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ABSTRAKT

Diplomova praca je zamerand na Studium vlakennych koznych krytov pripravenych metdédou
elektrospinningu z prirodnych biopolymérov. Do krytov boli pridané 3 ucinné zlozky:
ampicilin, ibuprofén a kolagenaza, ktoré maji za ulohu tlmit’ bolest’, znizit’ riziko infekcie
a selektivne odstranit’ nekrotické tkanivo v rane.

Teoreticka Cast’ popisuje terapeutické kryty aktualne dostupné na trhu a najbeznejSie metody
vyroby nanovlakien.

Experimentalna c¢ast’ vyhodnocuje optimalizaciu pripravy Zelatinovych, alginatovych
a chitosanovych vlakennych krytov, ktoré boli nasledne obohatené aktivnymi latkami a ich
postupné uvol'novanie do modelového prostredia sa stanovilo spektrofotometricky. Sledovali
sa antimikrobialne G¢inky vo¢i kmenom E. coli, S. epidermidis a antimykoticka aktivita vo¢i
kvasinke C. glabrata. Na zaver pomocou dvoch testov cytotoxicity na bunkovej linie l'udskych
keratinocytov HaCaT potvrdila bezpecnost’ pripravenych produktov, ktoré v budiucnosti moézu

sluzit’ ako bioaktivne kozné kryty.

KLUCOVE SLOVA

kozné rany, kozné kryty ran, nanovlakenné kryty, alginat, chitosan, Zelatina, analgetikum,

antibiotikum, enzymy, cytotoxicita, test viability, keratinocyty



ABSTRACT

The diploma thesis is focused on the study of fibrous wound dressings prepared by
electrospinning method from natural biopolymers. Three active ingredients were added to the
dressings: ampicillin, ibuprofen and collagenase, which are responsible for relieving pain,
reducing the risk of infection and selectively removing necrotic tissue in the wound.

The theoretical part describes the therapeutic dressings currently available on the market and
the most common methods of nanofiber production.

The experimental part evaluates the optimization of the preparation of gelatin, alginate and
chitosan fibrous wound dressings, which were subsequently enriched with active substances
and their gradual release into the model environment was determined spectrophotometrically.
Antimicrobial effects against E.coli and S. epidermidis strains andantifungal activity against C.
glabrata yeast were monitored.

Finally, two cytotoxicity tests on the human keratinocyte cell line HaCaT confirmed the safety

of the prepared products, which can serve as bioactive skin dressings in the future.

KEYWORDS

skin wounds, skin wound dressings, nanofiber dressings, alginate, chitosan, gelatin, analgesic,
antibiotic, enzymes, cytotoxicity, viability assay, keratinocytes
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1. UVOD

Prichod nanotechnolégii rozputal obrovské vyhliadky pre rozvoj novych produktov
a aplikacii pre Siroky okruh priemyselnych odvetvi ako aj pre farmaciu, medicinu ¢i kozmetiku.
Dnesna technoldgia umoznuje pripravu nano alebo mikrovlakennych materidlov, ktoré
napodobiiuju vlakennu Struktiru extracelularnej matrix. Vyskyt nehojacich sa ran ma dnes
stupajlicu tendenciu a preto vyznamnu tlohu zohréva vyuzivanie inovativnych pristupov, ako
je napriklad inkorporécia aktivnych latok do krytov ran. Pri nehojacich ranach sa stretdvame
s tym, ze tkanivo na povrchu koznej 1ézie je kontaminované a je potrebné odstranit’ baktérie
a staré bunky zo spodiny rany, ktoré zabraiiuju hojeniu na okrajoch defektu a su zdrojom
zapalu. Tu je priestor pre pouzitie modernych krytov a obvézovych materialov, ktoré obsahuju
Sirokospektralne antibakterialne latky, enzymy alebo iné terapeutika, pricom aktivne latky su
uvolnované postupne do rany. Nanovlakenné kryty by mali zabranit’ prieniku baktérii vd’aka
malej velkosti porov a zaroven ich velky merny povrch by mal podporit’ proces vlhkého
hojenia. Zamerom diplomovej prace je pripravit kozné kryty, ktorymi podporime proces
hojenia tak, aby prebiehalo v ¢o najkratSom moznom ¢ase a S ¢o najlepsimi kvalitativnymi

vysledkami.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Anatomia koze (cutis)

Koza je zlozity, samoobnovujuci sa organ, ktory je naSou primarnou obrannou bariérou
proti hrozbam, ktoré moéze organizmus stretnat. Koza funguje ako biofyzikalne rozhranie
medzi vnitornym a vonkajs$im prostredim l'udského tela. U dospelych l'udi predstavuje az 16%
celkovej telesnej hmotnosti a pokryva plochu asi 1,6 m? [1], [2]. Poskytuje $trukturalnu
integritu a pruznost, umoziuje selektivhu absorpciu, ukladanie antioxidantov, riadi
termoregulaciu prostrednictvom privodu krvi do koze a potenia atiez mdze stimulovat
regeneraciu pokozky pri poraneni. Cim je Glovek mladsi, tym ju ma viac zvlnendl a tym
dochadza k lepsej vyzive koze. Vzhl'adom na tato skutocnost’ a illohu pokozky ako hlavnu liniu
obrany proti vonkajSiemu prostrediu je zrejmé, ze akakol'vek vyznamna zmena mechanickych
vlastnosti, ktord by mohla narusit’ Strukturdlnu integritu a bariérova funkciu, ma potencial
spdsobit’ vazne zdravotné problémy [2]. DoleZitost’ koze ako bariéry ilustruje imrtnost’ spojena
s popaleninami na velkej ploche, kde zvysena transepidermalna strata vody (TEWL) vrcholi
dehydrataciou, zlyhanim oblic¢iek a Sokom. Koza sa sklada z troch vrstiev: epidermis, dermis

a hypodermis, ktoré sa vSetky vyrazne liSia svojou anatomiou a funkciou [3].

2.1.1 Pokozka (epidermis)

Pokozka je definovanad ako vrstveny dlazdicovy epitel, ktory primarne obsahuje
keratinocyty v progresivnych $tadiach diferenciacie. Obsahuje 5 az 12 vrstiev buniek na sebe.
Hrubka epidermy sa pohybuje od 0,05 mm na o¢nych vieckach do 0,8 mm na chodidlach
a dlaniach [4]. Keratinocyty tvoria asi 95% populacie epidermalnych buniek. Keratinocyty
produkuju protein keratin a si hlavnymi stavebnymi bunkami epidermy. Dal§imi bunkami

st melanocyty, langerhansove bunky a merkelove bunky [2], [4], [5].

Melanocyty su zodpovedné za pigmentaciu koze. V Specializovanych organeldch sa
syntetizuje tmavo hnedy pigment melanin (melanozémy). Jeden melanocyt zasobuje priemerne
36 keratinocytov. Melanin okrem iného absorbuje UV Ziarenie a chrani tym mitoticky aktivne
bunky bazalnej vrsty pred Skodlivym uc¢inkom slne¢ného Ziarenia na jej geném. Langerhansove
bunky st dendritické bunky epidermy a niektorych sliznic (napr. vagina, konecnik). St to
antigén prezentujuce bunky (z angl. antigen presenting cell) imunitného systému v kozi. Su
rovnomerne rozlozené medzi keratinocytmi (priblizne 500 buniek/mm?) [6]. Epiderma
je avaskularna (neobsahuje ziadne krvné cievy), ateda je Uplne zavisla na dodavani Zivin

a likvidacii odpadu cez bazilnu membranu. V medzibunkovych $trbinach stratum corneum
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sa nachadzaju polarne lipidy, ceramidy (Obrazok 1, zIta oblast’). Podkladom difiiznej bariéry

je predovsetkym spojenie pomocou lipidov [4], [5].

S

S 7

HD Kol 11l
b Nl

Obrdzok 1: Vrstvy epidermis [6]

Obrazok 1 ilustruje epidermu tvare (zvdésenie 645x) a vlavo je jej zjednoduSena schéma.
Epiderma vytvara niekolko vrstiev, ktoré predstavuju rozne S$tadia keratinizacie, Cize
diferenciacie buniek. V najvrchnejSej vrstve stratum corneum (C) sa nachadzaju uplne
zrohovatené bezjadrové keratinocyty, d’alej st to vrstvy stratum granulosum (G), stratum
spinosum (S) a stratum basale (B). Tato vrstva je napriklad zodpovedna za vznik keratinocytov.
Na obrazku tiez vidime langerhansovu bunku (L), melanocyt (M), dezmozém (D). Sipky v M,
ukazuji smer transportu dozrievajucich melanozémov. Tieto bunky sa potom vylucuju z koze

procesom nazyvany deskvamacia, ktory trva priblizne 28 dni [5].

