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Abstrakt

Vyvoj modernich IéCivych forem urcenych pro aplikaci do vagindlniho prostiedi vyzaduje materialy,
které jsou nejen biokompatibilni, ale také schopné cilené uvolfiovat IéCivo a podporovat pfirozenou
mikrobidlni rovnovadhu. Nanovlakenné struktury predstavuji perspektivni platformu, ktera diky své

vysoké specifické plose a moZnosti fizené modifikace nabizi Siroké uplatnéni v lokalni terapii.

Tato prace se zaméruje na pripravu nanovlaken urcenych pro aplikaci ve vaginalnim prostredi, jejich
morfologické hodnoceni a komplexni analyzu jejich chovani vin vitro modelu simulovaného
vaginalniho prostfedi. Nanovldakenné matrice tvorené kyselinou polymléc¢nou (PLA),
polykaprolaktonem (PCL) a chitosanem v rlGznych pomérech byly charakterizovany pomoci SEM
obrazové analyzy, dale hodnoceny pfi kontaktu s bunéénou linii vaginalnich keratinocytl VK2/E6E7 a
testovany z hlediska jejich vlivu na tfi klicové druhy laktobacil( — Lactobacillus crispatus, Lactobacillus

jensenii a Lactobacillus gasseri.

Smésna nanovlakna PCL/PLA, jejichz vhodnost pro vaginalni aplikaci byla jiz dfive ovéfena, byla
nasledné vyuZita jako zakladni matrice pro pfipravu nanovldakennych vrstev s inkorporovanym
konven¢nim antimykotikem klotrimazolem ve tfech zvolenych koncentracich. Jejich potencial pro
IéCbu vulvovagindlni kandiddzy byl posouzen prostfednictvim testl biokompatibility s vaginalnimi
epitelidlnimi burikami a hodnocenim antimykotické aktivity proti oportunisticky patogenni kvasince
Candida albicans. PouZité experimentalni metody zahrnovaly diskovou difuzni metodu a analyzu vlivu

na rastovou krivku kvasinek.

Ziskané vysledky potvrzuji vhodnost PLA/PCL nanovldkennych vrstev jako nosi¢l Iéciv uréenych pro
aplikaci do vaginalni oblasti. Nanovldkna s inkorporovanym klotrimazolem vykazuji vyrazné
antimykotické Gcinky a zaroven si zachovavaji dobrou biokompatibilitu i pfi koncentracich ucinnych

proti Candida albicans.



Seznam pouzitych zkratek

ATCC — American Type Culture Collection (sbirka bunécnych kmen()

CCM — Ceska sbirka mikroorganism0

CLO — klotrimazol

CLSI — Clinical & Laboratory Standards Institute (standardy laboratorni praxe)
CST — Community State Types (typy vaginalni mikrobialni komunity)

FBS — Fetal Bovine Serum (fetalni bovinni sérum)

FITC — Fluorescein Isothiocyanate (fluorescencni barvivo)

MIC — Minimum Inhibitory Concentration (nejnizsi inhibi¢ni koncentrace)
MRSB — de Man, Rogosa and Sharpe Broth (bujén pro laktobacily)

MTT - 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (Cinidlo pro testovani viability
bunék)

NFs — Nanofibers (nanovlakna)

0OD600 — Opticka denzita pfi 600 nm

PCL — polykaprolakton

PLA — kyselina polymléc¢na

RPMI — Roswell Park Memorial Institute Medium (kultivaéni médium)
SD — Standard Deviation (Smérodatna odchylka)

SEM — Rastrovaci elektronova mikroskopie

VK2/E6E7 — vagindlni epitelidlni bunééna linie

YNB — Yeast Nitrogen Base (kvasinkové médium)
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Uvod

’

Vyvoj systém0 pro fizené uvolnovani léciv predstavuje dynamicky se rozvijejici oblast propojujici
materialové inZenyrstvi, chemii polymerd, biologii i medicinské védy. Jejim cilem je pfekonat omezeni
tradi¢nich lékovych forem, zvysit terapeutickou uGcinnost a minimalizovat neZadouci ucinky
prostfednictvim pokrocilych nosica |éciv. Vyznamnou roli zde hraji polymerni materialy, zejména
nanovldkenné struktury, které diky vysokému mérnému povrchu, schopnosti efektivné vazat a

uvolnovat léciva a Sirokym moZnostem funkcionalizace umozniuji navrh adaptabilnich lékovych

forem.

PrestoZe technologicky pokrok v oblasti polymernich nosici rychle pokracuje, zlstava rada vyzev
spojenych s optimalizaci transportu léciv, jejich stabilitou, kinetikou uvolfovani a interakcemi s
biologickym prostfedim. Tyto aspekty jsou zdsadni zejména u systému urcenych pro lokalni aplikaci,
kde je cilem dosahnout vysoké koncentrace lécCiva pfimo v misté patologického procesu pfi
soucasném snizeni systémové zatéze. Nanovldkenné materidly se v tomto kontextu jevi jako
mimoradné perspektivni platforma, nebot umozZiuji pfesné fizeni uvolfiovani bioaktivnich latek a

cilenou modifikaci fyzikalné-chemickych vlastnosti podle poZzadavk( konkrétni aplikace.

V poslednich letech se do popredi zdjmu dostava také vaginalni cesta podani, ktera kromé lécby
lokalnich obtizi nabizi i moZnost systémové terapie, zejména v oblasti hormonalni 1éCby. Jeji vyhodou
je obchazeni prvniho prlichodu jatry i kyselé hydrolyzy v Zaludku, coZ je vyznamné zejména u |éCiv na
bazi peptid( a protein(. Vyvoj novych systém( pro vaginalni aplikaci vSak vyZzaduje in vitro testovani
v podminkach realisticky napodobujicich vaginalni prostfedi — jeho mikrobialni sloZeni, epitel, kyselé

pH i pfitomnost cervikovaginalni tekutiny. Jen tak lze spolehlivé predpovédét chovani materialu v

organismu a hodnotit jeho uc¢innost napfiklad proti patogentim typu Candida albicans.



1. Stav soucasného poznani

1.1 Specifika vaginalniho prostredi

Vagindlni prostfedi je komplexni systém, jehoZz anatomické, fyziologické a mikrobiologické
charakteristiky zasadné ovliviiuji chovani léCiv i jejich nosi¢l. Vyvoj materidld pro cilenou dopravu a
fizené uvolnovani léCiv proto vyZaduje detailni porozuméni faktortiim, které urcuji absorpci a ucinnost

vaginalné podanych pfipravkd.

Na strané léciva hraji roli zejména jeho chemicka struktura, molekulova hmotnost, lipofilita, ionizacni
stav Ci rozpustnost ve vaginalni tekutiné. Z fyziologickych faktor( jsou vyznamné cyklické zmény
permeability epitelu, vék, sexualni aktivita, enzymaticka aktivita omezujici prostup peptidl a protein(
a také mnozstvi, sloZzeni a pH vagindlni tekutiny. Ta je pfirozené kyseld, s hodnotami pH obvykle v
rozmezi 3,8-5, udrzovanymi metabolickou aktivitou lokalnich probiotickych bakterii (Carr et al.,

1998).

Tyto aspekty spolecné vytvareji specifické prostredi, které je nutné zohlednit pfi navrhu Gcinnych
vaginalnich lékovych forem. Nasledujici ¢asti kapitoly se proto vénuji jednotlivym slozkdm vaginalniho

mikroprostiedi — epitelu, mikrobiomu, vaginalni tekutiné a patogentm.

1.1.1. Vaginalni epitelialni tkan

Vaginadlni epitel predstavuje klicovou soucast lokalni bariéry a zaroven primarni misto interakce léciv
s vaginalnim prostfedim. Jedna se o mnohovrstevny nerohovatéjci dlazdicovy epitel, jehoz struktura,
tloustka a funkéni vlastnosti se dynamicky méni v zavislosti na hormonalnim stavu organismu (Garcia
et al. 2018). Tyto cyklické zmény ovliviuji jak permeabilitu epitelu, tak jeho schopnost poskytovat
ochranu pred patogeny a fyzikalné-chemickymi vlivy. Estrogeny proliferaci epitelu zvysuji, stejné jako

obsah glykogenu, zatimco postmenopauzalni obdobi vede k jeho ztenceni a sniZzeni ochranné funkce.

Z hlediska transportu léciv je vaginalni epitel charakteristicky relativné nizkou enzymatickou
aktivitou, coz jej ¢ini vhodnym mistem pro podavani latek citlivych na degradaci v gastrointestinalnim
traktu, zejména peptidd a proteind (Hussain a Ahsan 2005). Propustnost epitelu je dale ovlivnéna
organizaci bunécnych vrstev, pfitomnosti tésnych spojd, mnoZstvim cervikovaginalniho hlenu a
lokalnim pH. Tyto faktory spolecné urcuji, do jaké miry je léCivo schopné pronikat do hlubsich vrstev
tkané nebo plsobit lokdlné na povrchu epitelu. Studie ukazuji, Ze epitel umoznuje pranik i
makromolekul nad 10 kDa, zejména pfi pouZiti vhodnych nosi¢li nebo enhancerll propustnosti

(Machado a Cerca 2015).



