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Abstrakt 

Chronické rány, často spojené s bakteriální kontaminací, představují stále větší problém 

vzhledem k rozvoji civilizačních a chronických onemocnění, jako je například diabetes 

mellitus, které jsou často příčinou rozvoje chronické rány a jejich neúspěšná léčba může 

vést až k amputaci. V současnosti je kladen důraz na hledání nových materiálů pro hojení 

chronických a kontaminovaných ran. Nanovlákna v tomto ohledu představují zajímavý 

nanomateriál s řadou unikátních vlastností výhodných pro jejich využití jako krytu rány. 

Tato práce se zabývá vývojem nanovlákenného materiálu pro zvýšenou vazbu především 

hydrofilních kationních antibakteriálně účinných léčiv. Nanovlákenný kryt rány byl 

připraven elektrostatickým zvlákňováním anorganických biodegradabilních nanovláken 

na bázi oxidu křemičitého. Ta byla následně pro zajištění zvýšené sorpce léčiva 

povrchově funkcionalizována. Nejdříve byly na povrch silanizací roubovány 

aminoskupiny, které byly následně využity ke konjugaci kyseliny hyaluronové (HA) 

prostřednictvím EDC/NHS. V průběhu vývoje nanovlákenného krytu byla 

optimalizována příprava nanovlákenné vrstvy a studovány podmínky silanizace a 

konjugace kyseliny hyaluronové pro dosažení vazby co největšího množství na povrch. 

Nanovlákenný kryt byl následně charakterizován z hlediska biokompatibility a 

biodegradace. Interakce s léčivy byly ověřeny na modelových léčivech polymyxin B a 

nisin. Byla prokázána zvýšená vazba těchto léčiv na povrch nanovláken s konjugovanou 

kyselinou hyaluronovou a jejich prodloužený antibakteriální účinek proti bakteriím E. 

coli a S. gallinarum.  

 

KLÍČOVÁ SLOVA: Křemičitá nanovlákna, kyselina hyaluronová, hojení ran, doprava 

léčiv, kationní léčiva,  biokompatibilita, biodegradabilita, antibakteriální účinek. 
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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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Úvod 

Zvyšující se incidence chronických ran v populaci související s nárůstem výskytu 

civilizačních chorob, jako jsou ateroskleróza, diabetes mellitus či chronická žilní 

insuficience, a s ní související zvyšující se náklady na léčbu pacientů, vedly v posledním 

desetiletí nejen k hledání nových léčiv, ale i hledání nových účinných systémů pro 

řízenou dopravu a uvolňování léčiv [1, 2]. Při volbě materiálu pro konstrukci krytu ran se 

zvažuje nejen požadovaná stabilita nanovláken, ale také konkrétní požadavky kladené na 

materiál v souvislosti se stavem rány, fází hojení, přítomnosti infekce a složením infekce. 

Všechny tyto parametry ovlivňují volbu materiálového složení a struktury krytu.  

Nanovlákna představují velmi zajímavý materiál pro využití v hojení ran. Specifický 

povrch dostupný na jejich povrchu může být využit pro vazbu léčiva, zatímco jejich 

struktura poskytuje ráně ochranu a při zachování výměny plynů s okolním prostředím. 

Chování nanovláken v ráně je potom dáno především jejich materiálovým složením. To 

ovlivňuje jejich degradabilitu, biokompatibilitu a bioaktivitu. V průběhu let bylo úspěšně 

zvlákněno několik stovek syntetických i přírodních polymerů a jejich směsí, z nichž 

pouze část byla studována z hlediska možného využití v dopravě léčiv pro kontrolu 

infekce v hojení ran. Pro tento účel byla nanovlákna různě funkcionalizována především 

antibakteriálními ionty a nanočásticemi, antiseptiky, antibiotiky, ale i přírodními extrakty. 

Kinetika uvolňování těchto látek přitom závisí jednak na složení nanovláken, 

vlastnostech léčiva, ale také na způsobu jeho vazby do nanovláken nebo na jejich povrch 

[2, 3, 4, 5, 6, 7].  

Z hlediska materiálového složení představují unikátní materiál nanočástice a nanovlákna 

na bázi oxidu křemičitého připravená metodou sol-gel. Degradace těchto nanomateriálů 

vede k uvolňování křemíku jako biogenního prvku podporujícího hojení ran [8]. Zároveň 

poskytují tyto nanomateriály široké možnosti z hlediska povrchové funkcionalizace, která 

umožňuje řídit vazbu aktivních molekul a jejich následné uvolňování [9, 10]. Tyto 

vlastnosti byly prozatím popisovány především u nanočástic. Křemičitá nanovlákna a 

možnosti jejich povrchových modifikací jsou prozatím málo prostudovány, ačkoli 

v současné době zaznamenávají velký rozvoj díky novým metodám přípravy [11, 12].  

Materiálem s vysokým potenciálem pro využití v hojení ran a dopravě léčiv je také 

kyselina hyaluronová, a to především díky jejím unikátním vlastnostem, vysoké 

bioaktivitě [13, 14] a schopnosti stimulovat prostředí rány. Její silně hydrofilní, záporně 
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nabité molekuly jsou schopny tvořit komplexy s léčivy a je hodně využívána také 

k tvorbě konjugátů s léčivy. Právě díky těmto vlastnostem je často využívána jako nosič 

v dopravě léčiv [15, 16, 17], kde může být kombinována s dalšími materiály pro zajištění 

požadovaných vlastností a optimální vazby a profilu uvolňování léčiva.  

Zatímco u hydrofobních léčiv se konjugace na nanomateriály využívá ke zlepšování 

biodostupnosti [18, 19, 20], u silně hydrofilních léčiv je inkorporace do nanomateriálů 

nebo vazba na jejich povrch prováděna pro zajištění jejich stability a zabránění odplavení 

léčiva. [21, 22]. Toto platí především u lokální aplikace léčiv.  
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Cíle práce 

Cílem této disertační práce bylo vyvinout biokompatibilní nanovlákenný systém založený 

na kombinaci dvou bioaktivních materiálů – tedy křemičitých nanovláken a 

vysokomolekulární kyseliny hyaluronové, a to tak aby zůstala zachována nanovlákenná 

struktura a zároveň byly zlepšeny povrchové vlastnosti materiálu. Dále pak vyhodnotit 

využitelnost takového materiálu při vazbě a lokálním uvolňování hydrofilních kationních 

léčiv. Vývoj takového materiálu zahrnoval kroky uvedené na schématu níže (obr. 1).   

