mozného

mnozstvi konjugované kyseliny hyaluronové na povrchu nanovlaken je 20 mM MES.

Vliv poméru HA a EDC

Vliv poméru kyseliny hyaluronové vic¢i EDC byl studovan pii sou¢asném zachovani
neménného poméru EDC: NHS vreakéni smési. Na zékladé optimalizace pH a
koncentrace pufru byl pro tuto studii zvolen 20 mM MES pufr s pH 3. Hodnoceno bylo
nejen mnozstvi HA konjugované na povrch nanovlaken, ale také vliv na jejich
morfologii. Studované hmotnostni poméry HA: EDC: NHS byly 1: 6: 1.5, 2: 6: 1.5, 4: 6:
1.5 a 6: 6: 1.5. Pro konjugaci prostiednictvim karbodiimidové chemie se vSeobecné
doporucuje prebytek EDC vici konjugované molekule [270, 292]. Ackoli dostupna
literatura Casto uvadi vahovy piebytek kyseliny hyaluronové — napt. 2: 1 [293] nebo az
17: 1 [294], je tieba brat v tivahu vysokou molekulovou délku HA a jeji vliv na redlny
pocet karboxylovych skupin reagujicich s EDC. V ptipadé molekulové hmotnosti 1.3
MDa ve smési s hmotnostnim pomérem HA: EDC 1: 6 ¢ini molarni pomér COOH: EDC
zhruba 1: 12. V pfipadé hmotnostniho poméru 1: 1 (viz HA: EDC: NHS 6: 6: 1.5) je
potom molarni pomér COOH: EDC 1: 2. Vyssi podil kyseliny hyaluronové v reakéni
sm¢si nebyl testovan s ohledem na jeji vysokou molekulovou hmotnost a s ni souvisejici
vysokou viskozitu vodnych roztokd.

NHS 1: 6: 1.5) vede k vazbé dostatecného mnozstvi kyseliny hyaluronové na povrch
(25.3 £ 0.9 pg HA / mg nanovlaken) a dalsi zvySovani podilu HA v reak¢éni smési nevede
k vyss§i vytéznosti konjugace. Z hlediska vlivu na morfologii nanovlaken nevedl Zadny
Z testovanych podild HA ke sniZzeni porozity nanovlakenné vrstvy, uzavirdni
mezivlakennych por ani k formovani nepravidelnych Utvarii na povrchu nanovlaken.
Konjugovana kyselina vytvofila na povrchu nanovlaken tenkou homogenni vrstvu, ktera
byla pozorovatelnd zejména ve spojich u dotykajicich se nanovldken (viz obr. 8).
Rovnomérnou distribuci kyseliny hyaluronové v nanovladkenné vrstvé potom prokazalo

barveni toluidinovou modii O (TBO).
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Obr. 8 SEM snimky nanovidken s konjugovanou kyselinou hyaluronovou

(A) Kfemicita nanovldkna pred konjugaci. (B) Nanovldkna po konjugaci s pomérem HA: EDC: NHS 1: 6:1.5,
pH 3, 20 mM MES. Zvétseni 5 kx a 50 kx doplnéné o histogramy priiméri nanovldken.

2.3 Vliv funkcionalizace na biodegradabilitu a biokompatibilitu

Analyza degradace v simulovanych podminkdch potvrdila vliv  povrchové
funkcionalizace na degradaci kiemicitych nanovlaken in vitro. Kfemicité nanomaterialy
jsou vSeobecné povazovany za biodegradabilni material, pfi¢emz rychlost degradace
zavisi na metod¢ pripravy a podminkach zpracovani [273 - 276]. V tomto piipadé vedla
povrchova funkcionalizace ke zpomaleni degradace nanovlaken. V piipadé
silanizovanych kfemicitych nanovldken byla degradace zpomalena pouze v prvnich
hodinéach a po 24 hodinach degradace bylo mnoZstvi uvolnéného kiemiku témét shodné —
tedy 30.3 = 1.6 mg Si/ | (SiO) a 29.6 + 0.5 mg Si/ | (SiO,-NHy). Zpomaleni uvoliiovani
kfemiku mohlo byt v tomto pfipadé¢ zplsobeno také odstranénim residui prekurzoru
TEOS a oligomernich fetézcii v pribéhu silanizace. Ty, pokud jsou v materialu ptitomné,
prispivaji k mnozstvi kfemiku uvolnéného pfedev§sim v prvnich hodinach degradace.
Konjugace kyseliny hyaluronové vedla k dal§imu zpomaleni procesu degradace.
Konjugace kyseliny hyaluronové (25.3 HA nug/ mg) vedla ke zpomaleni degradace po
dobu 72 hodin. U konjugované kyseliny hyaluronové (25.3 HA pg/ mg) mélo uvoliovani
Sirychlost 0.7 mg Si/ I/ h v prvnich 24 hodinach, nasledné doslo ke zpomaleni degradace
na 0.55 mg Si/ I/ h mezi 24. a 48. hodinou a 0.068 mg Si/ I/ h mezi 48. a 72. hodinou.
Vyssi rychlost degradace nanovlaken mezi 24. a 48. hodinou v porovnani s neupravenymi
nanovlakny lze vysvétlit naruSenim hyaluronového obalu nanovldken. To potvrdila také