Vyznamnou roli hraje také interakce epitelu s vaginalnim mikrobiomem, zejména s laktobacily, které
prostfednictvim produkce kyseliny mlécné udrzuji fyziologicky kyselé pH (Carr et al.1998). Tato
acidita podporuje integritu epitelu a soucasné ovliviiuje stabilitu a rozpustnost nékterych léciv.
Naruseni epitelu ¢i mikrobidlni rovnovahy muze vést ke zméné jeho permeability a tim i k odlisné

farmakokinetice podanych latek (Brotman 2011).

Z téchto dlvodu je detailni znalost struktury a funkce vaginalniho epitelu zasadni pro racionalni navrh
modernich nosi¢l léciv. Materidly urcéené pro vagindlni aplikaci musi byt navrieny tak, aby
respektovaly specifika této tkané, umoznovaly adekvatni retenci, kontrolované uvolfiovani léciva a
soucasné nenarusovaly fyziologické vlastnosti epitelu ani jeho mikrobialni ekosystém. Nové systémy
pro dopravu léciv, jako jsou nanovldkna, hydrogely a polymerni filmy umozniuji prodlouzené
uvolfiovani, ochranu lééiva prfed predc¢asnou degradaci a mohou zajistovat cilené pulsobeni proti

patogentim (Sanchez Armengol et al. 2025).

1.1.2. Vaginalni mikrobiom

Odhaduje se, ze pfiblizné 9 % z celkové lidské mikrobidlni komenzalni populace sidli v urogenitalnim
traktu Clovéka (Sirota et al. 2014). Vaginalni mikrobiom je pfitom velice komplexni. Jeho sloZeni se
méni nejen u jednotlivych etnik (Ravel et al. 2011), ale je proménlivé i na individualni Urovni (Gilbert
et al. 2019). Faktory ovliviujici sloZeni vaginalniho mikrobiomu jsou napfiklad faze menstruacniho
cyklu, téhotenstvi, sexualni aktivita a hygienické navyky jedince (Gajer et al. 2012). Dominantnim
typem vaginalnich bakterii jsou u vétsiny Zen reprodukéniho véku za fyziologického stavu bakterie
rodu Lactobacillus (Hyman et al. 2005). Jedna se o grampozitivni bakterie predevsim tycinkovitého
tvaru, anaerobniho ¢i mikroaerobniho metabolismu. Na povrchu slizniéniho epitelu vytvari
laktobacily kompaktni biofilm, ktery predstavuje vyznamnou ochrannou bariéru proti patogennim
mikroorganismim (Martinez et al. 2020) Metabolismus téchto bakterii je zaloZen na anaerobni
fermentaci sacharidd. Ty se na sliznicnich epitelech vyskytuji predevsim ve formé glykogenu, ze
kterého jsou odstépovany jednotlivé molekuly glukézy lidskou a-amylazou (Spear et al. 2014).
Glukézu poté metabolickym procesem fermentace vyuZivaji laktobacily, za produkce hlavniho
odpadniho produktu - kyseliny mlécné. Tato opticky aktivni molekula je hlavni pfi¢inou kyselého
prostfedi vaginy. Vétsina kmen( Lactobacillus ma acidobazické metabolické optimum velice nizko a
prosperuje v nizkych hodnotach pH, které jsou udrzovany pravé produkci kyseliny mlééné — projevuje
se zde tedy silny zpétnovazebny systém (Matoulkova a Kubizniakova 2015). U zdravych Zen
reprodukéniho véku se hodnoty pH pohybuji okolo 3,8-4,5, stabilizuji mikrobiom podporou

dominance laktobacill a vytvareji prostredi nepriznivé pro vétsinu patogend.



Vaginalni mikrobiom Zen reprodukéniho véku lze podle klasifikace Ravel et al. (2011) rozdélit do péti
hlavnich Community State Types (CST), které se lisSi dominantnimi bakterialnimi druhy, metabolickou
aktivitou i schopnosti udrZovat kyselé pH. Typy CST |, II, lll a V jsou charakterizovany prevahou
jednotlivych druh( rodu Lactobacillus: CST | dominuje Lactobacillus crispatus, CST Il L. gasseri, CST Il
L. iners a CST V L. jensenii. Zatimco L. crispatus, L. gasseri a L. jensenii jsou spojovany se stabilnim,
protektivnim mikrobialnim prostfedim s vysokou produkci kyseliny mlééné a nizkym pH, L. iners
predstavuje vyjimku. Tento druh je povaZovan za nestabilni a méné protektivni, protoze produkuje
jeden izomer kyseliny mlécné, postrada radu genu spojenych s antimikrobidlni aktivitou a casto se
vyskytuje ve stavech prechodu mezi zdravym a dysbiotickym mikrobiomem (Petrova et al. 2017).
Jeho dominance je proto spojovana s vyssi nachylnosti k bakteriadlni vagindze a recidivujicim infekcim.
Naproti tomu CST IV je charakterizovan nizkym zastoupenim laktobacilll a prevahou anaerobnich
bakterii, jako jsou Gardnerella, Atopobium Ci Prevotella, coz je stav spojeny s vysSim pH a zvySenym
rizikem infekci (Miller et al. 2016). Tato klasifikace poskytuje dulezity ramec pro pochopeni variability

vaginalniho prostredi a jeho relevance pro testovani biomaterial(i a vaginalnich Iéciv.

1.1.3. Vaginalni tekutina

Vaginadlni tekutina predstavuje komplexni biologickou smés, jejiz objem, sloZeni a fyzikalné-chemické
vlastnosti se dynamicky méni v pribéhu menstruacniho cyklu. Je tvofena kombinaci cervikalniho
hlenu, transudatu pres vaginalni epitel, sekret( Zlaz vulvy a exfoliovanych epitelidlnich bunék. Objem
vaginalni tekutiny se bézné pohybuje v rozmezi nékolika set mikrolitrl az jednotek mililitr(, pficemz
vyznamné nar(sta béhem ovulace a sexudlni stimulace (Mitchell et al. 2011). Tekutina je pfirozené
kyseld, s pH typicky mezi 4,0-4,5, coz je dano metabolickou aktivitou laktobacilll produkujicich
kyselinu mlécnou. SloZeni zahrnuje vodu, elektrolyty, proteiny, imunoglobuliny, antimikrobialni
peptidy a enzymy, které pfispivaji k lokalni imunité a ochrané epitelu. Enzymaticka aktivita zahrnuje
zejména proteolytické a glykolytické enzymy, které ovliviuji viskozitu a interakci s 1é€Civy (Valore et al.
2002). Pro vyzkum vagindlnich lékovych forem se vyuZivaji simulované vaginalni tekutiny, jejichz
sloZeni je navrzeno tak, aby napodobovalo fyziologické parametry vagindlni tekutiny, zejména pH,
iontovou silu a obsah organickych slozek. Jejich vyznam pro testovani uvolfiovani l1éCiv a rozpousténi
vaginalnich formulaci zd(iraziuje prace Tietz a Klein (2018), ktera popisuje biorelevantni simulované

genitalni tekutiny a jejich vyuZiti pfi in vitro hodnoceni vaginalnich lékovych forem.

1.1.4. Vaginalni patogeny

Vagindlni prostfedi predstavuje dynamicky ekosystém, jehoZ stabilita je zdsadné ovlivnéna

rovnovahou mezi komensdlni mikrobiotou a potencidlnimi patogeny. Zatimco zdravy mikrobiom



dominovany laktobacily vytvari kyselé a antimikrobidlné aktivni prostfedi, naruseni této rovnovahy
mUiZe umoznit kolonizaci a pfemnozZeni mikroorganism( schopnych vyvolat infekci. Mezi nejcastéjsi
vaginalni patogeny patti bakterie spojené s bakterialni vagindzou, kvasinky rodu Candida, protozoa
jako Trichomonas vaginalis a fada virovych agens prenasenych pohlavnim stykem. Tyto organismy se
liSi svymi biologickymi vlastnostmi, mechanismy patogeneze i interakcemi s vaginalnim epitelem a

imunitnim systémem.

Candida albicans

Kvasinka Candida albicans predstavuje bézného oportunistického patogena pfitomného na kizi,
v Ustni dutiné i jako soucast stfevniho ¢i vaginadlniho mikrobiomu (Kuramae et al. 2006). Je to
polymorfni kvasinka schopna prechazet mezi tfemi morfologickymi formami — kvasinkovou
(blastospory), prechodovou pseudohyfalni a hyfalni (Talapko et al. 2021). Pfechod mezi morfotypy
predstavuje klicovy faktor jeji adaptability a patogenity - morfologicka plasticita umoziuje této
kvasince reagovat na zmény prostredi a pfispiva k jejimu invazivnimu potencidlu, tvorbé biofilmu a
Uniku pred imunitni odpovédi hostitele. V in vitro podminkach je prechod do virulentni hyfalni formy
fizen predevsim teplotou a dostupnosti nutrientll. C. albicans je bézinym komenzalem lidského
vaginalniho mikrobiomu, kde spolu mikroorganismy soutézi o zdroje Zivin a pristup k epitelidlnim
burikdm. Mykotické vaginalni onemocnéni, tzv. kandiddzy se rozviji pfi dysbalanci systému a nejsou
tedy fazeny mezi sexualné prenosné choroby. Terapie vulvovaginalni kandidézy je zaloZena
predevsim na azolovych antimykoticich, jako je systémové podavany flukonazol, lokalni klotrimazol ¢i
mikonazol. Problémem se nicméné stavd rychle narlstajici incidence antimykotickd rezistence

(Vitiello et al. 2023).