 

 

Obr. 1 Schéma jednotlivých kroků přípravy a modifikace křemičitých nanovláken zahrnutých v disertační 
práci. 
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Vzhledem k šíři analýz vyžadovaných při ověřování jednotlivých kroků povrchové 

modifikace nanovláken byla experimentální část práce rozdělena do tří samostatných 

kapitol, které na sebe vzájemně navazují a dokumentují vývoj materiálu včetně 

hodnocení vlastností relevantních pro další krok modifikace nebo aplikaci v oblasti 

dopravy léčiv a hojení ran.   

 

Kapitoly zahrnuté v experimentální části jsou: 

1. Příprava a charakterizace křemičitých nanovláken; 

2. Konjugace kyseliny hyaluronové a charakterizace a  

3. Hodnocení interakcí nanovlákenného systému s modelovými léčivy. 
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Nejvýznamnější výsledky  

1. Příprava a charakterizace křemičitých nanovláken 

Příprava solu pro výrobu křemičitých nanovláken probíhala metodou sol-gel s 

hydrolýzou a kondenzací katalyzovavými v kyselém prostředí.  

U substrátů pro dopravu léčiv a konjugaci je vyžadován co nejvyšší specifický povrch 

dostupný pro vazbu molekula. Ten je závislý na morfologií nanovláken, především jejich 

průměrem, který je při výrobě nanovláken elektrostatickým zvlákňováním určován 

procesními parametry zvlákňování a koncentrací polymerního roztoku. V případě 

křemičitých nanovláken připravených metodou sol-gel dochází při přechodu solu na gel 

ke změnám vnitřního uspořádání, které se projevují změnou viskozity bez změny 

koncentrace a mají vliv na morfologii nanovláken. Dalším parametrem významným pro 

povrchové funkcionalizace je stabilita nanovláken a množství silanolových skupin na 

povrchu. Ty jsou využívány při silanizaci k roubování funkčních skupin. Třetím 

významným parametrem kladeným na jakýkoli systém pro dopravu léčiv je jeho 

biokompatibilita. Všechny tyto parametry hrají významnou roli při volbě optimálních 

podmínek přípravy křemičitých nanovláken, jak ukazuje schéma na obrázku 2.  

 

 

Obr. 2 Schéma vlivů jednotlivých parametrů při výběru substrátu pro další konjugaci. 

 

Proto byla při přípravě nosného nanovlákenného substrátu křemičitých nanovláken 

pozornost věnována rychlosti přechodu mezi jednotlivými fázemi vnitřního uspořádání 

solu projevujícího se změnou viskozity.  Byl ověřen vliv viskozity solu a vybraných 
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procesních parametrů elektrostatického zvlákňování na morfologii připravených 

křemičitých nanovláken a jejich měrný povrch. A to u dvou metod bezjehlového 

elektrostatického zvlákňování. Vliv parametrů byl testován zvlákňováním na 

laboratorním zařízení vybaveném „tyčkovou“ elektrodou a na poloprovozním zařízení 

Nanospider NS line 1WS500U (Elmarco, Česká republika) vybaveném drátovou 

elektrodou. Byla popsána závislost průměru nanovláken na viskozitě (fázi přechodu solu) 

a zvlákňovací vzdálenosti a napětí u obou zvlákňovacích zařízení. Schéma zobrazují jak 

systém práce, tak vliv viskozity jako významného parametru majícího zásadní vliv na 

průměr nanovláken a vybrané dosažené výsledky je na obrázku 3. Kompletní výsledky a 

popis závislostí je uveden v disertační práci v kapitole 5. 3. 1. Pro dosažení homogenní 

nanovlákenné vrstvy na zařízení Nanospider byla jako optimální stanovena viskozita solu 

> 50 mPa.s při zvlákňovací vzdálenosti 175 mm a napětí 70 kV. Tímto způsobem byla 

zvlákněním solu o viskozitě 43.2 mPa.s připravena nanovlákenná vrstva se střední 

hodnotou průměru vláken 241.3 ± 76.3 nm, u níž byl vypočtený specifický povrch 

dostupný pro další modifikace > 8 m
2
/g.  

V případě hodnocení vlivu tepelné stabilizace na množství silanolových skupin na 

povrchu byla prokázána jejich ztráta rostoucí s teplotou při 250 °C a vyšší a jejich 

přeměna na siloxanové vazby. Tento výsledek byl potvrzen TGA i FTIR analýzou. 

Zároveň nebyl prokázán významný vliv teplotní úpravy na strukturu nanovlákenné vrstvy 

ani střední hodnotu průměru nanovláken.  

Následně  byl ověřen vliv teplotní stabilizace na biokompatibilitu nanovláken na vůči 

myším fibroblastům 3T3. Výskyt silanolových skupin na povrchu křemičitých materiálů 

ve vyšší míře je spojován s toxicitou nanomateriálů způsobenou oxidačním stresem [115, 

253]. Tento předpoklad potvrdili i výsledky studie, kdy s rostoucí teplotou úpravy a 

snižujícím se množstvím silanolových skupin na povrchu rostla také viabilita buněk. 

Z 87.6 ± 4.6 % dosažených u neupravených nanovláken (R.T.) viabilita stoupla na 90.8 ± 

2.3 % úpravou při 180 °C, 93 ± 3.3 % úpravou při 250 °C, a ~95 % úpravou při teplotách 

přesahujících 350 °C. Dosažené výsledky jsou uvedeny na obrázku 4.  

 

Vzhledem k významu silanolových skupin pro další konjugaci a buněčné viabilitě 90.8 ± 

2.3 %, kdy je možné materiál označit za biokompatibilní vůči danému buněčnému typu, 

byla pro další funkcionalizace nanovláken zvolena nanovlákna tepelně stabilizovaná při 

teplotě 180 °C.  
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Obr. 3 Schéma procesu hodnocení vlivu viskozity a procesních parametrů elektrostatického zvlákňování na 
morfologii nanovlákenné vrstvy. 
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Obr. 4 Biokompatibilita nanovláken stabilizovaných při různých teplotách. 

Test v přímém kontaktu expozicí po dobu 24 hodin. Buněčná viabilita vztažena vůči počtu živých buněk u 
buněčné kontroly (% BC). BC – neovlivněná buněčná kontrola, PC – pozitivní kontrola, NC – negativní 

kontrola. * Hodnoty rozdílné vůči BC na hladině významnosti p<0.005.    