Zatial ¢o iné suchozemské zvierata, ako napriklad hmyz, sa prisposobili pomocou kutikuly,
u cicavcov sa vyvinula jedine¢na a pruzna vrstva nazyvana stratum corneum. Produkty stratum
corneum, vratane volnych mastnych kyselin, polarnych lipidov a glykosfingolipidov,
sa hromadia v medzibunkovych priestoroch a rohovej vrstve, vykazujii antimikrobidlne

vlastnosti a funguju ako prva linia obrany. [1], [2], [4].
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2.1.2 Zamsa (corium)

Zamsa je suvisla vizivova vrstva ulozena pod pokozkou. Jej hrubka je 15 az 40 krat vacsia
ako hrubka pokozky. Ma vyznamnu tulohu pri hojeni ran. Je tvorena hlavne z vlakien kolagénu
a elastinu, ktoré zabezpecuju pruznost’ a hydrataciu pokozky [7]. Molekula kolagénu je zlozena
z troch prepletenych retazcov zakompovanych do vody, preto sa kladie velky doraz na pitny
rezim. Obsah vody je teda urcujuci pre turgor koze [6]. Nachddza sa tu aj mald cast
hyaluronanu. Primarnym typom buniek v zamsi je fibroblast, ktory produkuje extracelularne
Strukturdlne proteiny, glykozaminoglykany, kolagénové a elastinové vlakna. Rovnako sa tu
nachadzaju krvné cievy, lymfatické uzliny, potné zl'azy a nervy [2], [5]. Zo zamSe vyrastaji

vlasy, chlpy a nechty [8].

2.1.3 PodkozZné vizivo (tela subcutanea)
Je to najhlbsia vrstva koze a obsahuje tukové bunky, ktoré mézu vytvorit’ tukové vankusiky.
Obsahuje potné zlazy, vlasové cibulky, tepny, zily, lymfatické cievy a nervové vlakna, ktoré

su v jej vrchnej Casti [9].

2.1.4 Antimikrobialne latky koze

Povrch koze, ktory je neustdle vystaveny vplyvom latok produkovanych mikrébmi,
je chraneny réznymi antibakterialnimi latkami. Tieto latky produkuju keratinocyty a potné
Zlazy. Ide napriklad o psoriazin, dermicidin ¢i lyzozym. Tieto antimikrobialne peptidy
st neoddelitel'nou sticastou vrodeného imunitného systému. Dermicidin (DCD) je napriklad
konstitutivne exprimovany v potnych zl'azach ¢loveka, psoriazin (S100A7) zas v l'udskom
jazyku [10], [11]. Okrem toho mézu keratinocyty produkovat’ po poraneni koze celi radu
cytokinov spdsobujlicich zapal, ktory prilaka bunky imunitného systému [5]. Cytokiny st malé

proteinové signalne molekuly a indukuja pohyb, diferenciaciu a apoptoézu [11].

2.1.5 Transport aktivnej latky cez koZu

Vyhody transdermalneho podavania st najmé v tom, ze narozdiel peroralnemu podavaniu
obchadza gastrointestindlny trakt, o nasledne vedie k zvySeniu biologickej dostupnosti a tiez
zniZzeniu potrebnej davky co nésledne znizuje neziaduce UuCinky. Néplast' alebo kryt
je jednoduchy v jeho aplikacii a oproti injekénému podaniu je zna¢nou vyhodou neinvazivnost’
[12].

Prienik chemickych latok prebicha bud’ adsorpciou a teda sa latka viaze v najvrchnejsej
rohovej vrstve aje aj sodlupujicimi bunkami odstranena ateda sanedostava do hlbsich

Struktar koze ani do systémovej cirkulacie. Druhou moznost'ou je absorpcia, kedy sa latka
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dostava do hlbsich struktur pokozky a to vd’aka kontaktu medzibunkového tkanivového moku

a ciev. Absorpcia sa d’alej rozdel'uje na:

e Penetraciu — vstup latky do stratum corneum

e Resorpciu — vstup latky do koznych lymfatickych alebo krvnych ciev

e Permeaciu — prestup latky do d’al$ej, Struktirne odlisnej vrstvy koze [13]
2.2 Kozné rany a ich klasifikacia

Ranu definujeme ako naruSenie anatomickej integrity koze [14]. Podla etidlogie delime
rany na mechanické (resp. traumatické), termické, chemické aradiaéné. Ak su okraje rany
prilozené k sebe napriklad chirurgickou suturou ahoja sa prerastanim okrajov jedna
sa 0 hojenie per primam. Pri komplikovanej reparacii tkaniva (vyskyt tekutiny alebo hnisu
vrane) sa tkanivovy defekt hoji mnozenim granula¢ného tkaniva az pokial’ nie je uplne
zaceleny, hovorime vtedy 0 hojeni per secundam. Podl’a priebehu hojenia delime rany n akutne
a chronické. Termin chronickej rany v minulosti zdorazioval iba ¢asova prognozu, ¢ize rana
nepreukazovala adekvatne znamky hojenia po dobu 6 az 8 tyzdinov. Dnes Europska asociacia
spolo¢nosti hojenia ran (EWMA) zaviedla termin non-healing wound, ¢ize nehojaca sa rana
[15], [16] kde st hlavné pri¢iny vzniku ran cievna nedostatocnost’, diabetes mellitus a lokalny

tlak na tkaniva.
Vseobecne je mozné nehojace (chronické) rany rozdelit’ do troch typov:

e Dekubity: Dekubity alebo aj preleZzaniny sa zvycajne vyskytujii u jedincov, ktori
st priputani na 16zko alebo majii obmedzent pohyblivost. Podl'a druhu a intenzity
je stupent poskodenia klasifikovany od zacervenania (erytém), povrchovej rany
az po rozsiahlu destrukciu tkaniv, ktora moze siahat’ az ku kosti [11].

e Arteridlne a vendzne vredy: Arterialne vredy (ulcus cruris arteriosum) su lokalizované
na plochach vystavovanych menSim traumdm ako je prednd hrana tibie alebo distalne
¢lanky prstov. Nekroza v celej hribke koZze postihuje podkozné tkanivo, ligament ale aj
kosti. Vel'mi ¢astou lokalizaciou vendzneho vredu (ulcus cruris venosum) je distalne
predkolenie. Spodina rany je obvykle tvorend hypergranuldciami s fibrinovym
povlakom. Venozne vredy st v porovnani s arteridlnymi viac plytké, menej bolestivé
[12], [16].

e Diabetické vredy: Do tejto skupiny patria vredy dolnych koncatin u pacientov

s cukrovkou. Délezitym patofyziologickym parametrom je diabeticka porucha hojenia
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ran. V dosledku toho patogény ranu kolonizuji a infikuji. Typickym patogénom
je Staphylococcus aureus, ktory ak sa nelie¢i moze sposobit’ osteomyelitidu [17].
2.2.1 Proces hojenia rany
Hojenie ran je jednym z najkomplexnejsich procesov v l'udskom tele. Objavili sa tiez objavy
vzéacnych podskupin kmenovych buniek v kozi, ktoré si v neposkodenom stave unipotentné,
ale po poraneni pokozky sa stavaju multipotentnymi [18]. Fazy hojenia delime na exsudativnii
(zapalovu), prolifera¢nu a diferencia¢nu fazu . Prva faza za fyziologickych podmienok trva asi
3 dni ajej cielom je vytvorit akutnu zapalovi odpoved. Dilataciou ciev a zvySenim
permeability kapilar dochddza k zosilneniu exsudacii krvnej plazmy do intersticia. Tymto
sa podpori migracia leukocytov, neutrofilnich granulocytov a makrofdgov do oblasti rany.
Prostrednictvom tvorby hyaluronanovych a kolagénovych depozit v matrixe sa vytvori
granula¢né tkanivo a nasleduje epitelizacia tkaniva. Kone¢na faza je ukoncena tvorbou jazvy

a remodelaciou matrixu [11], [20].