SEM analyza, kde je patrny rozdil v naruSeni povrchu nanovldken zejména po 24
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hodinach v STT, kdy u neupravenych nanovlaken jiz probihd eroze povrchu, zatimco
nanovlakna s konjugovanou kyselinou hyaluronovou vyhazuji stale hladky povrch. Po
dalSich 24 hodinach degradace uz naruseni povrchu vykazuji i ona. Analyza povrchu
nanovldken po degradaci zarovein prokazala, ze kiemicCitd nanovlakna vykazuji schopnost
popsanou i u jinych nanomaterialti na bazi oxidu kiemiku — tedy degradaci bez botnani a

schopnost uchovani strukturni integrity i po ztrat¢ az 85% podilu hmoty [275, 276].

Obr. 9 Vyvoj morfologie nanovldken v pribéhu degradace v simulovanych podminkdch.

(A) Neupravend nanovldkna a (B) Nanovldkna s konjugovanou HA po 24 hodindch degradace v STT in
vitro.

U nanovlaken s konjugovanou kyselinou hyaluronovou byl také potvrzen pozitivni vliv
na biokompatibilitu nanovldkenné vrstvy.

Zatimco silanizace vedla k viabilit¢ mySich fibroblastd 3T3 108.8 + 3.1 %. Konjugace
kyseliny hyaluronové vedla k dal§imu zvySeni viability bunék v zavislosti — a to na 115.1
+ 5.9 % v ptipad¢ poméru HA: EDC 1: 6 a 120.9 = 6.2 % u HA: EDC 6: 6 (viz obr. 10).
Tyto vysledky koreluji s mnozstvim HA vazanym na povrchu. Vzhledem k vlivu
mnozstvi HA na degradaci kfemicitych nanovlaken lze ptfedpokladat, ze zvySend viabilita
je zplsobena nizSim mnozstvim kiemiku uvolnéného z nanovldken. Tyto vysledky

koreluji také s daty publikovanymi Moghaddam et al. [273, 301, 302].
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Obr. 10 Biokompatibilita funkcionalizovanych nanovldken.

Viabilita 3T3 mysich fibroblasti vyjadrena jako procentudini podil z viability bunék vystavenych
neupravenym SiO, nanovldknim v pfimém kontaktu po dobu 24 hodin.

Studovan byl také vliv na modifikace povrchu na adhezi a proliferaci bunék na povrchu
nanovlaken. Hodnoceni viability bunék (MTT) bylo doplnéno ovéfenim morfologie
bun¢k fluorescencnim barvenim 1 elektronovou mikroskopii. I pfes zvySenou adhezi
bunék v prvnich 24 hodinach, u zadného z nanovlakennych substrati s konjugovanou HA

nebyla pozorovana podpora bunécné proliferace.

Z téchto vysledki vyplyva, ze konjugace HA vede ke zlepSeni biokompatibility a
zpomaleni degradace nanovldken, ale nepodporuje proliferaci bunék na jejich povrchu.