 

 

2.  Konjugace kyseliny hyaluronové a charakterizace 

2.1 Vliv podmínek na účinnosti silanizace 

Před konjugací kyseliny hyaluronové byla na povrchu křemičitých nanovláken provedena 

silanizace. Ta umožnila roubování primárních aminoskupin na povrch nanovláken. U 

silanizace povrchu byl studován vliv dvou parametrů – koncentrace silanizačního činidla 

(APTES) a doba silanizace.  

U obou testovaných parametrů silanizace byl prokázán vliv na účinnost procesu. 

Výsledky jsou na obrázku 5A. Koncentrace 3-aminopropyltriethoxysilanu (APTES) vyšší 

než 4% v reakční směsi nebyla testována. A to vzhledem k předchozí studii označující 

5% APTES jako limitní koncentraci, kdy nedochází k roubování dalších aminoskupin ve 

srovnání s nižšími koncentracemi APTES [178]. Z tohoto důvodu byl testován rozsah 2 – 

4 % APTES při zachování molárního poměru ethanol: H2O 1: 0.135. Nejvyšší množství 

aminoskupin (79.4 ± 2.23 ng NH2/ mg NFs) bylo dosaženo při silanizaci 3% roztokem 
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APTES po 2 hodinách reakce. Množství aminoskupin roubovaných na povrch zůstalo 

v tomto případě přibližně konstantní po 2 až 5 hodinách silanizace. Silanizace po dobu 1 

hodiny se pro vazbu APTES ukázala jako nedostačující u všech testovaných koncentrací. 

Jak ukazuje obrázek 5A, silanizace 2% APTES vedla k nižšímu množství aminoskupin 

naroubovaných na povrch ve všech testovaných časových bodech. Silanizace 4% APTES 

vedla po dvou hodinách reakce k 75.1 ± 3.73 ng NH2 na mg nanovláken (NFs). Na 

základě toho lze předpokládat, že při použití 3% APTES byly využity všechny hydroxyly 

silanolových skupin dostupné k roubování. Tomu by nasvědčovalo také přibližně 

konstantní množství aminoskupin roubovaných po 2 až 5 hodinách u 3% APTES. 

Předpoklad vyčerpání hydroxylů silanolových skupin dostupných k vazbě podporují také 

výsledky dosažené při silanizaci povrchu křemičitých nanovláken upravených 

plazmaticky [176, 262]. Plazmatická úprava povrchu nanovláken před silanizací podle 

autorů generovala hydrofilní povrch bohatý právě na hydroxylové skupiny, což vedlo k 

výraznému zvýšení aminoskupin úspěšně roubovaných na povrch při zachování 3% 

koncentrace APTES. Omezujícím parametrem silanizace je tedy kombinace míst 

dostupných pro roubování a koncentrace silanizačního činidla (APTES). Při překročení 

jeho optimální koncentrace může docházet ke zvýšenému počtu nespecifických reakcí 

mezi jeho hydrolyzovanými molekulami v roztoku nebo prostřednictvím 

elektrostatických interakcí s povrchem, což může vést ke snížení počtu aminoskupin 

dostupných pro další konjugaci [100]. K těmto nespecifickým vazbám pravděpodobně 

došlo v případě silanizace povrchu 4% roztokem APTES, což by vysvětlovalo nižší 

množství aminoskupin roubovaných ve srovnání s roztokem 3%. V případě silanizace 4% 

roztokem bylo maximální množství aminoskupin (75.1 ± 3.73 ng NH2/ mg) dosaženo po 

2 hodinách reakce. Delší doba silanizace vedla k poklesu dostupných aminoskupin až na 

65 ± 0.21 ng NH2 po 5 hodinách. Degradace povrchu nanovláken, která by snižování 

množství aminoskupin v čase také vysvětlovala, nebyla elektronovou mikroskopií 

potvrzena. SEM analýza nepotvrdila ani vznik zlomů vláken nebo tvorbu fólií mezi nimi. 

Ke snižování koncentrace aminoskupin na povrchu v čase docházelo také v případě 

silanizace 2% roztokem APTES.  

Z hlediska kinetiky reakce, byla maximální množství aminoskupin na povrchu dosažena 

po dvou příp. třech hodinách silanizace. To odpovídá poznatkům dalších autorů, kteří 

uvádějí nejrychlejší průběh reakce mezi 60. až 120. minutou reakce [178, 261, 263] nebo 

mezi 90. až 180. minutou reakce [264, 265] 
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Obr. 5 Účinnost silanizace povrchu nanovláken v závislosti na (A) podmínkách procesu a (B) podmínkách 
skladování. 

 

Kromě kinetiky reakce a vlivu koncentrace silanizačního činidla byl studován také vliv 

stáří nanovláken a podmínek skladování na účinnost procesu. Stárnutí nanovlákenné 

vrstvy po teplotní stabilizaci (180 °C) a skladovací teplota silně ovlivňují množství 

hydroxylových skupin dostupných na povrchu a tím i účinnost silanizace. Jejich množství 

narůstá v průběhu prvních tří týdnů skladování. Tento jev, ke kterému dochází na 

povrchu amorfních křemičitých materiálů po tepelné úpravě, je možné vysvětlit 

formováním hydroxylů na povrchu díky rehydroxylaci s využitím vzdušné vlhkosti [267-

269]. Tepelná úprava vede k nejprve k odstranění sorbované vlhkosti a následně 

k dehydroxylaci povrchu za vzniku siloxanových můstků (≡Si–O–Si≡). Míra 

dehydroxylace je závislá na teplotě a délce úpravy. U tepelné stabilizace 180 - 200 °C 

dochází převážně k odstranění fyzisorbované vody [267] a ztráta silanolových skupin je 

nižší ve srovnání s tepelnou stabilizací při vyšších teplotách. Na základě výsledků lze 

předpokládat, že tepelná stabilizace při 180 °C vedla ke ztrátě zhruba 10 % 
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hydroxylových skupin na povrchu nanovláken k jejichž zpětné hydroxylaci došlo zhruba 

po třech týdnech skladování. Podobný trend vývoje byl zaznamenán u všech testovaných 

skladovacích podmínek. Skladování ve stabilním prostředí (4 °C, 22 °C) v uzavřené 

nádobě vedlo k vyšší míře rehydroxylace ve srovnání se skladováním při pokojové 

teplotě (R.T.). V průběhu skladování byl u všech vzorků po sedmi a čtrnácti týdnech 

zaznamenán pokles účinnosti silanizace. Tento jev lze vysvětlit pokračující fyzisorpcí 

vody, která vede k tvorbě jedné či více molekulárních vrstev na povrchu nanovláken 

[267].  