Zapal mozu vyvolat mechanické faktory (odreniny, porezanie), fyzikalne faktory
(popélenie), chemické faktory (poleptanie), biologické faktory (baktérie, virusy) alebo nutri¢né
faktory (hypoxia). Ulohou zapalu je likvidacia, zriedenie §kodliviny z daného tkaniva, pripadne
aspon jeho ohranicenie. Odpoved’ organizmu je bud’ lokalna alebo systémova. Chemotaktické
faktory (chemotaxiny) su latky, ktoré do miesta, kde sa rozvijal zapal lakaju neutrofily,
makrofagy alebo T-lymfocyty. Tieto imunitné bunky maji dostato¢ny ,,arzenal®, ktorymi
su schopné usmrtit’ baktérie ainé mikroorganizmy, ktoré infikovali poranené tkanivo.
Neutrofily, ktoré ,,vystriel'ali* svoje antimikrobne strely podl'ahnt naprogramovanej bunkove;
smrti (apoptoze) [19], [20]. Neaktivne neutrofily si v cirkulacii priblizne 6-7 hodin. Hnis

obsahuje zivé alebo odumreté neutrofily a usmrtené baktérie [21].

Prave dostato¢né mnozstvo makrofagov zohrava rozhodujici vyznam pre d’al§i postup
hojenia. V priebehu druhej fazy prevazuje proliferacia buniek a to s ciel'om vytvorit' nové cievy
a vyplnit' defekt granulacnym tkanivom. Zrazenina a okolité tkanivo uvolnuju prozapalové
cytokiny a rastové faktory, ako je transformacny rastovy faktor (TGF) —f, rastovy faktor
odvodeny z krvnych dosticiek (PDGF), fibroblastovy rastovy faktor (FGF) a epidermalny
rastovy faktor (EGF). [17], [22], [23]. Jednotlivé fazy hojenia si zhrnuté v nasledujuce;j
tabul’ke:
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Tabulka 1: Jednotlive fazy hojenia ran [24]

Faza:

Hemostaza

Zapal

Proliferacia

Prestavba

Bunkovy dej:
vazokonstrikcia

agregacia krvnych dosti¢iek, degranulécia a tvorba fibrinu
(trombus)

infiltracia neutrofilov a diferencidcia na makrofagy
infiltracia lymfocytov

reepitelizéca

angiogenéza

syntéza kolagénu

tvorba extracelularnej matrix (ECM)

prestavba kolagénu

vytvaranie novych krvnych ciev
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3. SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY
3.1 Terapeutické kozné kryty

Starostlivost’ o rany predstavuje pre zdravotnicke sluzby enormné bremeno, pokial’ ide
0 néklady na obvézy, oSetrovatel'skt starostlivost’ a chirurgické zadkroky. Rana predstavuje
pre mikroorganizmy potencialne ,,idedlne* prostredie, v ktorom moze rast’ a delit’ sa, pretoze
ma idealnu teplotu a vlhkost’ [16]. Dnes je uz standardom u nehojacich ran vlhké atraumaticka
liecba. Ak dojde ku vyschnutiu rany, vytvori sa eschara z fibrinu a odumretych neutrofilov,
vtedy si musia keratinocyty ,,prerazit* cestu pomocou protedz a enzymov [10]. Vlhka terapia
podporuje Cistenie rany, posobi analgeticky, nelepi sa na ranu a minimalizuje zapach. Idealny
kryt by mal byt biokompatibilny, mal by tiez zadrziavat’ vlhkost’, prepustat’ plyny no zaroven
tvorit’ bariéru proti mikroorganizmom. Nanovldknity material ma nakolko jemnu Struktaru,
Ze nim neprejda baktérie ani virusy, molekuly kyslika vSak vel'mi dobre preptsta, ¢o je jeho

vel’ka vyhoda oproti klasickym obvdzovym materialom [25].

Dalej by mal absorbovat prebytony exsudat a rozpustit' nekrotické tkanivo a fibrin.
Dolezité je tiez aby podporoval tvorbu granulaéného tkaniva na urychlenie delenia, proces
reepitelizacie a migracie keratinocytov [26], [27]. Mnoh¢ kryty su vytvorené tak, Ze ochraiuju
spodinu rany tym, ze udrzuju vlhké prostredie na povrchu a zaroven ich kontaktna vrstva
je obsiahnuta latkami, ktoré pri vymene krytu znizia traumatizaciu a poskodenie

novovznikajuceho epitelu na minimum [10], [27].

Kryty ran moZeme rozdelit’ na primarne a sekundarne. Primarne krytie sliZi na tesnenie
a je deli sa na adherentné, neadherentné a na terapeutické krytie. Sekundarne krytie fixuje

primarne a absorbuje prebyto¢ny exsudat z rany [28].

NajefektivnejSie kozné kryty v praxi st najma polymérové filmy, peny, hydrogély, alginaty,
hydrokoloidy, kryty s kyselinou hyaluréonovou alebo s aktivnym uhlim a striebrom. Kozné
kryty na baze polymerného filmu a peny su rozsirené hlavne kvoli ich schopnosti napodobnit’
fyziologické prostredie ECM. Pouzitie krytov pri hojeni ran je obmedzené ich Specifickymi
vlastnost'ami. Napriklad filmy a hydrokoloidy maju zIi priepustnost’ pre mikroorganizmy
avodu. Alginaty sa pouzivaji vo vécsSine pripadov iba pre prvy stupein hojenia ran. Vyssie
uvedené Kryty sa vacSinou pouzivaju na rézne stupne traumy alebo vSeobecne na chirurgické
rany [29]. Nové techniky liecby ran zahinaju rastové faktory, perspektivne kmenové bunky
a génovu terapiu. Medzi bioaktivne krytia dostupné u nas patria inhibitory patologicky zvySenej

aktivity matrixmetaloproteindz ako napriklad Promogran, DermaX alebo Traumacel Biodress.
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Dal$ou technikou v lie¢be chronickych ulceracii je aplikacia koznej substitucie, ktora bola
vyrobena metddou tkanivového inzinierstva a obsahuje zivé bunky ako fibroblasty a
keratinocyty. Novym biologickym krytom dostupnym na nasom trhu je Xe-Derma. Jedna sa o
sterilny biokompatibilny kryt vyrobeny z prasa¢ich xenotransplantatov odstranenim epidermis
a ostatnych buniek [30]. Priklad lieCivého ucinku krytu Xe-Derma v porovnani
s antibakterialnym krémom Flammazine u pacienta spaleného parou aceténu (hlboké dermélne
popalenie) ilustruje Obrazok 2. Na 9 den sa oblast’ pod krytom Xe-Derma uzdravila, zatial’

¢o oblast’ pod Flamazinom sa nezhojila az do 18. dna [31].

Obrazok 2: Porovnanie krytu Xe-Derma s antibakterialnym krémom Flammazine [31]

3.1.1 Hydrogély

Hydrogélové krytia (napr. Hydrosorb, Suprasorb) su prirodné alebo syntetické zosietované
polyméry s obsahom vody nad 90 %. Trojrozmerné polymérne gély maji hydrofilnti porovita
Struktaru, ktora umoznuje vysoky stupein absorpcie vody [27], [32]. Su teda schopné
rehydratovat’ suché tkanivo a zaroven na druhej strane absorbovat’ sekrét exsudujucich ran [32].
Hydrogélové krytia st typom pokro&ilého materialu, spiiiajtci vlastnosti idealneho moderného
obvdzu na rany. Nové trendy smeruji viac k prirodnym polymérnym materidlom, ktoré
st obnovitel'né, lacné, 'ahko spracovatelné a okrem fyzikalnych vlastnosti st aj biologicky
u¢inné, predovsetkym v zmysle hojenia rany alebo antibakterialnych vlastnosti. Ak sa do
hydrogélového krytia pridaju aj biologicky ucinné latky, je mozné obsiahnut’ celii oblast’
aplikacie hojenie ran od akutnych aZ po chronické rany [33]. Na Obrazok 3 vidime aplikaciu

hydrogélového krytia, ktoré poskytuje cielent antibakterialnu ochranu v mieste vpichu.
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Obrazok 3: Aplikacia hydrogélového krytia Tegaderm i.v. [34]

3.1.2 Hydrokoloidy

Hydrokoloidné krytia (napr. Granuflex, Comfeel Plus, Hydrocoll) patria historicky medzi
najstarSie druhy obvidzov, ktoré vytvaraju vlhké prostredie. VonkajSiu vrstvu tvori pre vodu
nepriepustnd penova polyuretanova hmota. Vnutorna vrstva je zase absorpéna a obsahuje
polymérovy komplex Zelatiny, pektinu a karboxymetylcelul6zy. Hydrokoloidné krytie reaguje
so sekrétom rany a vytvara tak gélovu hmotu, ktora zaistuje priaznivé prostredie pre hojenie
rany s vlhkostou okolo 90 %. Podl'a intenzity sekrécie, moze byt kryt ponechany na rane
aztyzden. Krytie zhydrovldken (napr. Aquacel, Aquacel Ag) je novSou formou
hydrokoloidného krytia. Hydrovldkna st vyrobené zo 100 % hydrokoloidu. Vzhl'adom k tomu,
ze ich absorpéna kapacita je znacne vysoka (vysSSia ako u alginatov), mdézu byt na rane

ponechané dlhsie nez iné absorpcéné krytia [32].