Z hlediska vyvoje vaginalnich lékovych forem predstavuje C. albicans zasadni modelovy organismus,
protoze jeji schopnost tvofit biofilm, ménit morfologii a interagovat s epitelem vyznamné ovliviiuje
chovani aplikovanych materiall, jejich retenci, uvolfiovani léCiv i ucinnost. Proto je zahrnuti C.
albicans do in vitro testovani systém( pro dopravu vagindlnich |éciv nezbytné pro realistické

hodnoceni jejich antifungalni aktivity a interakci v komplexnim vaginalnim mikroprostredi.

1.2 Doprava léciv do vaginalni oblasti

Vagindlni administracni cesta se pouzZivd predevsim k podavani Iékl s lokalni funkci, jako jsou
antimykotika (Alexander et al. 2004), antimikrobidlni latky (Palmeira-de-Oliveira et al. 2015)
spermicidy (Jalalvandi et al. 2020) nebo lokalné podavané hormonalni léky (Erel a Ozcivit Erkan
2025). V poslednich letech se velka pozornost vénuje také moznosti in situ terapie pti imunoprofylaxi

sexudlniho prenosu HIV (Zhernov et al. 2024).



Lécivé latky je nutné aplikovat vhodnou, pro Zenskou vaginu uzplsobenou Iékovou formou, jak
kapalného, polotuhého nebo tuhého charakteru (Kovacik a Vranikova 2021). Mezi kapalné patfi
roztoky, gely, emulze ¢i suspenze, k polotuhym hydrokrémy, a ktuhym kulicky, globule a

inserty/krouzky.

Vaginalni kandiddza se nejcastéji 1éC¢i lokalnimi lékovymi formami, jako jsou vaginalni Cipky, tablety,
krémy ci gely, které umoznuji rychlé dosazeni vysoké koncentrace antimykotika pfimo v misté
infekce. LéCivem prvni volby u akutniho onemocnéni je klotrimazol. U tézsich nebo opakujicich se
infekci se pouziva také jednorazové peroralni flukonazol. Moderni bioadhezivni systémy, napftiklad
filmy, hydrogely ¢i nanovlakenné matrice, nabizeji delsi retenci a fizené uvolfiovani léciva, coz je Cini
perspektivnimi pro dalsi vyvoj. Nanovldkna s antimykotiky jako povrch menstruacnich tamponl by

mohla poskytovat novou moznost Ié¢by chronickych kandiddz.

1.2.1. Klotrimazol

Klotrimazol je Siroce pouzivané imidazolové antimykotikum, jehoZ uc¢innost vychazi z jeho specifické
chemické struktury i farmakokinetickych vlastnosti. Molekula klotrimazolu
(1-[(2-chlorfenyl)-difenylmethyl]-1H-imidazol) je tvofena imidazolovym jadrem navdzanym na
lipofilni aromatické skupiny, coZ ji umoZnuje snadnou integraci do lipidovych membran hub
(Spampinato a Leonardi 2013). Tento strukturdlni motiv je klicovy pro jeho mechanismus ucinku,
ktery spociva v inhibici enzymu lanosterol-14a-demethylazy, nezbytného pro syntézu ergosterolu;
jeho nedostatek vede k destabilizaci bunécné membrany C. albicans a nasledné bunécné smrti (Da
Silva et al. 2024). Po lokalni aplikaci se klotrimazol vstfebava pouze minimalné, a pokud k absorpci
dojde, je metabolizovan predevsim v jatrech oxidativnimi a dealkyla¢nimi procesy na farmakologicky
neaktivni metabolity (Mendling et al. 2020). V Iécbé vulvovaginalni kandiddzy patfi klotrimazol k
[ékdim prvni volby diky vysoké lokalni Gcinnosti, nizké toxicité a Sirokému spektru ucinku. Minimalni
inhibi¢ni koncentrace (MIC) pro C. albicans se béiné pohybuje v rozmezi 0,03-1 pg/ml, pricemz
vétsina klinickych kmenU vykazuje citlivost v nizsi ¢asti tohoto spektra (Frej-Madrzak et al. 2021). Tyto
vlastnosti Cini z klotrimazolu stabilni a spolehlivy terapeuticky prostfedek, ktery z(stava relevantni i v

dobé rostouci rezistence vici jinym azolovym antimykotikim (Pais et al. 2016).

1.3 Polymery pro nanovlakenné vrstvy

Polymerni nanovldkna predstavuji klicovou platformu pro moderni systémy fizeného uvolfiovani
|éCiv, prficemZ vyuZivaji Sirokou Skalu syntetickych i pfirodnich polymerd. K casto studovanym
materidldm patti polyvinylalkohol (PVA), ktery je diky své vodorozpustnosti a biokompatibilité

vyuzivan pro rychlé uvolfiovani léciv (Sill & von Recum, 2008), polyvinylpyrrolidon umoZiujici
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stabilizaci |é¢iv v amorfni formé (Moghe & Gupta, 2008), polyuretan vhodny pro elastické a
dlouhodobé uvolfiovaci systémy (Li et al., 2002) ¢i biodegradabilni kopolymer PLGA, ktery umoziiuje
presné fizeni degradacni kinetiky (Jain, 2000). Mezi pfirodni polymery se fadi Zelatina, kyselina
hyaluronova a alginat, které poskytuji bioadhezivitu a dobrou kompatibilitu se slizni¢nimi tkanémi
(Huang et al.,, 2003). Mezi nejvyznamnéjsi a nejcastéji vyuZivané polymery vsak patti kyselina
polymlécna (PLA), polykaprolakton (PCL) a chitosan, které diky své biokompatibilité, biodegradabilité
a moznostem chemické modifikace tvori zaklad mnoha nanovlakennych systému urcenych pro lokalni
i systémovou terapii (Bhattarai et al., 2010). Nasledujici kapitoly se proto podrobnéji vénuji pravé
témto tfem polymerlm a jejich specifickym vlastnostem v kontextu nanovlaken pro dopravu léciv.
Nanovldkna na bazi chitosanu vykazuji diky své bioadhezivité, antimikrobidlnim vlastnostem a

biokompatibilité znacny potencial pro lokalni aplikace (Ibrahim et al., 2023).

1.3.1. Kyselina polymlécna (PLA)

Polymlécna kyselina (PLA) patfi mezi nejrozsitené;jsi polymery pouzivané pro nanovlakenné systémy
fizeného uvolnovani 1éCiv diky své biokompatibilité, biodegradabilité a moZnosti ladéni degradacni
rychlosti. PLA nanovldkna umozZnuji inkorporaci Sirokého spektra lécivych latek a poskytuji
kontrolované, postupné uvolnovani, které lze ovlivnit molekulovou hmotnosti, krystalinitou ci
pridavkem kopolymer(. Diky své stabilité a mechanickym vlastnostem se PLA nanovlakenné nosice
uplatnuji v lokalni terapii, hojeni ran, tkanovém inZenyrstvi i implantabilnich systémech, kde

umoznuji dlouhodobé plsobeni IéCiva bez nutnosti opakované aplikace (Sill a Von Recum 2008).

Polymery kyseliny mlécné (PLA) se v organismu rozkladaji na monomery — kyselinu mléénou, nebo na
oxid uhlicity a vodu. Kyselina mlé¢na je jednoducha molekula s jednim chirdlnim centrem, vykytuje se
tedy ve dvou enantiomerech, tedy L- a D-mlécnd kyselina. Stejna molekula predstavuje odpadni
produkt laktobacild, ktery jim zpétnovazebné pomahd udriovat pfiznivé prostfedi pro rist a
zabranovat patogenim. Biodegradace polymerniho materialu z kyseliny polymlécéné by tedy mohla
predstavovat cestu k okyseleni wvnitfniho vaginalniho prostfedi, a tim pfispivat terapii bez
konvencniho léciva. V kombinaci s jinymi polymernimi materidly, jako napftiklad chitosanem, ktery
poskytuje hydrofilni, a pfitom biokompatibilni a biodegradabilni slozku by mohl nanovlakenny
material predstavovat slibny potencialni nosic léCiva do vaginalniho prostredi, poskytujici v kombinaci
s lécCivem zaroven terapeutickou i podpurnou lécbu. Ztohoto dlvodu byla kyselina polymlécna

vybrana pro tuto praci.
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1.3.2. Polykaprolakton

Polykaprolakton (PCL) je Siroce vyuzivany polymer pro tvorbu nanovlakennych systéma uréenych k
dopravé Iéciv diky své vysoké biokompatibilité, pomalé biodegradaci a vyborné zvlaknitelnosti. Jeho
dlouha degradacni doba umozZnuje dlouhodobé, stabilni uvolfovani 1éCiv, coz z néj Cini vhodny
material pro implantabilni nosice, tkanové inzenyrstvi i lokalni terapii (Sill a Von Recum 2008). PCL
nanovldkna dokazi nést jak hydrofobni, tak hydrofilni léciva a jejich uvolfiovaci profil Ize dale
modifikovat pridavkem kopolymerd nebo povrchovymi Upravami. Vyznamné prehledové studie
potvrzuji, Ze PCL je jednim z nejvice studovanych polymer( pro drug delivery diky své mechanické

stabilité, nizké cytotoxicité a univerzalnim moznostem formulace (Dash a Konkimalla 2012).