Na základě dosažených výsledků byla jako optimální stanovena silanizace 3% roztokem 

APTES po dobu 2 hodin.  

 

2.2 Vliv podmínek na konjugaci kyseliny hyaluronové 

Kyseliny hyaluronová (HA) byla konjugována povrch silanizovaných křemičitých 

nanovláken prostřednictvím karbodiimidové chemie s použitím linkerů EDC/NHS. Ty při 

vazbě využívají reakční schéma uvedené na obrázku 6. Ta umožnuje vznik kovalentní 

vazby mezi karboxyly HA a primárními aminoskupinami  na povrch nanovláken. Proces 

byl studován z hlediska kinetiky a vlivu pH, použitého pufru a složení reakční směsi na 

množství kyseliny hyaluronové vázané na povrch.   
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Obr. 6 Reakční schéma znázorňující kroky vedoucích ke kovalentní vazbě HA na substrát obsahující 
primární aminoskupiny. 

1- protonace a vznik karbokationu EDC, 2- vazba karbokationu EDC na karboxylát HA za vzniku O-
acylisomočoviny, 3- reakce NHS s O-acylisomočovinou za vzniku sukcinimidyl esteru a derivátu močoviny 

jako vedlejšího produktu, 4- reakce primárního aminu s esterem za vzniku amidu a NHS. [255]       

      

 

Vliv doby konjugace 

Při optimalizaci byla testována doba konjugace 1, 3, 5, 10 a 15 hodin. Výsledky, uvedené 

na obrázku 7, jasně ukazují, že 1 hodina je pro konjugaci kyseliny hyaluronové 

dostačující a po jejím překročení nejenže většinou nedochází k dalšímu nárůstu množství 

HA, ale v závislosti na složení konjugačního roztoku může docházet k jeho snižování. 

Tento poznatek je v rozporu s původním předpokladem založeným na dostupné literatuře, 

že optimální doba konjugace je minimálně 2 až 4 hodiny [270]. Řada autorů dokonce 

uvádí delší dobu konjugace biomolekul využívající EDC v závislosti na podmínkách – a 

to 16 až 48 hodin [254, 271, 272]. Krátká doba konjugace představuje výhodu zejména z 

hlediska snížení rizika degradace nanovláken i makromolekul HA. Právě ty jsou 

pravděpodobně příčinou klesajícího množství konjugované HA s dobou přesahující 5 

hodin reakce. Ačkoli jsou křemičitá nanovlákna stabilní ve vodě, v pufrech a iontových 

roztocích dochází k jejich degradaci v závislosti na pH a iontové síle. Z hlediska pH 

dochází u nanomateriálů na bázi oxidu křemičitého k degradaci při hodnotách vyšších 

než 8 [273-276]. U křemičitých nanovláken využívaných v této práci byla potvrzena 

rychlá degradace povrchu při fyziologické teplotě v simulované tělní tekutině (pH 7.4). 

Kyselé pH může naopak ovlivňovat molekulovou délku kyseliny hyaluronové a vést 

k jejímu zkracování. Vliv iontové síly pufru je pozorovatelný u konjugačního pufru MES, 

kdy u jeho nejvyšší koncentrace (100 mM, obr. 7B) dochází s časem konjugace 

přesahujícím 5 hodin ke ztrátě vázané kyseliny hyaluronové. Tento efekt je zároveň 

výraznější u nejnižšího pH (pH 3), což podporuje předpoklad kombinovaného účinku 
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obou parametrů. Tomu nasvědčuje i fakt, že v případě vyšších pH došlo k poklesu HA až 

po 10 hodinách (pH 4, 100 mM MES) či 15 hodinách (pH 5, pH 6, 100 mM MES) 

konjugace. Naproti tomu v případě nižší koncentrace pufru (20 mM MES, obr. 7D) 

docházelo u pH 5 a pH 6 k nárůstu množství konjugované HA i po 15 hodinách. I po této 

době však množství HA konjugované při těchto podmínkách dosahuje maximálně 50 % 

množství konjugovaného po 1 hodině při pH 3 (20 mM MES, obr. 7D). Optimální doba 

konjugace je tedy silně závislá na použitém pufru a pH. 

 

Vliv pH konjugace 

Z hlediska pH se jako nejvhodnější pro účinnost vazby ukázalo nejnižší testované pH – 

tedy pH 3. Z výsledku vyplývá, že při jednokrokové konjugaci kyseliny hyaluronové 

prostřednictvím EDC/NHS je pro účinnost vazby významnější míra protonace EDC a 

kyseliny hyaluronové než míra protonace aminoskupin na povrchu nanovláken při 

následné konjugaci amidací. Amidace je nejúspěšnější při použití vyššího pH, kdy je 

amin deprotonovaný. Proto je často preferována dvoukroková metoda konjugace, kdy 

aktivace karboxylu je prováděna nejčastěji při pH 4.5 – 7.5 a pro následnou amidaci je 

preferováno pH v rozmezí 7.5 až 8. Důvodem je, že amidace při pH 4.75 může díky 

protonaci aminu vést ke vzniku nereaktivní N-acylmočoviny a snižovat tím účinnost 

konjugace [221, 270, 277]. Jak je patrné z grafů na obrázku 7A-D, pH použité při 

jednokrokové reakci silně ovlivňovalo množství konjugované kyseliny hyaluronové u 

všech testovaných pufrů a ve všech případech byla zaznamenána nejvyšší účinnost 

konjugace u pH 3. Nižší hodnota pH nebyla testována vzhledem k isoelektrickému bodu 

kyseliny hyaluronové okolo pH 2.5, kdy dochází ke skokovému nárůstu viskozity v této 

oblasti díky mezimolekulárním interakcím vlivem sníženého náboje [190, 278, 279].  Pro 

účinnou vazbu mezi EDC a karboxylovou kyselinou musí být EDC protonované na 

karbodiimidovém uhlíku a terciálním aminu, aby byla umožněna reakce 

s deprotonovaným karboxylem. V takovém případě by se pH nejúčinnější pro aktivaci 

molekul HA nacházelo v rozmezí 3.05 – 3.55. Tomu nasvědčují i výsledky provedených 

konjugací, kdy účinnost konjugace s rostoucím pH klesala. Kromě míry protonace 

karboxylových skupin může být konjugované množství kyseliny hyaluronové ovlivněno 

také konformací makromolekul HA. Ta je velice citlivá na okolní pH a uvádí se, že 

v rozmezí pH 3 – 4.5 se makromolekuly HA stáčejí do čtyřnásobné levotočivé šroubovice 

s délkou o 0.11 nm kratší na disacharidovou jednotku než u pH 5 – 8 [284]. Tyto 
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rozměrové změny tedy teoreticky umožňují interakci většího počtu molekul HA s 

jednotkou plochy.  