3.2 Nanovlikna

Ceska republika je svetovym lidrom vo vyskume, vyvoji a priemyselnej vyrobe
nanovlakien. V roku 2004 vyvinul tim profesora O. Jirsdka na Technickej univerzite v Liberci
prvy stroj na priemyselni vyrobu nanovldkien na svete, ktory je zaloZzeny na jedinecnej
patentovanej technologii Nanospider™ (Obrazok 4) a bol vyvinuty v spolupraci

so spolo¢nostou Elmarco, ktora je ich jedinym vyrobcom a tieto stroje neustdle vyvija

a zdokonal'uje [35].
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Obrazok 4: Vyroba nanovldkien technologiou Nanospider [36]

Medzi najpouzivanejsie metody vyroby nanovlakien patri:

e fitkanie taveniny e elektrospinning e hydrotermdlne metéda

e forcespinning e fdzovd separdcia e dizenie viikna

3.2.1 Zelatinové vlikna

Zelatina je podla Geského liekopisu opisovand ako Cistena bielkovina ziskana z
zivociSneho kolagénu a to bud’ ¢iastocnou kyslou alebo alkalickou hydrolyzou [37]. Pouziva sa
v potravinarskom a farmaceutickom priemysle ako stabilizator (jogurt), zahust'ovadlo (dzem),
vd’aka svojim povrchovo aktivnym vlastnostiam ako penidlo, emulgator alebo aj zmécadlo.
Zelatina patrila k prvym vhodnym komerénym surovindm, ktoré slizili ako konzerva¢na latka
pre mésové vyrobky. Svoje vyuzitie ma najma pri obaleni kapsul liekov a vyzivovych doplnkov
alebo tiez aj ako pomocna latka pri vyrobe vakcin proti osypkam, besnote, zaskrtu a tetanu.
Vzhl'adom k jej biokompatibilite a biologickej odburatel'nosti sa Zelatina Casto vyuziva pre
nosice lieciv alebo taktiez ako substrat bunkovej kultiry v roznych formach a to aj vo forme
elektrostaticky zvlaknovanych nanovlakien. Potrebnym krokom je zosietovanie Zelatinovych

molekul, aby sa zabranilo jej rozpusteniu vo vodnych roztokoch [38], [39]
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Obrazok 5: Struktira Zelatinového polypeptidu [40]

Submikrometrické a nanometrové zelatinové vlaknité matrice simulujuce Struktaru ECM
ludskych tkaniv a orgédnov a nasli Siroké vyuzitie v oblasti tkanivového inzinierstva
(regeneracia kosti, inzinierstvo nervového tkaniva, srdcového tkaniva, distribucia lieiv).
Pre ucely hojenia ran, je Zelatina vyuzivana vo forme Spongie s epidermalnym rastovym
faktorom (EGF). Tento proces popisuje S§tidia polymérneho dvojvrstvového obvizu
obsahujiceho mikrosféru nabitt EGF. Vysledok ich experimentu viedol k vysledku,
ze Zelatinové Spongie mali podstatny vplyv na zmenSenie plochy rany, ako aj na odstranenie

histologickych znakov poskodenia tkaniva na ranach kralicej koze [41].

3.2.2 Alginatové vlakna

Alginat patri medzi linedrne polysacharidy a jeho Struktira je tvorend z f-D-manurénovej
kyseliny (M) a a-L-glukurénovej kyseliny (G), ktoré tvoria bloky opakujucich sa zvyskov.
Zlozenie a postupnost’ zvySkov G a M zavisi od typu prirodnych zdrojov pouzitych na extrakciu
polysacharidu. Pokial’ st vapnikové kationy sucast'ou disperzie alginatu sodného mozno ziskat’
gél. Prednostne sa viazu na poly—glukurénové jednotky rovinnym dvoj—dimenzionalnym

sposobom, vytvara sa tak Struktira zvana ,, egg-box “ [42].
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Obrdzok 6: a) Struktiura alginatu b) model,, egg-box *“ predstavujiiceho interakciu medzi
kationmi vapnika a atomami kyslika kyseliny glukuronovej [42]

Tento polymér vo vode tvori nerozpustné vlakno a pri kontakte s ranou dochadza k vymene
vapnikovych i6nov s i6nmi sodika, vlakno z alginatu vapenatého sa pomaly meni na vladkno
alginatu sodného, pritom absorbuje velké mnozstvo exsudatov. Tato premena na gélovita
formu pomaha udrziavat’ vlhké rozhranie na povrchu rany [43]. Sucasné Studie navySe
preukdzali, ze hydrogély algindtu vapenatého mozu zvysovat zrazanie krvi uvolfiovanim iénov

vapnika a teda posobia ako hemostatikom [44].

Hlavny faktor, ktory obmedzuje elektrostatické zvlakiiovanie vodného roztoku alginatu
sodného je vysoké povrchové napitie. Na rieSenie tohto problému sa pridava k roztoku nenabity
synteticky polymér (napr. PEO a PVA), ktory ovplyvni vodikové vizby vytvorené medzi
alginatom a tymito polymérmi. Tiez znizuji odpudivu silu medzi polyanionovymi molekulami
a ulahcuju zapletenie retazca. Polyetylénoxid je vo vode rozpustny, biologicky odbtratel'ny
biopolymér, ktory vd’aka svojej nizkej toxicite naSiel vyuzitie v mnohych biomedicinskych
aplikaciach [45]. Tato latka schvalena tradom pre kontrolu potravin a lie¢iv. Hladké
a homogénne vldkna s distribiciou Gzkych priemerov vlakien sa napriklad ziskali pri 5%

koncentracii s pomerom alginatu sodného a PEO 1:1 [46].

Dalsi polymér, ktory by mohol byt pridavany k roztoku je PEG, ktory ma rovnaka $truktiru
ako PEO, ale rozdielnu molekulovi hmotnost. PEG dosahuje molekulovii hmotnostou iba
do 20 000 g/mol. Potvrdilo sa, Ze dizka retazca nosného polyméru zohrava délezita wlohu
pri elektrostatickom zvlaknovani biopolyméru a zatial’ ¢o PEO vykazuje dobré vysledky, PEG
nie je efektivnym nosnym polymérom pre alginat vo viacerych studiach. Mnozstvo alginatu
V zmesi moze byt zvySené pridanim malého mnozZstva latky Triton X-100, ktory sposobi,
ze povrchové napdtie polymérnej zmesi poklesne na 29 mN/m, ¢o pravdepodobne prispieva
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k morfologickému prechodu z gul6ckovych vlakien narovnomerné vlakna. Vyuzitie
nanovlakien na baze alginatu v biomedicine je podmienené necytotoxicitou materialov, preto
bol Triton X-100 nahradeny latkou Pluronic F127 schvalenou uradom pre krontrolu lie¢iv [45],
[46], [47].

i

Obrazok T: @), b) Snimky SEM nanovlidkien zloZenych z algindatu a PEO (pomer 6:4) bez povrchovo
aktivnej latky, c),d) s povrchovou aktivnou latkou Pluronic F127 (2 hmotn. %) [47]