1.3.3. Chitosan

Chitosan je pfirodni polysacharid vznikajici deacetylaci chitinu, tvorfeny prevainé jednotkami
D-glukosaminu, diky ¢emuz nese pozitivni ndboj a vykazuje vyraznou bioadhezivitu a antimikrobialni
aktivitu. Tyto vlastnosti z néj ¢ini mimoradné atraktivni polymer pro nanovlakenné systémy urcené k
dopravé |éciv, zejména pro slizni¢ni aplikace, kde elektrostaticka interakce s negativné nabitymi
biologickymi povrchy podporuje prodlouzenou retenci léciva (Moharir et al. 2022). Chitosanova
nanovldkna jsou biokompatibilni, biodegradabilni a umoznuji inkorporaci Sirokého spektra léciv
véetné antibiotik, antimykotik, proteind ¢i nukleovych kyselin. Jejich uvolfiovaci profil Ize dale
modifikovat stupném deacetylace, molekulovou hmotnosti nebo kombinaci s dalSimi polymery
(Bhattarai et al. 2010). Pro mozZnost zlepsit mukoadhezni vlastnosti nanovlaken byl vybran mezi

kandidatni polymery pro tuto praci.
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2. Cile disertacni prace a dosud pouzité metody
Cilem disertacni prace je vyvoj a testovani nanovlakennych vrstev jako nosicl IéCiv do vaginalni

oblasti.

- Navrh a vyroba nanovlaken z biodegradabilnich polymer( — kyseliny polymlécné (PLA), poly-
e-kaprolaktonu (PCL) a chitosanu a jejich fyzikalni charakterizace pomoci SEM a hodnoceni

smacivosti.

- Testovani vybranych materiall in vitro vsimulovaném vaginalnim prostfedi — jejich
biokompatibilita s vaginalnimi epitelidlnimi vrstvami, biokompatibilita skomenzalnimi

probiotickymi laktobacily a stabilita v simulované vaginalni tekutiné.

- Vybér nanovldkennych vrstev svhodnymi vlastnostmi vicéi in vitro simulovanému
vaginalnimu prostfedi a jejich pouZiti jako zakladni matrice pro vyrobu vrstev
s inkorporovanymi antimykotiky, jejich testovany, pfedevsim pro antimykotické uUcinky a

ovéreni biokompatibility.

2.1 Priprava nanovlakennych vrstev a jejich morfologické hodnoceni

Pro pripravu nanovldken byly pouZity biodegradabilni polyesterové polymery poly(mlécna) kyselina

(PLA, Corbion, Mw 200 000) a poly-e-kaprolakton (PCL, Sigma-Aldrich, Mw 80 000).

Nanovldkenné vrstvy byly pfipraveny z chloroformového rozpoustédlového systému pomoci
bezjehlového DC elektrospinningového zatizeni Nanospider™ (NS Line 1WS500U, Elmarco, vyrobni

Sife: 500 mm), nastaveného na produkéni rychlost 15 mm/min pfi napéti -10/35 kV.

2.1.1. Analyza morfologie materiali pomoci elektronové mikroskopie

Struktura a morfologie vlaken v nanovlakennych vrstvach byla hodnocena pomoci skenovaciho
elektronového mikroskopu (SEM) modelu Vega 3 Tescan (model 64) pfi rlznych zvétsenich. Vzorky
byly nejdfive vyfiznuty na malé Ctverce a prilepeny na kovové terée pomoci oboustranné lepici pasky.
Vzorky byly poté pokryty vrstvou Pt pfipadné Au/Pt 80:20 (2 nm) na naprasovacim zafizeni Q150R ES
PLUS (Quarum). Prliméry vlaken byly nasledné zméreny pomoci built-in softwaru pro obrazovou
analyzu (VegaTCx64). Pro kazdy vzorek bylo zméreno minimalné 100 prdmért vidken pti zvétseni
5000x. Data byla dale vyhodnocena ve formé stfedni hodnoty * smérodatné odchylky (SD) a

vynesena do grafu.
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2.1.2. Smacivost povrchu nanovlakenné vrstvy

Mira smacivosti nanovlakennych vrstev byla hodnocena metodou méreni kontaktniho Uhlu pfisedlé
kapky pomoci bench-top aparatury (FS TUL) skladajici se z vzorkového stolku, kamery a pocitace
vybaveného softwarem See software 7.6. Primérny kontaktni uhel pfrisedlé kapky (CA(m))
destilované vody o objemu 3 pl byl hodnocen v triplikatu pro kazdy testovany vzorek (nanovldkna
s aditivy i bez nich). Dynamicky vyvoj kontaktniho Uhlu u prisedlé kapky byl po stabilizaci kapky

hodnocen v desetivtefinovém intervalu po dobu az 5 minut.

2.2 Kultivace laktobacilli a testovani kompatibility nanovlaken s vaginalni
mikrobialni populaci

Pouzité bakterialni kmeny byly Lactobacillus jensenii (CCM 7560), Lactobacillus gasseri (CCM 7009) a
Lactobacillus crispatus (CCM 7776). Na zacatku kazdy kmen laktobacil( prosel tfremi pasazemi béhem
exponencialni ristové faze pro optimalni metabolickou aktivitu. VSechny tfi kmeny byly inkubovany v
bujénu De Man, Rogosa a Sharpe (MRSB, HiMedia), doplnéném o 0,1 % L-cysteinu (Merck) jako
redukéniho Cinidla pti 37 °C se zvySenou tenzi CO,. Média byla pfipravena pomoci deionizované vody
a sterilizovana autoklavovanim po dobu 15 minut pfi 121 °C a 1 atm. Materialy byly narezany na
kruhy o priiméru 1 cm a sterilizovany UV svétlem. Pro experiment byl kazdy vzorek ponofen do 3,9
ml bakteridlni suspenze a 0,1 ml treti pasaze bakteridlniho kmene. Optickd hustota pfi 600 nm
(OD600) byla mérena v urcenych intervalech (0, 2, 4, 6, 8, 12, 17, 19, 21, 24, 32 a 44 hodin) pro
posouzeni zakalu. Zvyseni hodnoty OD600 odrdzi narlst koncentrace bakteridlnich bunék. Toto bylo
zaznamenano do grafQl rastovych krivek bakterii. Po 44 hodinach inkubace byly materidly jemné
omyty sterilnim  fosfatovym  pufrovanym fyziologickym roztokem a fixovany 2,5%
paraformaldehydem po dobu 10 minut. Poté byly materidly hodnoceny pomoci SEM na pfitomnost

pfilnutych bakterii.

2.3 Biokompatibilita nanovlakennych vrstev s vaginalnimi keratinocyty

vz

2.3.1. Invitro cytotoxicita nanovlakennych vrstev v pfi
keratinocyty a jejich adheze

mém kontaktu s vaginalnimi

Bunécénd linie vagindlnich keratinocytd VK2/EG6E7 ziskané z ATCC (CRL-2616) byla pouZita pro
hodnoceni cytotoxicity nanovldkennych vrstev. Bunécna linie byla kultivovdna v bezsérovém
keratinocytovém médiu (Invitrogen) suplementovaném bovinnim hypofyzarnim extraktem

(50 pg/ml) a epidermalnim rdstovym faktorem (0,1 ng/ml) pfi teploté 37 °C.
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Keratinocyty byly nasazeny v hustoté 20 000 bunék na jamku do 24jamkové desticky den pred
zahajenim experimentu. Po 24 hodinach od nasazeni byl do kazdé jamky ve tfech replikach pridan
testovany material (UV vysterilizované disky o pridmeéru 6 mm) spolu s cerstvym médiem a po dalSich
24 hodinach byla Zivotaschopnost bunék vyhodnocena pomoci MTT testu. Stanoveni spociva
v méreni metabolické aktivity bunék. Podstatou testu je redukce latky MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-difenyltetrazolium bromidu) mitochondridlnimi enzymy za vzniku fialového formazanu.
Formazan je ve fyziologickém prostredi bunék Spatné rozpustny a tvofi krystaly. Ty se rozpousti
pridavkem acidifikovaného isopropanolu. Poté je barevnad zména mérena jako hodnota absorbance
(570 nm, 670nm jako odecet pozadi) a porovnany vici bunécné kontrole. Vzorky vykazujici

Zivotaschopnost presahujici 70 % bunécné kontroly jsou povazovany za biokompatibilni.

2.3.2. Hodnoceni morfologie vaginalnich keratinocytli v pfimém kontaktu s NFs

Hodnoceni vnitfni morfologie vaginalnich keratinocytd pomoci imunofluorescence predstavuje
dllezity doplnék k testlm bunécné cytotoxicity, protoZze umoznuje detailné sledovat strukturalni
zmény, které nemusi byt zachytitelné pouze metabolickymi metodami. Imunofluorescencni znaceni
cytoskeletalnich proteinl (v nasem pripadé aktinovych vldken) a jadernych struktur poskytuje nahled
na integritu bunék a pfipadné zndmky stresové odpovédi ¢i apoptdzy pfi kontaktu s nanovlakny. Tato
metoda tak umozZnuje odhalit subcelularni poskozeni, které mulze predchazet poklesu viability, a

poskytuje komplexnéjsi obraz o biokompatibilité materialu a jeho mozném vlivu na funkci epitelu.