 

 

Obr. 7 Vliv podmínek na konjugaci HA. 

Vliv doby a pH v (A) McIlvainově pufru [261], (B) 100 mM MES, (C) 50 mM MES a (D) 20 mM MES pufru. (E) 
Porovnání průběhu konjugace v různých pufrech při pH 3. (F) Srovnání vlivu poměru HA:EDC:NHS na 

konjugaci (20 mM MES, ph 3). 

 

Limitujícím faktorem při volbě optimálního pH reakce představuje možná degradace 

nosiče a konjugované molekuly. Ačkoli degradace křemičitých nanomateriálů podléhá 

degradaci spíše v zásaditém pH, v případě kyseliny hyaluronové byla potvrzena její 

degradace při pH < 4 a pH > 11 [285]. Rychlost zkracování řetězců HA, ke kterému 

dochází štěpením zejména u β-(1→4) glykosidové vazby, je potom závislé nejen na pH, 

ale i na teplotě. Tømmeraas and Melander [286] stanovili kinetické konstanty (kh) pro 

jednotlivé hodnoty pH a teploty degradace. Kinetická konstanta definovaná jako úbytek 

molekulové hmotnosti HA (1/Mw – 1/Mw0) v čase byla pro pH 3.1 (25 °C) stanovena na 
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1 x 10
-7

 h
-1

 a pro pH 4 (25 °C) na 3 x 10
-8

 h
-1

. Na jejich základě bylo provedeno interní 

ověření [287] a kalkulace předpokládaného molekulové hmotnosti HA v čase. Při 

vystavení molekul kyseliny hyaluronové pH ~3 (25 °C) lze předpokládat zkrácení 

průměrné molekulové hmotnosti z 1.3 MDa na 1.15 MDa v průběhu jedné hodiny. 

V případě použití pH 4 při reakci je to potom 1.251 MDa po jedné hodině reakce. 

S rostoucím pH se potom zkracování řetězců HA dále zpomaluje. Tomuto předpokladu 

odpovídají také výsledky dosažené při konjugaci, kdy prodloužená doba konjugace vede 

zejména u pH 3 ke ztrátě konjugované HA. Tento efekt je patrný zejména u konjugace po 

10 a 15 hodinách a stejný trend byl pozorován u všech testovaných koncentrací HA (obr. 

7 F). Naproti tomu v případě pH 5 a 6 je degradace, ale i konjugace pomalejší a může 

docházet k nárůstu konjugované HA i po 10 hodinách konjugace. Z hlediska degradace 

molekul kyseliny hyaluronové je tedy výhodné, že maximální konjugované množství 

bylo dosaženo po 1 hodině v pufrech s pH 3. U nanovláken vystavených pH 3 po dobu 1 

hodiny také nebylo pozorováno závažné narušení nanovlákenné vrstvy 

 

Vliv pufru 

Ověřen byl také vliv použitého pufru na účinnost konjugace. Z porovnání výsledků 

uvedených na obrázku 7 A-D vyplývá, že vyšší účinnost konjugace HA je při použití 

MES pufru v porovnání s McIlvainovým pufrem. Tento efekt je možné vysvětlit 

přítomností kyseliny citronové v McIlvainově pufru, kdy EDC může kromě molekul 

kyseliny hyaluronové reagovat také s karboxyly kyseliny citronové, což vede k nižšímu 

množství HA na povrchu nanovláken. Prokázán byl také vliv koncentrace pufru na 

účinnost konjugace. V případě MES byly srovnány 100 mM, 50 mM a 20 mM pufry. 

Nejvyšší účinnost konjugace byla zaznamenána při použití nejnižší koncentrace – tedy 20 

mM MES (viz obr. 7 D). Tento výsledek, tedy pozitivní vliv nižší koncentrace a tím i 

iontové síly, byl již pozorován u konjugace proteinů [288, 289]. V případě kyseliny 

hyaluronové tento výzkum prozatím publikován nebyl. Molekuly kyseliny hyaluronové 

jsou kromě pH silně ovlivňovány také interakcemi s ionty v závislosti na jejich typu a 

koncentraci [290, 291]. Tento efekt může být pravděpodobně vysvětlen přítomností 

sulfonové skupiny u molekuly MES, která může interagovat s molekulami HA a vést ke 

změnám v jejich konformaci (expanzi molekuly), interakcích s vodným prostředím, kdy 

dochází ke snížení hydratace molekuly, a v interakcích s dalšími molekulami. Jak již bylo 

popsáno, iontová síla pufru může mít vliv také na degradaci křemičitých nanovláken. 
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Tento efekt se projevuje zejména při delší době konjugace (viz obr. 7 B, pH6, 15 hodin). 

Z dosažených výsledků tedy vyplývá, že optimální pufr pro dosažení nejvyššího možného 

množství konjugované kyseliny hyaluronové na povrchu nanovláken je 20 mM MES.  

 

Vliv poměru HA a EDC 

Vliv poměru kyseliny hyaluronové vůči EDC byl studován při současném zachování 

neměnného poměru EDC: NHS v reakční směsi. Na základě optimalizace pH a 

koncentrace pufru byl pro tuto studii zvolen 20 mM MES pufr s pH 3. Hodnoceno bylo 

nejen množství HA konjugované na povrch nanovláken, ale také vliv na jejich 

morfologii. Studované hmotnostní poměry HA: EDC: NHS byly 1: 6: 1.5, 2: 6: 1.5, 4: 6: 

1.5 a 6: 6: 1.5. Pro konjugaci prostřednictvím karbodiimidové chemie se všeobecně 

doporučuje přebytek EDC vůči konjugované molekule [270, 292]. Ačkoli dostupná 

literatura často uvádí váhový přebytek kyseliny hyaluronové – např. 2: 1 [293] nebo až 

17: 1 [294], je třeba brát v úvahu vysokou molekulovou délku HA a její vliv na reálný 

počet karboxylových skupin reagujících s EDC. V případě molekulové hmotnosti 1.3 

MDa ve směsi s hmotnostním poměrem HA: EDC  1: 6 činí molární poměr COOH: EDC 

zhruba 1: 12. V případě hmotnostního poměru 1: 1 (viz HA: EDC: NHS 6: 6: 1.5) je 

potom molární poměr COOH: EDC 1: 2. Vyšší podíl kyseliny hyaluronové v reakční 

směsi nebyl testován s ohledem na její vysokou molekulovou hmotnost a s ní související 

vysokou viskozitu vodných roztoků.  