3.2.3 Chitosanové vlakna

Novy spdsob boja proti bakterialnej infekcii predstavuje chitosan, ktory je biologicky
odburatel'ny, podporuje hojenie ran a mé potvrdené antibakterialne ucinky, ¢o ho robi vhodnym
kandidatom ako vychodiskovy material pre kozné kryty [48]. Chitosan je linearny polysacharid
zlozeny z glukozaminovych a N-acetylglukozaminovych jednotiek spojenych p-1,4
glykozidovymi védzbami [49]. Pravdepodobne najdiskutovanej$i mechanizmus sa tyka zmeny
bunkovej permeability a lyzy bunkovej membrany. Tento efekt je pravdepodobne sposobeny
elektrostatickymi interakciami medzi pozitivne nabitou molekulou chitosanu, ktord ma vol'né
kationové aminoskupiny (mézu byt protonizované) a negativne nabitou bunkovou bakterialnou
membranou. Tato interakcia naruSa normaélne funkcie membrany a nakoniec vedie k smrti
buniek spdsobenim tUniku intracelularnych komponentov a inhibiciou transportu zivin do

buniek [50].
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Obrazok 8: Interakcie vodikovych vizieb medzi molekulou chitosanu a PEO [51]

Na vyrobu nanovlakien sa najéastejSie pouziva rézny hmotnostny pomer zmieSanych
roztokov chitosanu Vv kyseline octovej a PEO v destilovanej vode. Vysledky ukazuju,
ze pridanie PEO je nevyhnutny na umoznenie zvlaknitel'nosti roztoku chitosanu. Zvysovanie
mnozstva PEO v roztokoch malo za néasledok niz8iu viskozitu, zmenu reologickych vlastnosti,

lep$iu zvlaknitel'nost’ roztoku a va¢si priemer vlakien [52].

Na Obrazok 9 si m6zeme vSimnut' podobnost’ v porovitej Struktire ECM a chitosanu, ktora
napomaha K lepsSej adhézii buniek. Vrchna vrstva z chitosanu sluzi ako bariéra pred penetraciu
baktérii ako napr. S. aureus ako aj E. coli. Spodnu vrstvu tvori extracelularna matrix ziskana
z T'udského tukového tkaniva. Chitosanové vldkna sa ziskali elektrostatickym zvlaknovanim
s kyselinou TFA. Na zabudovanie Castic TiO2 na chitosanovy kryt sa nanocastice sonikaciou

dispergovali v destilovanej vode.

(A)

Obrazok 9: pohlad zhora na vrstvu chitosanu zabudovanii do TiO», b) pohl'ad zdola na vrstvu ECM, C)
d), €) bocny pohlad na dvojvrstvu pri mierke 200 um. a 5 um [50]
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3.2.4 Velkovyroba nanovlikien

Vyroba nanovlakien spolo¢nostou Nafigate je zaloZena na principe technologie Nanospider
[35]. Technoloégia umoziuje zvlaknovat nielen z kvapky polyméru prechadzajuceho tryskou
do elektrického pol'a, ale z celej tenkej vrstvy roztoku polyméru. Jednou z vyhod tejto metody
je, ze sa pouziva malé mnozstvo stale Cerstvého roztoku, Co je predpokladom pre udrzanie

konstantnych parametrov vystupného materialu pri dlhodobej vyrobe [53].

Princip vyroby je zalozeny na tom, Ze sa polymérny roztok prenesie do vanicky, v ktorej
sa otaca kovovy valCek pripojeny na zdroj vysokého napétia (Obrazok 10). Na valceku tak
vznika tenky film z polymérneho roztoku, z ktorého sa vd’aka elektrostatickym silam vyt'ahuja
desiatky az stovky vlakien. Medzitym sa vlakno stenéuje a rozpustadlo sa odpari. Nanovlakna
sa ukladaju na podkladovy material z r6znych druhov netkanych textilii alebo aj tkaniny [54],
[55].

podporny
material —»

rotujuci valec

polymérny
roztok

Obrazok 10: Schéma nastavenia elektrostatického zvidkiovania Nanospider [54]

3.2.5 Priprava krytov pomocou elektrospinningu

Elektrostatické zvlakiiovanie je jednoduchd a ndkladovo efektivna stratégia na vyrobu
nanovlakien [43]. Je to metdda na generovanie vlakien formovanim pridu z nabitého polyméru
alebo nepolymérneho systému pod elektrickym polom (Obrazok 11) [55]. Elektrostatické
zvlaknovanie je teda jedine¢ny pristup vyuzivajuci elektrostatické sily na vyrobu ultratenkych
vlakien [56]. Priemer elektrostaticky zvlaknovanych vlakien sa pohybuje v rozsahu od 100 nm
do 500 nm. Aparatura pouzivana pre metoédu elektrospinningu pozostava z elektrického zdroja
s kladnou alebo zapornou polaritou, injekénej pumpy s kapilarami alebo hadi¢kami

na prenasanie roztoku zo striekacky alebo pipety do zvlaknovacej trysky, a vodivého kolektoru
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(hlinik). Po zapnuti zdroja vysokého napétia roztok polyméru, ktory sa zvlakiuje je pretlaceny
cez injeként pumpu a vytvori kvapku polyméru na konci kapildry. Nasledne dochddza
ku predlzovaniu kvapky na $picke ihly do tvaru tayloroveho kuzela. Rozpustadlo je potom
okamzite odparené a nanovlakna sa objavia na kovovom kolektore. Pre konecnu funkciu
nanovlaknovych produktov si rozhodujuce vlastnosti materialu a parametre procesu, napriklad

pomer lieciva k polyméru, viskozita roztoku alebo vodivost’ [43], [56], [57], [58].

polymérny
strickacka roztok ihla

—ialp——/\ /| /1]

vlakna

Obrazok 11: Schéma zapojenia aparatury elektrospinningu [59]

3.2.5.1 Viacvrstvovy kryt

Vicsina elektrostaticky zvlaknovanych Kkrytov z nanovlakien st pripravené ako
jednovrstvové struktary. Tento navrh je vSak menej priaznivy pre efektivne hojenie ran hlavne
kvoli jeho znizenym mechanickym vlastnostiam. Na rieSenie tohto problému a na simuléciu
Struktiry organizovanej vrstvy pokozky bol navrhnuty viacvrstvovy kryt oznaCovany
v literature ako layer-by-layer (LbL). Tento dizajn umoziuje trvalé uvol'ovanie terapeutického
¢inidla a viac sa podoba prirodzenej koznej ECM [60]. Obrazok 12 ilustruje hemostaticky
material, ktory je schopny rychlo zastavit' krvacanie z rany. Je vytvoreny z karboxymetyl-
chitosanu (CMC), Zelatiny a alginatu na povrchu bavinenej gazy jednoduchym procesom vrstva

po vrstve (LbL).
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Obrdzok 12: Schematicky diagram procesu pripravy kompozitného obvizu [61]

Metdda vrstvy po vrstve je zalozend na adhézii pozitivne a negativne nabitych

makromolekul na povrch zakladného materidlu. Na vytvorenie vrstiev sa pouzije zavedenie

protichodne nabitych molekul.

Vyhodou tejto metody je, Ze pridané vrstvy funkénych molekul je mozné zvolit' bud’

na vylepsenie jednej vlastnosti, alebo na zavedenie viacerych vlastnosti.

Nanovlakno 1. vrstva 2. vrstva

1. roztok 2. roztok

Obrdazok 13: Funkcionalizdcia elektrostaticky zvldkinovanych vidkien upravou vrstvy po vrstve [62]
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3.2.6 Priprava krytov pomocou forcespinningu

Forcespinning je technolédgia, ktora vyuziva odstrediva silu na vyrobu nanovlakien
z roznych materialov. Vyhodou tejto techniky je, Ze vysledna rychlost’ vyroby za jednotku ¢asu
je asi stokrat vyssia, nez pri procese elektrostatického zvlakinovania [63]. Zaklad tejto techniky
tvori valec svelkym polomerom a zaroven malou vySkou, ktory je naplneny roztokom
pozadovaného materidlu, ktory chceme zvlaknovat’. V strede valca je umiestnena ty¢, ktora
sa otaca (rotor). Odstrediva sila pohana roztok do trysky anasledne sa tak vlakno zachyti
na kolektorovych ty¢iach [64].

kolektor

/ : \ vlakna

zvlaknovacia
tryska

prad kvapaliny

jednosmerny (DC) motor
Obrazok 14: Metéda odstredivého zvldknovania [65]

3.3 Nové pristupy V topickej lie€be ran

Vdaka vedeckému a klinickému vyskumu su kozné kryty Coraz viac funkcionalizované
a zamerané na cielent liecbu pomocou postupne uvolfiujicich enzymov, analgetik, antibiotik
¢i rastovych faktorov [66]. Enzymaticky debridement stale patri medzi najdolezitejSie
terapeutické pristupy k zniZovaniu bakterialnej zataze. Enzym poOsobi na hlboké popaleniny

ako aj chronické rany vysoko selektivne a rozpust'a tak len devitalizované tkanivo [67], [11].