Vaginalni epitelidlni buriky VK2/E6E7 byly kultivovany v pfimém kontaktu s nanovldkennymi vrstvami
a kontrolou po dobu 24 hodin &i pfimo nasazeny pro adhezi na klotrimazolova vldkna a kontrolu. Po
inkubaci byly bunécné kultury omyty fosfatovym pufrem a barveny standardnim procesem
imunofluorescencniho barveni (fixace paraformaldehyde 4 % 15 min; permeabilizace 0,1 % Triton X-
100, 20 min; blokovani 1 % FBS + 0,05 % Tween v PBS 30 min; barveni aktinovych vilaken, zelena —
Phalloidin — FITC Alexa Fluor (488, Invitrogen) — 1 hod, fedéni dle protokolu vyrobce, barveni DNA —
DAPI, fedéni 1:1000, 10 minut). Vzorky byly poté montovany na podlozni sklicka a analyzovany

pomoci fluorescenéniho mikroskopu Olympus IX73 vybaveny fotoaparatem Olympus DP74.

2.4 Vybér antimykotickych slozek pro vyrobu nanovlakennych vrstev

Bylo tfeba vybrat vhodné antimykotikum pro zvlaknéni. Na zdkladé dostupné literatury byly vybrany
Ctyfi kandidatni latky, nejcastéji pouzivané pro lokalni ¢i systémovou lécbu vulvovaginalni kandidiazy
— klotrimazol, nystatin, miconazol a flukonazol. Tato antimykotika patti do skupiny azoll a polyen(

(nystatin).
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Kazdy kmen je na dané antimykotikum citlivy v jiné koncentraci. Pro hodnoceni Ucinnosti se pouziva
klicovy parametr MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace. Tento parametr umozZiuje porovnavat
jednotlivé latky a sledovat rezistenci. Jeho stanoveni se provadi standardizovanym mikrodilu¢nim
testem podle metodik CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute), kdy se kvasinka kultivuje
v pfitomnosti postupné klesajicich koncentraci antimykotika. Po inkubaci se hodnoti, pfi které
koncentraci jiz neni patrny rdst a vysledek se uvadi v pg/ml. Vzhledem krychlému vzniku
antimykotické rezistence jednotlivych kmend a tedy rozdillm mezi jednotlivymi kmeny i stejného
druhu byla hodnocena hodnota MIC pro kmen CCM 8320. Pro koncentraci a fedéni bylo vychazeno

z literatury, jak je uvedeno v Tabulce ¢. 1.

Tabulka €. 1: Hodnota minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) antimykotik a C. albicans — literatura:

Antimykotikum Hodnota MIC z literatury
Miconazol 0,002 pg/ml - 0,125 pg/ml (Haya et al., 2024)
Clotrimazol 0,0009 - 40 pg/ml (Frej-Madrzak et al., 2021)
Flukonazol 0,25 - 1 pg/ml (Maenchantrarath et al., 2022)
Nystatin 0,0625 - 1 pg/ml (Arikan et al., 2002)

Hodnoceni koncentrace, ve které jiz v jamce neni rlist se obvykle provadi pouze vizualné hodnocenim
zakalu. Pro zpfesnéni odhadu bylo pouZito také metabolického barveni Alamar Blue. Tento redoxni
indikator méni barvu podle urovné metabolické aktivity — resazurin (modry), predstavuje oxidovanou
formu barviva. Zivé organismy jej svymi metabolickymi procesy redukuji na resorufin (rGzovy az
zluty). Po 24hodinové inkubaci se do kazdé jamky pfidd resazurin v 10% objemu roztoku v dané

jamce a inkubuje se 2 hodiny. Po tomto cCase se hodnoti zména barvy. MIC hodnota potom odpovida

evyvs

Hodnota MIC predstavuje koncentraci inhibicni, nikoli fungicidni, tedy smrtici. Po dosaZzeni MIC se

mikroorganismy prestavaji mnoZit. Hodnotou, ktera mulze poskytnout dalsi informaci o efektu

evyvs

299,9 % populace plvodniho testovaného kmene. Tento test se provadi preockovanim na pevné

médium bez pfitomnosti antimykotika a stanovenim koncentrace, pfi které k rlistu nedochazi.

2.5 Antimykoticky ucinek nanovlaken

2.5.1. Kultivace kvasinky Candida albicans a testovani morfologického ristu

Laboratorni kultivace CA vyZaduje specialni tekuté médium (bujon) a specialni pevné ristové médium

(agarové plotny). Pro ptipravu kultivaéniho inokula byla nakoupena kultura z Ceské sbirky
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mikroorganismd, kéd CCM 8320/ATCC 24433, pouzivany jako referentni kmen pro testovani
anfungdlniho efektu pomoci metody postupného fedéni (broth dilution metoda). Jako tekuté
médium bylo pro kvasinkovy rist bujén YNB — Yeast Nitrogen Base a pro hyfalni rist médium RPMI
1640. Jako pevné rlstové médium byl zvolen Sabouraudlv agar. Kultivacni teplota ovliviiuje
morfotyp stejné jako dostupnost nutrientd - 30 °C pro testovani rlstu kvasinkového typu a 37 °C pro
testovani rastu hyfalniho typu. Pfi dlouhodobé kultivaci za podminek vhodnych pro hyfalni rist se
tvori biofilm. Kolonie C. albicans jsou na agaru typicky krémové zbarvené s hladkym okrajem,

drozdovitého zapachu.

Morfologie kvasinkovych bunék byla zhodnocena pomoci elektronové mikroskopie po 24hodinovém
rastu na PCL/PLA vldknech bez navazaného antimykotika v prostfedi vhodném pro dany morfotyp.
Nanovlakenné disky byly po kultivaci jemné oplachnuty od volnych kvasinek, fixovdny ve 4%
glutaraldehydu (4 % v/v, 30 minut), a poté dehydratovany ve stoupajici koncentraci etanolu (25 %, 50
%, 70 %, 80 %, 90 %, 100 %), kazdy 10 minut. Poté byly vzorky vysuseny na vzduchu v pokojové
teploté po 3 hodiny. Vzorky byly déale pfipraveny pro SEM mikroskopii a snimany na pfistroji Tescan

Vega 3.

2.5.2. Evaluace antimykotického Gcinku pomoci diskové diftizni metody

Hodnoceni antimykotického ucinku nanovlakennych material( prfedstavuje klicovy krok pti ovérovani
jejich potencidlu pro aplikace v lokdlni terapii vulvovagindlni infekce. Toto hodnoceni bylo na
kompozitnich nanovlaknech PCL/PLA s navazanym klotrimazolem provedeno pomoci diskové difuzni
metody, kterd umoznuje kvantifikovat inhibi¢ni zénu rlstu kvasinkového modelu. Pro testovani
antimykotické aktivity materidld in vitro byla na Sabouraud(iv agar (4% glukdza, Roth) naockovana 1
ml suspenze kvasinek C. albicans o zakalu 0,5 McFarland. Na povrch agaru byly ve trojicich umistény
nanovlakenné disky o priméru 10 mm a kultivovany po dobu 24 hodin pti 30 °C. Experiment byl
provadén v triplikatech. Po uplynuti expozi¢ni doby byla zmérena a fotograficky zdokumentovana

velikost difuzni zény inhibuijici rast kvasinek v okoli jednotlivych vzorkda.

2.5.3. Evaluace antimykotického tGc¢inku pomoci hodnoceni rastové k¥ivky C. albicans
v 24h eluatu vlaken
Vyjma diskové difuzni metody byla posouzena dynamika ucinku uvolnéného léciva prostrednictvim
sledovani rlstové krivky kvasinky v 24hodinovém eluatu, coZ poskytuje detailnéjsi informaci o
ucinnosti uvoliovani klotrimazolu z nanovldkenné matrice do tekutého média, imitujiciho vnitini
vaginalni prostfedi. Tato kombinace metod umoznuje komplexni zhodnoceni antifungalni aktivity

pripravenych vidken a jejich potencidlu pro dalsi biomedicinské vyuZiti. Sterilni materidly byly
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inkubovany v médiu YNB; do 2 ml YNB byl vioZzen disk nanovlakenného materialu o priiméru 10 mm a
inkubovan po dobu 24 hodin pti 37 °C za ucelem pfipravy eluatu jednotlivych vzork(. Suspenze
kvasinek C. albicans s turbiditou 0,5 McFarland byla nasledné smichana v poméru 1:1 s kazdym
eludtem v jamkach 96jamkové mikrotitracni desticky, ve tfech technickych replikatech, a inkubovana
pfi mirné agitaci pti 30°C. Rlst kvasinek byl hodnocen mérenim optické denzity pfi 550 nm (ODsso) Vv

hodinovych intervalech po dobu 24 hodin, pficemz pro kazdou jamku byly provedeny tfi méfici cykly.
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3. Vysledky

3.1 Smésné nanovlakenné vrstvy PLA a PCL

Kyselina polymlécnda (PLA) predstavuje idedlni materidl pro vagindlni aplikace. Jeji biodegradace v
kyselém prostredi pfirozené vede k tvorbé kyseliny mlécné, kterd je béZnou soucasti vaginalniho
mikrobiomu a pfispiva k udrZeni podminek podporujicich rst laktobacill. PLA tak predstavuje
vhodny zakladni polymer pro proces zvlaknéni. Pro zlepseni mechanickych vlastnosti a zajisténi
potfebné elasticity byl do smési zarazen polykaprolakton (PCL), ktery se vyznacuje velmi dobrymi
zvldknovacimi vlastnostmi. Kombinace PLA a PCL umoZnuje vytvaret homogenni, stabilni a
morfologicky vyrovnané vilakenné struktury. Oba polymery jsou navic netoxické, biokompatibilni a

béZné pouzivané v medicinskych aplikacich, coz jejich vyuziti dale podporuje.