Tento efekt je vyznamny zejména z pohledu aplikace v hojeni ran, kdy ani u
funkcionalizovanych nanovlaken nedochdzi pifi degradaci k uzavirdni mezivlakennych
p6rt botnanim a tim ztraté vymény plyniti mezi ranou a vnéjSim prostiedim. Zachovani
integrity nanovldken v prib¢hu degradace zdroven umoziuje vyjmuti nedegradovanych
zbytkl z rany, tak aby nedoslo k jejimu pfetizeni degradacnimi produkty. Nizk4 bunécéna
proliferace na povrchu nanovlaken zabrani pii aplikaci krytu na ranu jeho adhezi ke

spoding rany.
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3. Hodnoceni interakci nanovlaken s modelovymi
1éCivy

V zavéru prace byly ovéfeny interakce modifikovanych nanovldken se zvolenymi
modelovymi 1é¢ivy — polymyxinem B a nisinem. Polymyxin B je kationni hydrofilni
antibiotikum s a¢inkem proti gramnegativnim bakteriim véetné multirezistentniho kmene
Acinetobacter baumanni. Nisin je polycyklicky antibakterialni peptid nalezici do skupiny
lantibiotik s ii¢inkem proti grampozitivnim bakteriim.

Sledovana byla sorpce 1é¢iv na povrch modifikovanych nanovléken, kinetika jejich
uvoliiovani liberaci do simulované télni tekutiny. Zaroven bylo provedeno hodnoceni
antibakterialni u¢innosti v zavislosti na typu vazby 1éCiva a také ovéfeni doby trvani

antibakterialniho u¢inku.

U modifikovanych nanovldken byla potvrzena schopnost vazby vétstho mnozstvi 1éCiva
ve srovnani s neupravenymi a silanizovanymi nanovldkna a to i z roztokli o nizké

koncentraci Zaroven byl potvrzen vliv pH média na mnozstvi uvoliieného 1é€iva.

Libera¢ni i antibakterialni test potvrdily formovani silngj$i vazbu podilu 1é¢iva na
nanovldkna diky elektrostatickym interakcim s molekulami kyseliny hyaluronové.
V piipadé¢ nisinu bylo potvrzeno také prodlouzené uvoliiovani - a to po dobu 8 hodin.
Zvysena sorpce léCiva vedla k také ke zvySené antibakterialni aktivité vic¢i obéma
sledovanym bakteriim (E. coli a S. gallinarum). Zaroven byl u obou modelovych 1é¢iv
prokazan prodlouzeny antibakterialni ucinek spojeny se zvySenou vazbou a stabilitou
lé¢iva na nanovldknech s konjugovanou HA. Ta byla schopna uvoliiovat aktivni

polymyxin B po dobu 72 hodin a nisin po dobu 48 hodin.

Dokumentace dosaZzené antibakteridlni u¢innosti hodnocené jako rozmér difuzni zény
Vv okoli vzorku a vyvoj antibakteridlni G¢innosti v ¢ase jsou zobrazeny na obrazcich 11 a

12.

26



"' l?%ﬁ’;é%ém e

Obr. 11 Antibakteridlni ucinnost nanovidken s imobilizovanym Polymyxinem B.
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Rozmér difuznich zén. Lécivo vdzané (A, B, C) adsorpci V¢. kapildrnich frakce a vdazané (D, E, F)
elektrostatickymi interakcemi na (A, D) neupravend SiO,, (B, E) SiO»-NH, a (C, F) SiO,-NH,-HA nanovldkna.
Testovdno na bakterii E. coli..
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Obr. 12 Vyvoj antibakteridlni aktivity nanovidken v ¢ase. Hodnoceno Iécivo vdzané na povrch bez kapildrni
frakce. Imobilizace z 0.1% roztoku.
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Zaver

Kontaminované a chronické rany ptestavuji Castou zdravotni komplikaci spojenou
s fadou chronickych onemocnéni, jako je naptiklad diabetes mellitus, a jejich netispésna
1é¢ba mtize vést az k amputaci koncetiny. Vzhledem ke zvySujici se incidenci diabetu
V populaci a nepiiznivé predikci dal§iho vyvoje je v soucasnosti kladem dliraz na hledani
novych moznosti terapie chronickych a kontaminovanych ran. Nanovlédkna pfedstavuji
zajimavy nanomateridl s fadou unikatnich vlastnosti vyhodnych pro jejich vyuziti jako
krytli ran. Vyznamna je zejména jejich struktura poskytujici vysoky specificky povrch
dostupny pro vazbu biologicky aktivnich latek a dale vysoka porozita pti malém rozméru
pért. Ta umoznuje vyuziti nanovldken jako bariéry chranici prostiedi rany pred vnéjSimi
vlivy, kterd soucasné¢ umoziiuje vyménu plynll mezi rdnou a vnéjSim prostredim.
Materialové slozeni nanovldken potom ovliviiuje jejich biodegradabilitu a bioaktivitu.
Kfemicitd nanovldkna pfedstavuji v tomto sméru biokompatibilni a biodegradabilni
material vyznacujici se unikatnim zptisobem degradace, ktery nevede k uzavirdni
mezivldkennych porG botndnim a umoziluje zachovani vysoké porozity 1 v pribéhu
degradace. Nevyhoda kiemicitych nanovldken spocivéa v jejich hydrofobnim charakteru
limitujicim moZnosti jejich vyuZiti pro vazbu a uvolnovani hydrofilnich 1é¢iv.