3.3.1 Enzymy

Enzymaticky debridement je lokalna liecba, pri ktorej sa pouzivaju prirodzene
sa vyskytujuce proteolytické enzymy alebo proteinazy, ktoré sa aplikuji priamo na povrch
rany. Enzymaticka liecba nie je vhodna, ak je pritomnad postupujica nekréza. Patria sem

kolagenazy, fibrinolyziny a proteolytické enzymy ako st trypsin, bromelain, papain,
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¢i kombindcia streptokinaza—streptodornaza a subtilizin. Bromelain sa nanasa ako krém (35 %
bromelainu v lipidovej baze) a zvycCajne na relativne kratke obdobia (4 hod.). Mala klinicka
Studia ukazala, ze bromelain je debridement, ktory neposkodzuje okolité zdravé tkanivo a nema
ziadne vyznamné nepriaznivé UcCinky. Pripravky s obsahom papain—mocoviny sa klinicky
pouzivaji uz celé desatrocia a najma pri dekubitoch. Dostupna literatura ukazuje, ze tieto
debridementné systémy st pri spravnom pouziti u¢inné. Papain je neSpecificka cysteinproteaza
pochadzajuca z ovocia Carica papaya a je schopna stiepit’ rozne nekrotické tkanivové substraty
[68].

3.3.1.1 Kolagendza

Enzym kolagenaza je G¢innou a selektivnou metddou na odstranenie nekrotického tkaniva
bez poskodenia granula¢ného tkaniva z dekubitov, vredov predkolenia a popalenin. Kolagenaza
selektivne Stiepi kolagén, ktory spaja devitalizované tkanivo s vitdlnou spodinou rany [11],
[68]. Mikrobialna kolagenaza sa uz pouziva ako mast’ aktivnej zlozky (Iruxol Mono mast)), kde
je bezpecnou a ucinnou volbou na odstrdnenie koznych vredov a popalenin. Pre pripravu
pokroc€ilych bioaktivnych krytov na rany sa pomocou technologie Nanospider bez ihly

pripravuju chitosanové nanovlakna ako nosice pre mikrobialnu kolagenazu [69].

3.3.2 Antibiotika

Antibiotické Kryty mozu tcinne posobit’ na cielové miesta bez poskodenia hostitel'skych
tkaniv a idealne by mali vykazovat’ Sirokospektralnu aktivitu. Izolované baktérie pacientov
s vredom na diabetickej nohe vykazuju Casto rezistenciu na rézne skupiny liekov. Najvyssiu
rezistenciu voc¢i baktériam u pacientov s diabetickym vredom je zaznamenana na peniciliny,
po ktorych nasledujii cefalosporiny. Topické kryty st schopné vyhnit' sa nepriaznivym
uc¢inkom oralne a intravendzne podavanych antiobiotik ako je nauzea, hnacky ¢i bolesti hlavy
[70].

3.3.2.1 Ampicilin

Ampicilin je polosynteticky derivat penicilinu, ktory zarad'ujeme medzi Sirokospektralne
beta-laktamové antibiotikum. Mechanizmus u¢inku je zalozeny na tom, ze inhibuje treti
a posledny stupeni syntézy bakterialnych bunkovych stien [71]. Ampicilin je stabilny proti
hydrolyze roznymi beta—laktamdzami, a preto ho moZno pouZzit' pri Sirokej Skale
grampozitivnych a negativnych baktrérii [72]. Nedavna klinicka S$tadia sa zamerala
na antiobiotikum ampicilin zabudovaného do nanovlaken pomocou elektrospinningu. Uginok

sa hodnotili zénovou inhibiciou proti vybranému kmenu Streptococcus sanguinis [73].
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Obrazok 15: Struktiira ampicilinu a beta-laktamovy kruh [74]

3.3.3 Analgetika

Pacienti s chronickymi ranami vel'mi Casto pocit'uju bolest’ a pre niektorych to byva hlavny
problém nartsajuci kvalitu ich Zivota. Dnes sa pouzivaju rozne lieKy proti bolesti pre pacientov
S chronickymi ranami. Patria sem neopioidné aj opioidné analgetika. Medzi neopioidné
analgetika patria paracetamol, acetaminofén a neselektivne nesteroidné protizapalové lieky
(NSAID). V klinickej stadii 81 % pacientov v prieskume uviedlo, ze pocitovali najvacsiu
bolest’ pri odstranovani obvdzovych krytov. Vyber atraumatickych krytov bol teda
najbeznejSou stratégiou pouzivanou na prevenciu bolesti. V d’alSej $tadii sa hodnotili celkovo
185 pacientov pomocou penovych Krytov ibuprofenu. Primarnym cielom $tudie bola ul'ava
od bolesti pocas 7 dni, ktora sa hodnotila denne pomocou 5 bodovej verbalnej hodnotiacej skaly
(bez Ulavy, mierna ulava, strednd tl'ava, vel'ka tilava a uplna tl'ava) a vykazala vyznamné
znizenie vo vSetkych skalach [66], [75].
3.3.3.1 Ibuprofén

Ibuprofén je derivat propionovej Kyseliny a zarad’'ujeme ho mezdi nesteroidné protizapalové
lie¢ivo s analgetickym aaj antipyretickym u¢inkom. Mechanizmom jeho ucinku
je neselektivna inhibicia cykoloxygenazy, enzymu podiel'ajicom sa na syntéze prostaglandinu
(mediatoru bolesti a horuc¢ky) a inhibicia tromboxanu, enzymu podiel'ajicom sa na zrdZani krvi.
Priznaky predavkovania sa vyskytuju u jedincov, ktori skonzumovali viac ako 99 mg/kg lie¢iva.
Hodnota LDso y ibuprofénu je Sstanovena je 740 mg/kg u mysi [76].

CHy
OH
CHy

H;C

Obradzok 16: Struktiira ibuprofénu [77]
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3.4 Testovanie bezpecnosti

Aby sa zabezpecila ochrana zdravia verejnosti a dodavka vysoko kvalitnych, bezpeénych
a u¢innych liekov pre pacientov, musia byt’ vietky lieky pred uvedenim na trh v EU schvélené.
Europsky systém regulacie liekov je zalozeny na sieti priblizne 50 regulacnych organov z 31
statov EHP (28 ¢lenskych $tatov EU a Island, Lichtenstajnsko a Norsko), Eurdpskej komisie
aagentiry EMA. Stadie pri testovani bezpe¢nosti sa delia na tri smery: skimanie
farmakodynamickych tuc¢inkov a teda mechanizmus ucinku liecCiva, (,,Co robi lieCivo
s organizmom), potom skumanie farmakokinetickych uéinkov ateda ako sa liecivo v tele
po absorbcii distribuuje aeliminuje (,,éo robi organizmus s lie¢ivom*). Potom st to
toxikologické vySetrenia na zabezpecenie toho, aby latka nepredstavovala potencialne riziko

[78], [79].