3.1.1. Priprava nanovlakennych vrstev a jejich morfologické hodnoceni

Smésna nanovlakna PLA/PCL byla pfipravena z chloroformového rozpoustédlového systému ve tfech
rznych pomérech polymerd — 50:50, 75:25 a 25:75. S rostoucim obsahem PLA se zvySoval stfedni
prameér vidken z 646,92 + 515,49 nm u 25% podilu PLA aZ po 1363,12 + 658,44 nm u 75% podilu PLA
ve vlaknech a doslo tedy k vyvoji morfologie od submikronovych vldken a k mikrovlakenné strukture.
Vyvoj distribuce praméra viaken v jednotlivych vzorcich byl vizualizovan prostfednictvim histogramu

relativnich ¢etnosti (viz Obr. ¢. 1).

PLAPCL (25:75) PLA:PCL (50:50)

Primer: 923.89 nm
0:692.32nm
N: 299

PLAPCL (75:25)

Primér: 1363.12 nm
0: 658.44 nm
N: 245

Relativni cetnost [%]

Obrazek €. 1 - Morfologie nanovlakennych vrstev na snimcich SEM, histogramy relativni ¢etnosti
distribuce primérd. A — PLA/PCL 25:75, B — PLA/PCL 50:50, C — PLA/PCL 75:25. SEM zvétSeni 5,000x
(méfitko = 10pum)
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3.1.2. Smacivost povrchu nanovlakennych vrstev PLA/PCL

Obrazek ¢. 2 ukazuje smacivost povrchu nanovldkennych vrstev PLA/PCL méfenou metodou
kontaktniho dhlu prisedlé kapky. Ackoli u vsech pomér( PLA/PCL byla ziskdna nanovldkna
s hydrofobnim povrchem (hodnota nad 90°), rozdilny podil jednotlivych slozek mél prokazatelny vliv
na miru hydrofobity povrchu. Nejvy$si hodnoty kontaktniho Uhlu byly zaznamenany u vzorku PLA/PCL
50/50 a to i vdynamickém testu. U tohoto materialu ¢inila poc¢ateéni prdmérna hodnoty CA 117,44 +
2,5496°. V pribéhu dynamického testu doslo k poklesu na 115,65 + 0,7788°. U materidld s poméry
25/75 a 75/25 se hodnoty kontaktniho Uhlu pohybovaly mezi 105° a 110°. Vsechny testované
materidly byly prokazatelné hydrofobni a pouze mirnym poklesem kontaktniho Uhlu vcas a

zachovavaiji svlij hydrofobni charakter.
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Obrazek €. 2 - Smadivost povrchu nanovlaken PLA/PCL; méfeno metodou kontaktniho Uhlu (CA) pfisedlé
kapky. Vlevo: Pocatecni staticky kontaktni Uhel, smérodatnd odchylka; Vpravo: Vyvoj smacivosti v Case,
mérteni kazdy 10 s po dobu 5 min

3.1.3. Kultivace laktobacill a testovani kompatibility nanovlaken s vaginalni mikrobialni
populaci

Byla hodnocena rlstova krivka tfi testovanych bakteridlnich kmenl Lactobacillus jensenii,

Lactobacillus gasseri a Lactobacillus crispatus pfi inkubaci s nanomaterialovymi vrstvami PLA/PCL. Z

namérenych hodnot na Obrazku ¢. 3 je zfejmé, Ze inkubace s nanomateridly neovliviiuje rlst

komenzalnich vaginalnich bakterii L. gasseri (B) a L. crispatus (C). Na grafu rlstu L. jensenii (A) je

patrné ovlivnéni rlstu kultivaci v pfitomnosti matridld — bakteridlni suspenze se vSemi materidly

kopirovala tvar rdstové krivky, ale s nizSimi dosazenymi hodnotami vrcholu exponencialni faze. L.

vvvvvvvv

evyvs

Vsechny tfi kmeny laktobacil adherovaly na vldakna PLA/PCL po 44 hodinach. Na Obrazku ¢. 4 je

ukazan rlst L. crispatus na vSech tfech typech viaken.
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Obrazek €. 3 — Ristové krivky tfi vaginalnich kmena kultivovanych s nanovldkenymi nanomateridly

PLA/PCL, méfeni OD 600; 42 hod,, 37 °C, zvysena tenze CO,, A: L. jensenii, B: L. gasseri, C: L. crispatus, D:

SEM HV: 10.0 kV
View fleld: 25.5 ym

WD: 11.48 mm
Det: SE

|

5pm

SEM MAG: 10.0 kx _ Date(m/dly): 05/15/23

TUL Nanocenter CXI

VEGA3 TESCAN|

porovnani jednotlivych kmen(

SEM HV: 10.0kV.
View field: 25.5 ym

WD: 10.07 mm
Det: SE

SEM MAG: 10.0 kx| Date(m/dly): 0810624

TUL Nanocenter CXI

SEM HV: 10.0 kV WD: 11.75 mm VEGA3 TESCAN|
View feld: 25.5 ym Det: SE

SEM MAG: 10.0 kx _ Date(m/dly): 05/15/23

VEGA3 TESCAN|

TUL Nanocenter CXI

Obrazek €. 4 — Adheze L. crispatus kultivovanych 44 hodin s nanovlakenymi nanomaterialy PLA/PCL, 37

°C, zvy$ena tenze CO,, SEM, A: PLA/PCL 50:50, B: PLA/PCL 75:25, C: PLA/PCL 25:75,

(méfitko = 5 um)

21




3.1.4. In vitro cytotoxicita nanovlakennych vrstev PLA/PCL v pfimém kontaktu s
vaginalnimi keratinocyty
Odezva bunék VK2/E6E7 byla hodnocena kombinaci metabolického testu (MTT) a morfologického
hodnoceni po expozici. Vysledky MTT testu vaginalnich keratinocytl v pfimém kontaktu s nanovlakny
PCL/PLA (Obr. ¢ 5) potvrzuji, Ze vSechny materidly jsou in vitro biokompatibilni, tedy viabilita bunék
po 24hodinové expozici je vyssi, nez 70 %. Viabilita linie vagindlnich keratinocytl s pohybovala mezi

93 % (vzorek PLA/PCL 25:75) a 97 % (vzorek PLA/PCL 75:25).

120
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Obrazek €. 5 — Hodnoceni cytotoxicity nanovldken PLA/PCL in vitro testem MTT. VK2/E6E7, 60 mm disky,
24 hod expozice, 37 °C

Na Obréazku ¢. 6 je imunofluorescenéni barveni vaginalnich keratinocytd VK2/EGE7 po expozici v

pfimému kontaktu s PLA/PCL nanovldkny a kontrolou po dobu 24 hodin. Ze snimkud je zfejmé, Ze

kontakt vagindlnich keratinocytll s materidly nijak neovliviiuje jejich morfologii, coZz odpovida

vysledkiim metabolického MTT testu. Tento typ nanovldken tedy na zékladé tohoto testu bez ohledu

na pomér polymer( predstavuje vhodny nosic pro vaginalni aplikaci.

Obrazek €. 6 - Imunofluorescenéni barveni vaginalnich keratinocytl VK2/E6E7 rostoucich v pfimém

kontaktu s PLA/PCL vlakny. Expozice 24 hod, 37 °C, zelena barva = aktinova vlakna (Alexa Fluor 488),
modra barva = jadro (DAPI); A: PLA/PCL80, 50:50, B: PLA/PCL80 25:75, C: PLA/PCL80 75:25, D: bunécna

kontrola bez materialu
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3.2 Smésna nanovlakna s inkorporovanym klotrimazolem

Na zakladé testovani PLA/PCL viaken byl jako nosna smés pro pridavek klotrimazolu zvolen pomér
polymerd PLA:PCL 25:75. Pro vybér antimykotika a jeho koncentrace ve vyslednych vlaknech bylo
nejdriv tfeba optimalizovat kultivaci kvasinky C. albicans a stanovit hodnoty MIC pro jednotliva

antimykotika.

3.2.1. Kultivace kvasinek

Kvasinka Candida albicans tvofi tfi morfotypy — kvasinkovou, pseudohyfalni a hyfalni, podle
kultivacnich podminek. Nanovlakna bez aditiva — PLA/PCL 50:50 byla pouZity pro kultivaci kvasinkové
kultury a hodnoceni, zda jsou na téchto vlaknech schopny adherovat a proliferovat vsechny

morfotypy, coZ by naznacovalo potencial vzniku biofilmu pfi pouZiti bez aditiv.

Na Obrazku. 7 jsou jednotlivé morfotypy, véetné pocatecni faze vzniku 3D struktury biofilmu s

pseudohyfalnim a hyfalnim bunéénym typem. Na vldknech bez klotrimazolu jsou tedy hyfalni a

pseudohyfalni kvasinkové buriky schopné proliferace, i vzniku biofilmu.