Z tohoto divodu byla cilem této prace optimalizace ptipravy kiemicitych nanovldken a
jejich povrchova modifikace kyselinou hyaluronovou za tcelem zlepSeni vazby zejména
hydrofilnich kationnich 1é€iv.

V prvni ¢asti této prace byl popsan vliv viskozity kfemicitého solu pfipraveného metodou
sol-gel a procesnich parametrdi elektrostatického zvlaknovani na morfologii
piipravovanych nanovldken. Z;jiSténé souvislosti vedly ke stanoveni optimalni viskozity
solu (< 50 mPa.s) a procesnich parametri umoziujicich ptipravu homogenni
nanovlakenné vrstvy se stfedni hodnotou priméru nanovldken < 250 nm a vysokym
specifickym povrchem dostupnym pro dal$i modifikace. Studovan byl také vliv teplotni
stabilizace na chemické sloZeni povrchu a biokompatibilitu nanovlaken. Byl popséan vliv
podminek teplotni stabilizace na mnozstvi silanolovych skupin dostupnych na povrchu.
Jejich pfitomnost je nezbytna pro dalsi funkcionalizace, ovSem zaroven vede ke snizovani
biokompatibility. Na zdklad¢ dosazenych vysledkl byla jako optimalni potvrzena tepelna

uprava pii 180 °C po dobu 2 hodin.
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Pro zajisténi konjugace kyseliny hyaluronové na povrch nanovldken byla kiemicita
nanovlédkna nejprve povrchové funkcionalizovana roubovadnim aminoskupin s pouzitim
silanizace. Jeji prabeh byl studovan z hlediska vlivu koncentrace silaniza¢niho ¢inidla
(APTES) a doby silanizace na vytéznost reakce. Jako optimalni byla identifikovana
uprava povrchu 3% roztokem APTES po dobu 2 hodin. Soucasné byl odhalen vliv doby a
podminek skladovani kifemicitych nanovldken na ucinnost nasledné silanizace. Bylo
prokdzéano, ze po uplynuti tii tydnd, béhem kterych dochazi k postupné rehydroxylaci
povrchu nanovldken, ucinnost silanizace povrchu nanovlaken opét klesa. Tento jev je
zpisoben fyzikalni sorpci vody ze vzdusné vlhkosti a je nutné mu pfizpisobit podminky
skladovani nanovlaken nebo jejich tipravu pred silanizaci. U néasledné konjugace kyseliny
hyaluronové prostfednictvim karbodiimodové chemie (EDC/NHS) byl studovan a
potvrzen vliv pH, sloZeni a koncentrace pufru, doby reakce a slozeni reakéni smési na
mnozstvi kyseliny hyaluronové vdzané na povrch nanovléken. Jejich vhodnou kombinaci
bylo dosazeno vazby 25.3 pg HA na 1 mg kiemicitych nanovlaken. U téchto nanovléken
byl nésledné¢ potvrzen pozitivni vliv konjugované kyseliny hyaluronové na
biokompatibilitu nanovldken vii¢i koznim fibroblastim 3T3-A31. Zaroveii byla potvrzena
biodegradabilita modifikovanych nanovlaken. Ta byla v prabéhu prvnich 72 hodin
zpomalena Vv porovnani s neupravenymi kifemiitymi nanovlakny. Rychla degradace
povrchu je vyhodnéd zejména vzhledem k nizkému riziku nezddouci adheze nanovlédken
ke spodiné rany, zaroven zpomaleni degradace kiemicitych nanovladken muze mit
pozitivni vliv na biokompatibilitu systému diky niZSimu mnozstvi uvolnéného kiemiku.
Jedna se sice o biogenni prvek, ovSem jeho vysoké koncentrace mohou mit cytotoxicky
efekt [273].