Z výsledků vyplývá (viz obr. 7 F), že nejnižší testovaný hmotnostní poměr (HA: EDC: 

NHS 1: 6: 1.5) vede k vazbě dostatečného množství kyseliny hyaluronové na povrch 

(25.3 ± 0.9 µg HA / mg nanovláken) a další zvyšování podílu HA v reakční směsi nevede 

k vyšší výtěžnosti konjugace. Z hlediska vlivu na morfologii nanovláken nevedl žádný 

z testovaných podílů HA ke snížení porozity nanovlákenné vrstvy, uzavírání 

mezivlákenných pórů ani k formování nepravidelných útvarů na povrchu nanovláken. 

Konjugovaná kyselina vytvořila na povrchu nanovláken tenkou homogenní vrstvu, která 

byla pozorovatelná zejména ve spojích u dotýkajících se nanovláken (viz obr. 8).  

Rovnoměrnou distribuci kyseliny hyaluronové v nanovlákenné vrstvě potom prokázalo 

barvení toluidinovou modří O (TBO).   
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Obr. 8 SEM snímky nanovláken s konjugovanou kyselinou hyaluronovou 

 (A) Křemičitá nanovlákna před konjugací. (B) Nanovlákna po konjugaci s poměrem HA: EDC: NHS 1: 6:1.5, 
pH 3, 20 mM MES.  Zvětšení 5 kx a 50 kx doplněné o histogramy průměrů nanovláken. 

 

2.3 Vliv funkcionalizace na biodegradabilitu a biokompatibilitu 

Analýza degradace v simulovaných podmínkách potvrdila vliv povrchové 

funkcionalizace na degradaci křemičitých nanovláken in vitro. Křemičité nanomateriály 

jsou všeobecně považovány za biodegradabilní materiál, přičemž rychlost degradace 

závisí na metodě přípravy a podmínkách zpracování [273 - 276].  V tomto případě vedla 

povrchová funkcionalizace ke zpomalení degradace nanovláken. V případě 

silanizovaných křemičitých nanovláken byla degradace zpomalena pouze v prvních 

hodinách a po 24 hodinách degradace bylo množství uvolněného křemíku téměř shodné – 

tedy 30.3 ± 1.6 mg Si/ l (SiO2) a 29.6 ± 0.5 mg Si/ l (SiO2-NH2). Zpomalení uvolňování 

křemíku mohlo být v tomto případě způsobeno také odstraněním residuí prekurzoru 

TEOS a oligomerních řetězců v průběhu silanizace. Ty, pokud jsou v materiálu přítomné, 

přispívají k množství křemíku uvolněného především v prvních hodinách degradace. 

Konjugace kyseliny hyaluronové vedla k dalšímu zpomalení procesu degradace. 

Konjugace kyseliny hyaluronové (25.3 HA µg/ mg) vedla ke zpomalení degradace po 

dobu 72 hodin. U konjugované kyseliny hyaluronové (25.3 HA µg/ mg) mělo uvolňování 

Si rychlost 0.7 mg Si/ l/ h v prvních 24 hodinách, následně došlo ke zpomalení degradace 

na 0.55 mg Si/ l/ h mezi 24. a 48. hodinou a 0.068 mg Si/ l/ h mezi 48. a 72. hodinou. 

Vyšší rychlost degradace nanovláken mezi 24. a 48. hodinou v porovnání s neupravenými 

nanovlákny lze vysvětlit narušením hyaluronového obalu nanovláken. To potvrdila také 

SEM analýza, kde je patrný rozdíl v narušení povrchu nanovláken zejména po 24 
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hodinách v STT, kdy u neupravených nanovláken již probíhá eroze povrchu, zatímco 

nanovlákna s konjugovanou kyselinou hyaluronovou vyhazují stále hladký povrch. Po 

dalších 24 hodinách degradace už narušení povrchu vykazují i ona. Analýza povrchu 

nanovláken po degradaci zároveň prokázala, že křemičitá nanovlákna vykazují schopnost 

popsanou i u jiných nanomateriálů na bázi oxidu křemíku – tedy degradaci bez botnání a 

schopnost uchování strukturní integrity i po ztrátě až 85% podílu hmoty [275, 276].  

 

 

Obr. 9 Vývoj morfologie nanovláken v  průběhu degradace v simulovaných podmínkách. 

  (A) Neupravená nanovlákna a (B) Nanovlákna s konjugovanou HA  po 24 hodinách degradace v STT in 
vitro. 

 

U nanovláken s konjugovanou kyselinou hyaluronovou byl také potvrzen pozitivní vliv 

na biokompatibilitu nanovlákenné vrstvy.  

Zatímco silanizace vedla k viabilitě myších fibroblastů 3T3 108.8 ± 3.1 %. Konjugace 

kyseliny hyaluronové vedla k dalšímu zvýšení viability buněk v závislosti – a to na 115.1 

± 5.9 % v případě poměru HA: EDC 1: 6 a 120.9 ± 6.2 % u HA: EDC 6: 6 (viz obr. 10). 

Tyto výsledky korelují s množstvím HA vázaným na povrchu. Vzhledem k vlivu 

množství HA na degradaci křemičitých nanovláken lze předpokládat, že zvýšená viabilita 

je způsobená nižším množstvím křemíku uvolněného z nanovláken. Tyto výsledky 

korelují také s daty publikovanými Moghaddam et al. [273, 301, 302].  
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Obr. 10 Biokompatibilita funkcionalizovaných nanovláken. 

Viabilita 3T3 myších fibroblastů vyjádřena jako procentuální podíl z viability buněk vystavených 
neupraveným SiO2 nanovláknům v přímém kontaktu po dobu 24 hodin.  

 

Studován byl také vliv na modifikace povrchu na adhezi a proliferaci buněk na povrchu 

nanovláken. Hodnocení  viability buněk (MTT) bylo doplněno ověřením morfologie 

buněk fluorescenčním barvením i elektronovou mikroskopií. I přes zvýšenou adhezi 

buněk v prvních 24 hodinách, u žádného z nanovlákenných substrátů s konjugovanou HA 

nebyla pozorována podpora buněčné proliferace.   