Obrazek €. 7 — Snimky SEM morfologie kvasinkovych bunék C. albicans narostlych na PCL/PLA vldknech

bez antimykotika, 24 hod. A: Zadinajici biofilm, pseudohyfalni, hyfalni i kvasinkovy typ bunék, RPMI 1640,

37 °C. B: Kvasinkovy typ bunék, YNB bujén, 30 °C, C: Pseudohyfalni burika s viditelnou konstrikci, odliSujici

ji od hyfalni formy, RPMI 1640, 37 °C, D: Hyfdlni forma kvasinky, s Cisté vlaknitou strukturou, RPMI 1640,
37 °C; SEM zvétseni 5,000x (méfitko = 10um)

3.2.2. Volba vhodného antimykotika

Byla testovana citlivost kmene CCM 8320 ctyfi antimykotika. Hodnoceni MIC s koncentracemi dle
dostupné literatury ukazalo, Ze je kmen CCM 8320 rezistentni k nystatinu (viz Obr. ¢. 8, vpravo).
Hodnota MIC klotrimazolu odpovidala literatufe (0,457 pg/ml), stejné jako hodnoty mikonazolu a
flukonazolu. Flukonazol, jako Iék nejcastéji pouZivany pro systémovou lécbu kandiddz byl

z kandidatnich antimykotik pro zvlaknéni vyloucen.
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Obrazek €. 8 — Reprezentativni ukazka hodnoceni hodnoty MIC pro étyii antimykotika, C. albicans, 24
hodin inkubace, 30 °C, Alamar Blue inkubace 2 hod; vlevo — hodnoceni mikonazolu a flukonazolu, vpravo —
hodnoceni nystatinu a klotrimazolu. Fialova barva ukazuje jamky, ve kterych nedochazi k ristu kvasinek, a

tedy neprobiha metabolicka aktivita. Kmen CCM 8320 je navzdory predpokladim rezistentni vici
nystatinu v koncentracich aZ 40 pug/ml, co? je nahlddeno na Ceskou sbirku mikroorganismda.

Jako nejvhodnéjsi pro zvlaknéni z hlediska relevance byl zvolen klotrimazol, ktery je nejCastéji
pouzivan pro mistni Ié¢bu vaginalni kandiddzy. U néj byla zhodnocena nejen hodnota MIC, ale i MFC.
Hodnota MIC byla stanovena na 0,457 pg/ml (Obr. €. 9). Subkultivace z jamek na agarovou plotnu bez
antimykotika prokazala, Zze i pres vizualni hodnoceni absence zdkalu, a tedy inhibici rlstu, byly

kvasinkové bunky stale Zivotaschopné a fungicidni koncentrace MFC odpovida v dané redici fadé

hodnoté 58,6 ug/ml (Obr. ¢. 9, sloupec €. 3 vlevo).

-
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\
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Obrazek €. 9 — Hodnoceni MIC a MFC klotrimazolu pro kmen C. albicans CCM 8320. Zluty sloupec
predstavuje kontrolni rist. Cervena linie predstavuje vizualni hodnotu MIC — v daném fedéni je to 0,457
ug/ml. Hodnoceni MFC ukazuje, ze fungicidni koncentrace klotrimazolu v daném fedéni je 58,6 pug/mi
(zelena ¢ara na obrazku vlevo)
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3.2.3. Priprava a morfologie nanovlakennych vrstev s inkorporovanym CLO

Pomér polymer( PCL:PLA ve zvlakniovacim roztoku byl na zakladé predchozich experimentl stanoven
na 75:25. Zaklad pro zvldknovaci roztok byl misen sroztokem klotrimazolu (CLO) pfi zachovani
stejného misiciho poméru. Koncentrace klotrimazolu v roztoku ¢inila 0,1 mg/ml, 1 mg/ml a 10 mg/ml.
Koncentrace CLO byly zvoleny na zdkladé hodnoceni MIC a MFC klotrimazolu vuci C. albicans.
Zvoleny rozsah umoznil nasledné hodnoceni vlivu davky CLO na biokompatibilitu a antimykotickou
aktivitu nanovladken. Elektrostatické zvlaknovani nanoviaken probihalo stejnym postupem jako

v pfipadé polymerni smési bez aditiva. Pro zvyseni vyrobnosti procesu bylo pouZito napéti -10/45 kV.

Findlni davka klotrimazolu v nanovlaknech byla stanovena na zakladé davky CLO ve zvldknovacim
roztoku vzhledem k obsahu celkové susiny (Tabulka ¢. 2). Nanovlakenné vrstvy byly dale v testech

znaceny jako PCL/PLA+0,1 CLO, PCL/PLA+1 CLO a PCL/PLA+10 CLO.

Vldkna vykazovala hladkou a neporézni morfologii. Primér vlaken se se zvySujicim se koncentraci

inkorporovaného klotrimazolu zvétSovala (Obr. ¢. 10).

Tabulka €. 2 - Mnoistvi klotrimazolu v nanovlakennych vrstvach na zakladé davky CLO ve zvldkfiovacim

roztoku vzhledem k obsahu celkové susiny

Hmotnostni pomér klotrimazolu

Oznaceni zvlakinovaciho roztoku . . .
k nanovlakennym vrstvam

PCL/PLA + 0.1 mg/ml CLO 0.3898 g g klotrimazol/mg NFs
PCL/PLA + 1 mg/ml CLO 3.95 pg klotrimazol/mg NFs
PCL/PLA + 10mg/ml CLO 36.736 ug klotrimazol/mg NFs
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PCL:PLA (75:25)+CLO 0.1 PCL:PLA (75:25)+CLO 1

Mean: 445.02 nm
Std. Dev.: 328.24 nm
N:99

Mean: 465.71 nm
Std. Dev.: 341.38 nm
N:100

E

Frequency (%)

°3888883

Fiber Diameter (nm)

PCL:PLA (75:25)+CLO 10

Mean: 535.32 nm
Std. Dev.: 331.27 nm

Frequency (%)

Obrazek €. 10 - Morfologie nanovlakennych vrstev na snimcich SEM, histogramy relativni ¢etnosti
distribuce pramérd. A— PCL/PLA + 0,1 CLO, B—PCL/PLA + 1 CLO, C — PCL/PLA + 10 CLO. SEM zvétseni
5,000x (méFitko = 10um)

3.2.4. Smacivost povrchu nanovlakenné vrstvy mérena metodou kontaktniho ahlu u
prisedlé kapky

Obrazek ¢. 11 ukazuje vliv pfidavku klotrimazolu na smacivost povrchu nanovldken. Nanovlakna si po
inkorporaci CLO zachovavaji hydrofobni charakter zakladni matrice PCL/PLA. Hodnoty kontaktniho
Uhlu u vsech vzork( jsou vyssi nez 90° a pfidavek CLO dokonce vede k nardstu hydrophobicity
povrchu nanovldken. S rostouci davkou CLO byl pozorovan narlst stfedniho kontaktniho Uhlu ve
vsech casovych bodech — 107,9° u vzorku 0,1 CLO, 111,6° u vzorku 1 CLO a 113,6° u vzorku 10 CLO,
oproti vldknlm bez klotrimazolu s pocatecni hodnotou 105,6°. Je tedy zifejmé, Ze ¢im vétsi je
koncentrace klotrimazolu pfidaného do zvldkniovaciho roztoku, tim vyssi je hodnota kontaktniho
Uhlu. Tato hodnota nicméné pfi pétiminutovém kontaktu postupné klesa. Po 5 minutach méreni
doslo k mirnému snizeni kontaktniho Uhlu u vSech vzorkd, avsak u Zadného nebyla zaznamendna
hodnota pod 90° a vSechna si tak zachovavaji sv(j hydrofobni charakter.
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Obrazek €. 11 - Smacivost povrchu nanovlaken s klotrimazolem a kontrolou bez klotrimazolu; méfeno
metodou kontaktniho Uhlu pfisedlé kapky. Vlevo: Poc¢ateéni staticky kontaktni Ghel, smérodatna odchylka;
Vpravo: Vyvoj smacivosti v ¢ase, méreni kazdy 10 s po dobu 5 min
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3.2.5. Antimykoticky ucinek

Evaluace antimykotického ucéinku pomoci diskové difuzni metody

Vsechny testované materidly vykazovaly po 24 hodinach inkubace zfetelnou inhibi¢ni zénu, jejiz
pramér rostl se zvysujici se koncentraci inkorporovaného klotrimazolu (viz Obrazek ¢. 12). Namérené
hodnoty pramérud inhibi¢nich zén jsou uvedeny v Tabulce €. 3. Rozmér inhibicnich zén byl pfimo
umérny podilu CLO v nanovldknech. Nejvétsi zéna 3,334 + 0,577 mm byla zaznamenana u zorku
PCL/PLA + 10 CLO. Tyto vysledky jednoznac¢né potvrzuji schopnost antimykotika efektivné difundovat

z nanovlakenné matrice v pribéhu prvnich 24 hodin inkubace i v nizkych davkach a pusobit jako

inhibitor rlstu ¢i mykotoxicky agens v zavislosti na své koncentraci v materialu.