3.4.1 Predklinické studie

Je to proces, vd’aka ktorému sa vyselektuje molekula, ktora je vhodné pre d’al$i vyskum. Pre
ziskanie informacie o terapeutickom G¢inku sa vyuzivaji animalne modely s danym humannym
ochorenim, izolované organy ako aj bunkové suspenzie, nddorové bunky, aby sme ziskali
dostato¢né mnozstvo informacii o bezpecnosti danej latky predtym ako sa pouzije v klinickej
stadii [80]. Pre vykonavanie humannejSicho vyskumu na zvieratach sa zaviedli pravidla 3R
(replacement, reduction, refinement), ktoré su zakotvené vo vnutro§tatnych a medzinarodnych
pravnych predpisoch a predpisoch o pouzivani zvierat vo vedeckych postupoch. Uplatituje
sa zasada nahradenia zvierat, kedy je potrebné zdovodnit,, preco sa nemdze pouzit’ poéitacovy
model pre sledovanie parametrov z hl'adiska fyziologie ¢loveka. Potom je to redukcia poétu
zvierat, a teda objasnenie toho, ze sa pouZzil minimélny mozny pocet jedincov. Tiez je potrebné
vysvetlit' sposob ako sa minimalizuje stres, utrpenie a bolest’ jedincov pocas vykonavania
vedeckého experimentu [80], [81].

3.4.2 Klinické Studie

Klinické skuSanie lieku (Clinical trial) prebieha na zéklade prisnych pravidiel, podl'a tzv.
protokolu. Pri skiimani nového produktu alebo pristupu nie je zvyCajne zname, ¢i bude
uzitocny, Skodlivy alebo sa neliSi od dostupnych alternativ. Pre potvrdenie ucinnosti
a bezpecnosti lieku ako aj pre poznanie jeho prinosu arizik pri liecbe, ¢i prevencii
je nevyhnutné testovanie bezpecnosti klinickym vyskumom, ktorého sa zacastiuju zdravi
dobrovol’nici ale aj chori pacienti. Dobrovol'nika vacsinou oslovi lekar a ponikne mu ucast’
v takomto klinickom hodnoteni. Centra, ktoré vykonavaji bioekvivalencné stiidie su zamerané

na zdravych dobrovol'nikov. Tieto Stiidie sa pouzivaju u generickych pripravkov na preukazanie
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zhodnych vlastnosti s originalnym liekom. Statny tustav pre kontrolu lie¢iv (SUKL) pravidelne
zverejnuje Narodnu databazu udajov z klinickych skusani a tieto tidaje st sucast'ou databazy

Eurdpske tnie ako EudraCT [82].

3.5 Praca s bunkovymi kultdrami

Bunkovou kultirou sa rozumie udrzovanie alebo rast jednotlivych eukaryotickych buniek in
vitro. Bunkové kultary st vynikajucim modelovym systémom, ktory sa vyuZiva pri vyvoji
liekov avo velkej vyrobe biologickych zlu¢enin (napr. vakcin, terapeutickych proteinov).
Podmienky kultivacie sa liSia podl'a typu bunky, v kultiva¢nej nadobe sa vzdy nachadza
substrat alebo médium, ktoré dodava zakladné ziviny (aminokyseliny, sacharidy, vitaminy,
mineraly), rastové faktory, hormony a plyny (O2, CO2) a reguluje fyziochemické prostredie
(pH, osmoticky tlak, teplota). Bunky sa delia podla toho, ¢i sa ukotvuji k nejakému pevnému
povrchu (adherentna alebo jednovrstvova kulttra), alebo su rozptylené v kultivatnom médiu

(suspenzna kultara) [83].

Zdrojom buniek pre zalozenie kultary je laboratorne zviera alebo ¢lovek [84]. Medzi zasadné
vyhody vyuzitia bunkovych kultur patri to, Ze priebeh celého experimentu je na jednom a dobre
charakterizovanom bunkovom type, v kratkom ¢asovom tiseku je mozné ziskat’ pomerne vel’ké
mnozstvo homogénného materidlu a poskodenie alebo zniCenie kultury neprinaSa etické
problémy ako pri praci so zvieratmi. Hybridomové kultiry maji nezastupiteI'né postavenie
pri vyrobe monoklonalnych protilatok. Na druhti stranu kultivované bunky rastu
pri nefyziologickych podmienkach, v umelom kultivaénom médiu a jeho zloZenie nie je Gplne
totozné ako vnutorné prostredie Zivého organizmu. Medzi d’alSie limitujuce faktory zarad’'ujeme
aj to, ze tu chyba pritomnost’ inych bunkovych typov, s ktorymi by in vivo komunikovali
a vymienali si medzi sebou informacie a najroznejsie latky. Chybaja ale aj sucasti ECM,
ktorych pritomnost’ ¢i nepritomnost’ méze mat’ na vlastnosti buniek vplyv. Pri experimentoch
s kultivovanymi bunkami musime mat’ na pamati, ze pracujeme s modelom in vitro, ktory méze

a nemusi dobre odrazat’ pomery za podmienok in vivo [85].

3.5.1 Charakteristika bunkovych kultir

Podla morfologie rozdelujeme bunkové kultiry do troch kategérii. Bunkova linia
fibroplastoidného tvaru mé& bunky podlhovast¢tho tvaru arasti  pripevnené
k podkladu, lymfoblastoidné maja gulovity tvar arasti v suspenzii bez pripevnenia
ku povrchu. Epitelilalne bunky maju pravidelnej$i sploSteny tvar arastd pripevnené

ku substratu.
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3.5.1.1 Keratinocyty

Keratinocyty reguluju aktivitu fibroblastov, st dolezitou stcast'ou hojenia ran. Epidermélna
homeostaza si vyzaduje rovnovéhu medzi rastom a diferenciaciou keratinocytov. Téato
rovnovaha musi byt vyrazne posunutd v smere proliferacie, okrem toho maji epidermalne
keratinocyty dolezité funkcie ako regulatory koznej imunity a zapalu [86]. Pri naruseni bariéry
uvol'nuju keratinocyty interleukin 1 (IL-1), ktory funguje ako autokrinny aj parakrinny signal,
ktory aktivuje a zvySuje migraciu a proliferaciu keratinocytov, ako aj mobilizuje okolité bunky
na pomoc pri hojeni. Keratinocyty tiez vyluc¢uju angiogénne rastové faktory, ako je vaskularny
endotelialny rastovy faktor (VEGF), krvné dosticky, odvodeny rastovy faktor (PDGF), ktory

indukuje migraciu endotelovych buniek a angiogenézu v 16zku rany [87].

3.5.2 Zakladné vybavenie

Aseptické techniky zabezpecuju, aby sa do bunkovej kultury nedostali Zziadne
mikroorganizmy [88]. Pokial je to mozné, mala by byt k dispozicii samostatna miestnost’ pre
pracu s cistou bunkovou kultarou. VSetky pracovné povrchy sa musia udrziavat cisté
dezinfekénym prostriedkom (70% etanol). Inkubacna teplota zavisi od typu kultivovanych
buniek, pohybuje sa vrozmedzi 30 az 40 °C. Koncentracia CO2 sa udrzuje v rovnovahe
s hydrogenuhli¢itanom sodnym v médiu. Cinidla sa mozu skladovat pri teplote -20 © C, ale ak
sa maju bunky konzervovat, méze byt’ potrebné mat’ k dispozicii tekuty dusik alebo mraznicku
nastavenu na teplotu -70 ° C . K zakladnému vybaveniu laboratdria mozno tieZ zaradit’ sterilny
laminarny box a inkubdtor s riadenou atmosférou (vyssi parcialny tlak CO, vysoka relativna
vlhkost’). Okolity vzduch je nasdvany pomocou radidlnych ventilatorov a pretlaany cez filter
a usmerniova¢ toku. Toto generuje laminarne pridenie, to znamend, Ze vzduch pradi dole

v rovnobeznych liniach [89].