 

Z těchto výsledků vyplývá, že konjugace HA vede ke zlepšení biokompatibility a 

zpomalení degradace nanovláken, ale nepodporuje proliferaci buněk na jejich povrchu. 

Tento efekt je významný zejména z pohledu aplikace v hojení ran, kdy ani u 

funkcionalizovaných nanovláken nedochází při degradaci k uzavírání mezivlákenných 

pórů botnáním a tím ztrátě výměny plynů mezi ránou a vnějším prostředím. Zachování 

integrity nanovláken v průběhu degradace zároveň umožňuje vyjmutí nedegradovaných 

zbytků z rány, tak aby nedošlo k jejímu přetížení degradačními produkty. Nízká buněčná 

proliferace na povrchu  nanovláken zabrání při aplikaci krytu na ránu jeho adhezi ke 

spodině rány.   
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3. Hodnocení interakcí nanovláken s modelovými 
léčivy 

V závěru práce byly ověřeny interakce modifikovaných nanovláken se zvolenými 

modelovými léčivy – polymyxinem B a nisinem. Polymyxin B je kationní hydrofilní 

antibiotikum s účinkem proti gramnegativním bakteriím včetně multirezistentního kmene 

Acinetobacter baumanni. Nisin je polycyklický antibakteriální peptid náležící do skupiny 

lantibiotik s účinkem proti grampozitivním bakteriím.  

Sledována byla sorpce léčiv na povrch modifikovaných nanovláken, kinetika jejich 

uvolňování liberací do simulované tělní tekutiny. Zároveň bylo provedeno hodnocení 

antibakteriální účinnosti v závislosti na typu vazby léčiva a také ověření doby trvání 

antibakteriálního účinku.  

 

U modifikovaných nanovláken byla potvrzena schopnost vazby většího množství léčiva 

ve srovnání s neupravenými a silanizovanými nanovlákna a to i z roztoků o nízké 

koncentraci Zároveň byl potvrzen vliv pH média na množství uvolňeného léčiva.  

 

Liberační i antibakteriální test potvrdily formování silnější vazbu podílu léčiva na 

nanovlákna díky elektrostatickým interakcím s molekulami kyseliny hyaluronové. 

V případě nisinu bylo potvrzeno také prodloužené uvolňování  - a to po dobu 8 hodin. 

Zvýšená sorpce léčiva vedla k také ke zvýšené antibakteriální aktivitě vůči oběma 

sledovaným bakteriím (E. coli a S. gallinarum). Zároveň byl u obou modelových léčiv 

prokázán prodloužený antibakteriální účinek spojený se zvýšenou vazbou a stabilitou 

léčiva na nanovláknech s konjugovanou HA. Ta byla schopna uvolňovat aktivní 

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

 

Dokumentace dosažené antibakteriální účinnosti hodnocené jako rozměr difuzní zóny 

v okolí vzorku a vývoj antibakteriální účinnosti v čase jsou zobrazeny na obrázcích 11 a 

12.  
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Obr. 11 Antibakteriální účinnost nanovláken s imobilizovaným Polymyxinem B. 

Rozměr difuzních zón. Léčivo vázané (A, B, C) adsorpcí vč. kapilárních frakce a vázané (D, E, F) 
elektrostatickými interakcemi na (A, D) neupravená SiO2, (B, E) SiO2-NH2 a  (C, F) SiO2-NH2-HA nanovlákna. 

Testováno na bakterii E. coli.. 

 

 

 

Obr. 12 Vývoj antibakteriální aktivity nanovláken v čase. Hodnoceno léčivo vázané na povrch bez kapilární 
frakce. Imobilizace z 0.1% roztoku. 
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Závěr 

Kontaminované a chronické rány přestavují častou zdravotní komplikaci spojenou 

s řadou chronických onemocnění, jako je například diabetes mellitus, a jejich neúspěšná 

léčba může vést až k amputaci končetiny. Vzhledem ke zvyšující se incidenci diabetu 

v populaci a nepříznivé predikci dalšího vývoje je v současnosti kladem důraz na hledání 

nových možností terapie chronických a kontaminovaných ran. Nanovlákna představují 

zajímavý nanomateriál s řadou unikátních vlastností výhodných pro jejich využití jako 

krytů ran. Významná je zejména jejich struktura poskytující vysoký specifický povrch 

dostupný pro vazbu biologicky aktivních látek a dále vysoká porozita při malém rozměru 

pórů. Ta umožňuje využití nanovláken jako bariéry chránící prostředí rány před vnějšími 

vlivy, která současně umožňuje výměnu plynů mezi ránou a vnějším prostředím. 

Materiálové složení nanovláken potom ovlivňuje jejich biodegradabilitu a bioaktivitu. 

Křemičitá nanovlákna představují v tomto směru biokompatibilní a biodegradabilní 

materiál vyznačující se unikátním způsobem degradace, který nevede k uzavírání 

mezivlákenných pórů botnáním a umožňuje zachování vysoké porozity i v průběhu 

degradace. Nevýhoda křemičitých nanovláken spočívá v jejich hydrofobním charakteru 

limitujícím možnosti jejich využití pro vazbu a uvolňování hydrofilních léčiv.  

Z tohoto důvodu byla cílem této práce optimalizace přípravy křemičitých nanovláken a 

jejich povrchová modifikace kyselinou hyaluronovou za účelem zlepšení vazby zejména 

hydrofilních kationních léčiv. 

V první části této práce byl popsán vliv viskozity křemičitého solu připraveného metodou 

sol-gel a procesních parametrů elektrostatického zvlákňování na morfologii 

připravovaných nanovláken. Zjištěné souvislosti vedly ke stanovení optimální viskozity 

solu (< 50 mPa.s) a procesních parametrů umožňujících přípravu homogenní 

nanovlákenné vrstvy se střední hodnotou průměru nanovláken ≤ 250 nm a vysokým 

specifickým povrchem dostupným pro další modifikace. Studován byl také vliv teplotní 

stabilizace na chemické složení povrchu a biokompatibilitu nanovláken. Byl popsán vliv 

podmínek teplotní stabilizace na množství silanolových skupin dostupných na povrchu. 