Obrazek €. 12 - Inhibi¢ni zony nanovlakennych vrstev s klotrimazolem v kontaktu s C. albicans na
Sabouraudové agaru. A— PCL:PLA + 0.1 CLO, B — PCL:PLA + 1 CLO, C— PCL:PLA + 10 CLO, D — PCL:PLA
nanovlakna bez klotrimazolu

Tabulka ¢. 3 — Hodnoty priiméra inhibicnich zon klotrimazolu k C. albicans

PCL:PLA + 0.1 CLO PCL:PLA + 1 CLO PCL:PLA + 10 CLO
Inhibiéni zona (mm) 14,556 22,778 30,334
Smeér. odchylka 0,769 0,384 0,577

Evaluace antimykotického ucinku pomoci hodnoceni rustové krivky C. albicans v 24h eluatu vidken

Inkubace suspenze C. albicans s eludatem z nanovldken s inkorporovanym klotrimazolem vedla ke
zméné prlbéhu rastové krivky. Prestoze kvasinkové bunky byly schopny postupné prekonat ucinek
klotrimazolu v médiu a po 24 hodinach dosahnout obdobné optické hustoty (OD) jako neovlivnéna
kontrola. Pocatecni vliv na délku lag faze i strmost exponencidlni faze byl zavisly na koncentraci
klotrimazolu, jak je patrné z Obrazku ¢. 13. Eluat z materidlu s nejnizsi koncentraci klotrimazolu
nevykazoval méfitelny efekt na rlist bunék C. albicans, coz je v kontrastu s vysledky diskové difuzni
metody. Zaroven mUzZe byt tento rozpor v dosaZzenych vysledcich zplsoben rozdilem v pouZitych

metodach. Tento rozdil pravdépodobné souvisi s odliSnym plsobenim pfimého kontaktu materialu s
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burikami pfi diskové difuzi oproti plsobeni samotného eludtu, ktery nevyvolava stejny inhibi¢ni efekt

na rast kvasinek.

Absorbance - OD (550 nm)

1H 2H 3H 4H SH 6H 7H 8H 9H 10H 11H 12H 13H 14H 15H 16H 17H 18H 19H 20H 21H 22H 23H 24H

«8—PCL/PLA+CL0.1 =@=PCL/PLA+CL1 PCL/PLA +CL10  —#=Kontrola

Obrazek ¢. 13 - Rustova kfivka C. albicans v 24hodinovém eluatu nanovlaken v médiu YNB pti 30 °C

3.2.6. Biokompatibilita s vaginalnimi keratinocyty

In vitro cytotoxicita nanovlakennych vrstev s klotrimazolem v pfimém kontaktu s vaginalnimi

keratinocyty

Vysledky MTT testu vagindlnich keratinocytd v pfimém kontaktu s nanovlakny obsahujicimi
klotrimazol (Obrazek ¢. 14) ukazuji, Ze materidly s nizsi koncentraci antimykotika jsou in vitro
biokompatibilni, tedy viabilita bunék po 24hodinové expozici je vyssi, nez 70 %. Vzorky PCL/PLA + 0,1
CLO a PCL/PLA + 1 CLO vykazuji po 24 hodinach expozice Zivotaschopnost bunék presahujici 70 %.
Naproti tomu nanovlakennd vrstva s nejvyssi koncentraci (PCL/PLA + 10 CLO) zjevné inhibuje rdst a
metabolickou aktivitu vaginalnich keratinocytli, nebot namérend Zivotaschopnost klesd pod hranici

70 %. Konkrétné byla dosazena hodnota 60,77 %.
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Obrazek €. 14 — Hodnoceni cytotoxicity nanovldken s pfidavkem klotrimazolem in vitro testem MTT,
VK2/E6E7, 60 mm disky, 24 hod expozice
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Vliv nanovldken s klotrimazolem na morfologii vaginalnich keratinocytu

Na Obrazku ¢. 15 je imunofluorescenéni barveni vaginalnich keratinocytd VK2/EGE7 v pfimém
kontaktu s aditivovanymi vlakny a kontrolou po dobu 24 hodin. Obrazek ¢. 16 ukazuje adhezi bunék
nasazenych pfimo na nanovldkna vldkna a kontrolu. Ze snimkl je ziejmé, Ze pfimy kontakt
vaginalnich keratinocytll s materidly obsahujicimi nejvyssi davku klotrimazolu vede k vyraznym
vnitfnim strukturnim zménam u téchto bunék — a to jak u aktinovych vlaken, tak i u jadernych
struktur. Pfedevsim u pfimého kontaktu je vyrazna fragmentace jader, indikujici apoptotické procesy

v rlizném stadiu, coZ odpovida vysledkim MTT testu, kde tato koncentrace vysla jako cytotoxicka.
-
-

Obrazek €. 15 — Imunofluorescenéni barveni vaginalnich keratinocytl VK2/E6E7 rostoucich v pfimém
kontaktu s klotrimazolovymi vlakny. Expozice24 hod, 37 °C, zelena barva = aktinova vldkna (Alexa Fluor
488), modra barva = jadro (DAPI). Vaginalni keratinocyty v kontaktu s A: PCL/PLA nanovlakny bez
klotrimazolu, B: PCL/PLA + 0,1 CLO, C: PCL/PLA + 1 CLO, D: PCL/PLA + 10 CLO. Mé&¥itko = 20 pm
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-
-

Obrazek €. 16 — Imunofluorescenéni barveni vaginalnich keratinocyti VK2/E6E7 rostoucich na

klotrimazolovych vlaknech. (Expozice 24 hod, 37 °C, zelena barva = aktinova vlakna (barva), modra barva
= jadro. Vaginalni keratinocyty v kontaktu s A: kontrolou (PCL/PLA nanovlakna bez CLO), B: PCL/PLA + 0,1
CLO, C: PCL/PLA + 1 CLO, D: PCL/PLA + 10 CLO. Mé&Fitko = 20 pm

Vysledky testovani nanovlakennych vrstev s inkorporovanym klotrimazolem potvrzuji jejich potencial
0,1 CLO) vykazovala dobrou biokompatibilitu a vytvarela inhibi¢ni zénu na agaru, avsak jejich ucinek
na rust Candida albicans v eludtu byl minimalni. Naopak nejvyssi testovana koncentrace (PCL/PLA +
10 CLO) sice vyrazné ovliviiovala ristovou dynamiku kvasinek a potlacovala jejich proliferaci na
agaru, zaroven vsSak vykazovala cytotoxické ucinky na vaginalni epitelidlni buriky, a to jak v
metabolickych testech, tak pfi morfologickém hodnoceni pomoci imunofluorescence. Za nejvhodnéjsi
se proto jevi nanovldkna se stfedni koncentraci klotrimazolu (PCL/PLA + 1 CLO), kterd prokazala
signifikantni antifungalni Gcinek v obou testovacich systémech a soucasné si zachovala dobrou

biokompatibilitu s vaginalnimi keratinocyty.
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4. Zaver a dalsi smérovani

Vysledky této prace potvrzuji, Ze nanovldakenné materidly predstavuji mimoradné perspektivni
biokompatibilni platformu pro lokalni vaginalni aplikaci 1éCiv, zejména v kontextu Iécby vulvovaginalni
kandidézy. Bylo prokazano, Zze polymerni smési na bazi PCL/PLA umozniuji efektivni zabudovani
klotrimazolu a jeho postupné uvolfiovani, pficemz zachovavaji vhodné povrchové a morfologické
vlastnosti pro kontakt s vaginalnim epitelem. Testovani MIC a MFC potvrdilo vysokou citlivost
Candida albicans na klotrimazol a ukazalo, Ze i nizké koncentrace léciva jsou schopny ucinné

inhibovat rist patogenu.

Biologické testy s linii vaginalnich keratinocytd VK2/EGE7 déle ukazaly, Ze materidly s nizkym a
strednim obsahem klotrimazolu jsou dobre tolerovany a nevyvolavaji zasadni morfologické zmény
bunék. Naopak nejvyssi testovana koncentrace vedla k vyraznym cytotoxickym projeviim, véetné
fragmentace jader a naruseni aktinového cytoskeletu, coZ odpovida aktivaci apoptotickych proces.
Tato zjisténi zdUraznuji nutnost peclivé optimalizace davky léciva v nanovlakenné matrici tak, aby

byla zachovéana terapeuticka ucinnost pfi soucasném minimalizovani nezadoucich ucinkl na buriky

zdravé tkane.

’

Komplexni charakterizace materidld, zahrnujici morfologii, smacivost, kinetiku uvolnovani |éciva i
biologickou odezvu, poskytla uceleny pohled na chovani klotrimazolovych nanovlaken v podminkach
relevantnich pro vaginalni prostredi. Ziskané vysledky potvrzuji, Ze sprdvné navrzené nanovlakenné

systémy mohou predstavovat Ucinnou a bezpecnou alternativu ke konvencénim lékovym formam.

Pro dals$i sméfovani vyzkumu navrhujeme rozsifit experimentalni ¢ast o nékolik perspektivnich
oblasti, které mohou vyznamné zvysit terapeuticky potencial vyvijenych nanovlakennych systému.
Jednim z kli¢ovych krokd bude zaclenéni chitosanu do polymerni matrice, a to diky jeho pfirozenym
antibakterialnim vlastnostem, bioadhezi a schopnosti podporovat hojeni tkani. Paralelné planujeme
testovani prirodniho extraktu s prokazanymi antimykotickymi ucinky, ktery by mohl predstavovat
Setrnéjsi alternativu k syntetickym léciviim a zaroven snizit riziko vzniku rezistence. Zaroven bude
dllezité ovérit kombinovany efekt prirodnich latek s konvenénimi antimykotiky, protoZe synergické
plsobeni mQze umoznit snizeni potifebnych davek Iéciv, zvysit Gcinnost a omezit cytotoxické projevy.
Tento navrhovany vyzkumny smér tak otevira prostor pro vyvoj multifunkénich nanovlakennych
systémd, které budou schopny cilené plsobit proti Sirokému spektru vaginalnich infekci a zaroven

zachovat vysokou biokompatibilitu.
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