Posledni cast disertaéni prace se vénovala ovéfeni interakci mezi funkcionalizovanymi
nanovlakny a zvolenymi modelovymi léCivy polymyxin B a nisin. Jedna se o hydrofilni
antibakterialné¢ u€inné latky nesouci na svém povrchu pfi fyziologickych podminkach
pozitivni naboj. Byla prokazana zvySena vazba obou 1éCiv na povrch nanovlaken
s konjugovanou kyselinou hyaluronovou v porovnani s neupravenymi a silanizovanymi
nanovlakny. Zaroven byla potvrzena pH senzitivita systému. Vazba obou lé¢iv na povrch
nanovlaken s konjugovanou kyselinou hyaluronovou vedla k dosazeni prodlouzené
antibakterialni aktivity nanovlaken. V pfipad€ polymyxinu B aZ na 72 hodin.

Konjugace kyseliny hyaluronové na povrch nanovléken tedy vedla k tvorb& materidlu se

zlepSenou biokompatibilitou a povrchem umoZziujicim zvySenou vazbu a prodlouzeny
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ucinek 1éciva. Byl prokazan potencial téchto nanovldken pro aplikace v hojeni ran a

dopravé predevsim kationnich 1éCiv.

Reseni této prace piineslo kromé uvedenych vysledkd také celou fadu otazek, jejichz
zodpovézeni bude nutné pro dalsi vyuzivani kfemicitych nanovlaken v medicinskych
aplikacich i hlubsi pochopenti jejich vlastnosti. Pfedev§im se jednd o zmény povrchovych
vlastnosti nanovlaken v ¢ase. Ty ovliviiuji nejen Gcinnost silanizace povrchu, ale je nutné
ovefit také vliv dlouhodobého skladovani na biokompatibilitu a biodegradabilitu
ktemicitych nanovldken. Hlub§i studium interakci kiemicitych nanovladken
s biologickymi systémy — zejména vliv jejich degradacnich produktd je vyznamné pro
dalsi aplikace nanovldken. Ackoli je vSeobecné znam zplsob degradace kiemicitych
nanomateriali prostiednictvim uvoliiovani kyseliny orthokifemicité, testy biodegradace a
biokompatibility povrchové funkcionalizovanych nanovldken otevieli otazku jeji
optimalni koncentrace. Ta se miize pro kazdy bunéény typ liSit. Zaroven povrchova eroze
nanovlaken v prubéhu degradace mize vést k uvoliiovani nanocastic. Z tohoto divodu by
bylo vhodné hloubéji prostudovat vliv davky na bunky relevantni pro jednotlivé faze
hojeni ran — tedy nejen fibroblasty, ale také keratinocyty, bunky cévniho epitelu a bunky
imunitniho systému. Timto zpisobem by byl osvétlen vliv kiemicitych nanovlaken na re-
epitelizaci, angiogenezi a imunitni odpovéd organismu. Vysledky by mohly pomoci
stanovit optimalni podminky aplikace kiemicitych nanovladken pro stimulaci jednotlivych
procest spojenych s hojenim ran v zévislosti na jejich fazi.

Soucasné vede potvrzeni rychlé biodegradability obalu z konjugované kyseliny
hyaluronové k otazce, jak degradace nanovldken ovliviiuje molekulovou hmotnost
kyseliny hyaluronové uvoliiované z jejtho povrchu a jak tyto zmény ovlivni
jeji bioaktivitu pti delsi expozici. Vzhledem Kk souvislosti mezi molekulovou hmotnosti
HA a jejimi biologickymi efekty, se dalsi studie budou zabyvat vlivem doby a podminek
degradace na molekulovou hmotnost kyseliny hyaluronové a efektem téchto
degradacnich produkti na kozni bunky.

Dalsi otazka, kterou bude v budoucnu nutné zodpovédét, se tyka robustnosti systému
Z hlediska interakci s 1é¢ivy. V budoucnu bude nutné hlubsi studium interakci provedené
na SirSi skupiné 1é¢iv s odliSnou strukturou a vlastnostmi. Vzhledem k dobré ucinnosti
vazby u 0.1% imobilizacnich roztoki by bylo vhodné ovéfit také uGcinnost vazby u
roztokll s niz8i koncentraci a déale Gc¢innost vazby u ristovych faktord, jejichz lokalni

aplikace by méla pozitivni u¢inek na hojeni ran.
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