Jejich přítomnost je nezbytná pro další funkcionalizace, ovšem zároveň vede ke snižování 

biokompatibility. Na základě dosažených výsledků byla jako optimální potvrzena tepelná 

úprava při 180 °C po dobu 2 hodin.  
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Pro zajištění konjugace kyseliny hyaluronové na povrch nanovláken byla křemičitá 

nanovlákna nejprve povrchově funkcionalizována roubováním aminoskupin s použitím 

silanizace. Její průběh byl studován z hlediska vlivu koncentrace silanizačního činidla 

(APTES) a doby silanizace na výtěžnost reakce. Jako optimální byla identifikována 

úprava povrchu 3% roztokem APTES po dobu 2 hodin. Současně byl odhalen vliv doby a 

podmínek skladování křemičitých nanovláken na účinnost následné silanizace. Bylo 

prokázáno, že po uplynutí tří týdnů, během kterých dochází k postupné rehydroxylaci 

povrchu nanovláken, účinnost silanizace povrchu nanovláken opět klesá. Tento jev je 

způsoben fyzikální sorpcí vody ze vzdušné vlhkosti a je nutné mu přizpůsobit podmínky 

skladování nanovláken nebo jejich úpravu před silanizací. U následné konjugace kyseliny 

hyaluronové prostřednictvím karbodiimodové chemie (EDC/NHS) byl studován a 

potvrzen vliv pH, složení a koncentrace pufru, doby reakce a složení reakční směsi na 

množství kyseliny hyaluronové vázané na povrch nanovláken. Jejich vhodnou kombinací 

bylo dosaženo vazby 25.3 µg HA na 1 mg křemičitých nanovláken. U těchto nanovláken 

byl následně potvrzen pozitivní vliv konjugované kyseliny hyaluronové na 

biokompatibilitu nanovláken vůči kožním fibroblastům 3T3-A31. Zároveň byla potvrzena 

biodegradabilita modifikovaných nanovláken. Ta byla v průběhu prvních 72 hodin 

zpomalena v porovnání s neupravenými křemičitými nanovlákny. Rychlá degradace 

povrchu je výhodná zejména vzhledem k nízkému riziku nežádoucí adheze nanovláken 

ke spodině rány, zároveň zpomalení degradace křemičitých nanovláken může mít 

pozitivní vliv na biokompatibilitu systému díky nižšímu množství uvolněného křemíku. 

Jedná se sice o biogenní prvek, ovšem jeho vysoké koncentrace mohou mít cytotoxický 

efekt [273].  

Poslední část disertační práce se věnovala ověření interakcí mezi funkcionalizovanými 

nanovlákny a zvolenými modelovými léčivy polymyxin B a nisin. Jedná se o hydrofilní 

antibakteriálně účinné látky nesoucí na svém povrchu při fyziologických podmínkách 

pozitivní náboj. Byla prokázána zvýšená vazba obou léčiv na povrch nanovláken 

s konjugovanou kyselinou hyaluronovou v porovnání s neupravenými a silanizovanými 

nanovlákny. Zároveň byla potvrzena pH senzitivita systému. Vazba obou léčiv na povrch 

nanovláken s konjugovanou kyselinou hyaluronovou vedla k dosažení prodloužené 

antibakteriální aktivity nanovláken. V případě polymyxinu B až na 72 hodin. 

Konjugace kyseliny hyaluronové na povrch nanovláken tedy vedla k tvorbě materiálu se 

zlepšenou biokompatibilitou a povrchem umožňujícím zvýšenou vazbu a prodloužený 
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účinek léčiva. Byl prokázán potenciál těchto nanovláken pro aplikace v hojení ran a 

dopravě především kationních léčiv.  

 

Řešení této práce přineslo kromě uvedených výsledků také celou řadu otázek, jejichž 

zodpovězení bude nutné pro další využívání křemičitých nanovláken v medicínských 

aplikacích i hlubší pochopení jejich vlastností. Především se jedná o změny povrchových 

vlastností nanovláken v čase. Ty ovlivňují nejen účinnost silanizace povrchu, ale je nutné 

ověřit také vliv dlouhodobého skladování na biokompatibilitu a biodegradabilitu 

křemičitých nanovláken. Hlubší studium interakcí křemičitých nanovláken 

s biologickými systémy – zejména vliv jejich degradačních produktů je významné pro 

další aplikace nanovláken.  Ačkoli je všeobecně znám způsob degradace křemičitých 

nanomateriálů prostřednictvím uvolňování kyseliny orthokřemičité, testy biodegradace a 

biokompatibility povrchově funkcionalizovaných nanovláken otevřeli otázku její 

optimální koncentrace. Ta se může pro každý buněčný typ lišit. Zároveň povrchová eroze 

nanovláken v průběhu degradace může vést k uvolňování nanočástic. Z tohoto důvodu by 

bylo vhodné hlouběji prostudovat vliv dávky na buňky relevantní pro jednotlivé fáze 

hojení ran – tedy nejen fibroblasty, ale také keratinocyty, buňky cévního epitelu a buňky 

imunitního systému. Tímto způsobem by byl osvětlen vliv křemičitých nanovláken na re-

epitelizaci, angiogenezi a imunitní odpověď organismu. Výsledky by mohly pomoci 

stanovit optimální podmínky aplikace křemičitých nanovláken pro stimulaci jednotlivých 

procesů spojených s hojením ran v závislosti na jejich fázi.    

Současně vede potvrzení rychlé biodegradability obalu z konjugované kyseliny 

hyaluronové k otázce, jak degradace nanovláken ovlivňuje molekulovou hmotnost 

kyseliny hyaluronové uvolňované z jejího povrchu a jak tyto změny ovlivní 

její bioaktivitu při delší expozici. Vzhledem k souvislosti mezi molekulovou hmotností 

HA a jejími biologickými efekty, se další studie budou zabývat vlivem doby a podmínek 

degradace na molekulovou hmotnost kyseliny hyaluronové a efektem těchto 

degradačních produktů na kožní buňky.  

Další otázka, kterou bude v budoucnu nutné zodpovědět, se týká robustnosti systému 

z hlediska interakcí s léčivy. V budoucnu bude nutné hlubší studium interakcí provedené 

na širší skupině léčiv s odlišnou strukturou a vlastnostmi.  Vzhledem k dobré účinnosti 

vazby u 0.1% imobilizačních roztoků by bylo vhodné ověřit také účinnost vazby u 

roztoků s nižší koncentrací a dále účinnost vazby u růstových faktorů, jejichž lokální 

aplikace by měla pozitivní účinek na hojení ran.  
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