3.5.3 Testy preukazujuce viabilitu buniek

Tu patria hlavne testy s tetrazoliovymi solamim, testy uvolfiovania enzymov a to vratane
luminiscen¢nych metdd (fluorescenény test Alamar blue, biolumininscencia v realnom case).
Metoda MTT je jednou z najbeznejSie pouzivanych metdd na analyzu bunkovej proliferacie
a zivotaschopnosti [90], [91]. Reakcia prebieha v mitochondridlnej membrane vplyvom
mitochondrialnych dehydrogenaz zivych buniek. Testy s tetrazoliovymi sol'ami sa vykonavaju
v troch fazach. V prvej faze su zivé bunky vystavené urcitému mnozstvu toxickej latky.
V druhom kroku sa oddeli toxicka latka a prida sa tetrazoliova zli¢enina a zmes sa inkubuje
po dobu 1 az 4 dni. V poslednych fazach sa zmenou farby pomocou spektofotometrickych

metdd stanovi pocet Zivych alebo mftvych buniek.
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Obrdzok 17: Redukcia zltého tetrazoliového farbiva MTT na jeho nerozpustny fialovy
formazan [92,93]

Dalsou metoda, ktora analyzuje Zivotaschopnost' buniek, je stanovenie aktivity
laktatdehydrogenazy (LDH) uvol'nenej z poskodenych buniek do média. Je to cytoplazmaticky
enzym, ktory sa nachadza vo vSetkych bunkach. Ked’ su bunky vystavené toxickym ¢inkom,
je narusena integrita ich cytoplazmatickej membrany a LDH enzym unika z buniek a prechadza
do média [90]. Reakcia zahffia premenu laktatu na pyruvat pomocou LDH a zaroven redukciu
NAD+ (niktoinamid adenin dinukleotidu). Diaforaza v pritomnosti NADH redukuje
tetrazoliovu sol’ a vytvara sa tak ervené sfarbenie formazanu. Jeho mnozstvo je potom imerné
LDH uvolnenej do média a teda mnozstvu poskodenych buniek. Testuje sa vacsinou na 96-

jamkovych mikrotitraénych dostickych pri A= 540 nm.
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Obrdzok 18: Schéma kvantitativneho stanovenia laktatdehydrogendzy [94]

3.5.4 Test hojenia ran
Test poskriabania (Scratch test) je l'ahka, lacna a dobre vyvinuta metéda na meranie

migracie buniek in vitro. Na spojovacej bunkovej monovrstve sa vytvori umela medzera
a pohyb sa sleduje mikroskopickymi zobrazovacimi metédami. Medzi zakladné kroky patri
vytvorenie ,Skrabanca®“ v bunkovej monovrstve, zachytenie snimkov na zaciatku
a Vv pravidelnych intervaloch pocCas migracie buniek, a porovnanie snimku s cielom
kvantifikovat’ rychlost’ migracie buniek. V porovnani s inymi metédami je tento in vitro test

vhodny najma na §tadium interakcii migracie buniek pocas hojenia rany in vivo [95], [96], [97].

Rany
-mechanické
(traumatické)
-termické
-chemické
1. priprava bunkovej 2. tvorba medzery
monovrstvy

0 hodin 8 hodin

»PE =

3. ziskanie snimku

0 8
Cas (hodiny)

Oblast medzery (um?)

4. analyza dat

Obrazok 19: Zjednodusena schéma testu hojenia ran [98]

33



4. CIEL’PRACE
Ciel'om prace bolo pripravit’ a charakterizovat’ rozne typy krytov rdn a overit’ ich bezpecnost’

na l'udskych koznych bunkéch.
V ramci prace tak boli rieSené nasledujuce Ciastkové ciele:
1) Spracovanie reserse na dant tému
2) Priprava roznych koznych krytov ran
3) Charakterizacia pripravenych krytov
4) Testovanie interakcie pripravenych Krytov s humannymi bunkami

5) Vyhodnotenie vysledkov a diskusie
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5. EXPERIMENTALNA CAST

5.1 Pouzité pristroje a chemikalie
e Analytické vahy, Boeco (Nemecko)
e Automatické pipety rozneho objemu — Discovery (DE) a Biohit (Nemecko)
e ELISA Reader BioTek ELx808, Biotek (DE)
e Epoch, Spektrofotometer, BioTek Instruments, Inc (USA)
e Inkubator CO2, ESCO Memmer ICO 105med 56 litrov, 230/115 V, 50/60 Hz
(Nemecko)
e Inverzny biologicky mikroskop I-101 L-Scientific, Laboserv (Ceska republika)
e Magneticka miesacka s ohrevom, Lavat — Verkon (Ceska republika)
e Predvazky Kern 440-43, Kern & Sohn GmbH (Nemecko)
5.1.1 Chemikalie pouzité na pripravu krytov
e Ampicilin, Sigma-Aldrich (Anglicko)
e Alginat sodny, Sigma-Aldrich (Anglicko)
e Chitosan, Sigma-Aldrich (Anglicko)
e Kiyselina octova, Lach-Ner (Ceska republika)
e Kolagenaza z Clostridium histolyticum, Sigma-Aldrich (Anglicko)
e Zelatina, Penta (Cesko)
5.1.2 Chemikalie pouzité pri kultivacii humannych buniek a MTT testoch
¢ DMEM High glucose medium, Biosera, w/stable glutamine, w/o sodium pyruvate, w/25
mM Hepes, BioTech a.s (Ceska republika)
e MTT, Duchefa Biochemie (Holandsko)
e Trypsin, Versene EDTA, P-Lab (Ceska republika)
e Antibiotic-Antimycotic 100X (Biosera), Biotech (Nemecko)
5.1.3 PouZité mikroorganizmy
Mikroorganizmy, ktoré sa pouzili pri testovani antimikrobidlnej aktivity inkorporovanych

latok pochadzaju z Ceskej zbierky mikroorganizmov Masarykovej univerzity v Brne:

e Escherichia coli CCM 7395
e Staphylococcus epidermidis CCM 4418
e Candida glabrata CCM 8270
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5.14 Pouzité humanne bunky
Pri stanoveni cytotoxicity boli pouzité humanne bunky HaCaT (Human keratinocytes cell

line), zo zbierky bunkovych kultar Cell Lines Service, Eppelheim (Nemecko).

5.1.5 Vybrané aktivne zlozky krytov
Aktivne zlozky krytov, ktoré sa pridali do nanovlakennych krytov, boli zvolené
na zaklade vysledkov diplomovej prace Ing. Lucie Dzurickej [99], na ktoru tato praca

nadvézuje.

5.2 Optimalizacia pripravy roznych nanovlikennych krytov

5.2.1 Optimalizacia pripravy chitosanovych krytov

Kolektor bol na zaciatku experimentu dokladne vy¢isteny etanolom a destilovanou vodou.
Pri optimalizacii pripravy sa pouzili koncentracie v rozmedzi 0,5 az 5 % roztoku chitosanu.
Ako rozpust'adlo sa zvolilo kyselina octova v rozmedzi 50 az 90 %. Aby sa ziskal homogénny
roztok, bola zmes pred elektrospinovanim po dobu 24 hodin jemne mieSana na magnetickej
mieSacke. Roztok chitosanu sa udrzoval pri pH= 5. Pouzila sa injekéna ihla s priemerom 0,8
mm, ktora bola upravena tak, ze sa skosil jej hrot na 2,5 cm. Naplnena strickacka s ihlou
sa umiestnila do pumpy. Na hrot ihly a na kolektor boli pripevnené elektrédy zdroja vysokého
napétia, ich vzdialenost’ sa upravila na 10 cm a prietok sa nastavil na 0,1 ml/hod. Ako posledné
sa zapol zdroj vysokého napdtia na hodnotu 15,2 kV. Tento sposob pripravy sa vSak ukazal

ako neefektivny, preto sa pripravili kombinované vlédkna so Zelatinou.

5.2.2 Optimalizacia pripravy alginatovych krytov

PEG a alginat sodny boli rozpustené v destilovanej vode pri laboratornej teplote. Aby
sa ziskal homogénny roztok, bola zmes pred elektrospinovanim po dobu 24 hodin jemne
mieSana na magnetickej mieSaCke s ohrevom pri teplote 37 °C. Pripravili sa r6zne koncentracie
(0,5, 1, 2 a 5%) roztokov s 50% kyselinou octovou a potom aj roztoky v pomere NaAIg/PEG
1:1. Pri udrziavani prietoku 0,4 ml /hod, aplikovaného napétia 15 kV a vzdialenosti 12 cm boli
viditeI'né len vel'mi jemné vlakna. Preto sa zvolil d’al$i postup, kde sa pripravil roztok, ktory
obsahoval 25 mg alginatu, 25 mg PEG, 20 ul Triton X—100 v 2 ml destilovanej vody. Cas
zvlaknovania sa urcil na 10 az 12 hodin. Ani tento spdsob zvlakiovania sa neosvedcil a nebol

vhodny pre d’alSie testovanie.
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5.2.3 Optimalizacia pripravy Zelatinovych krytov
5.2.4 Zelatinové vlikna

Proces zvlaknovania sa uskutocnoval pri teplote 22 °C anapdti 15 kV. Vlakna
sa zhromazdili na uzemnenej hlinikovej folii vo vzdialenosti 10 cm od hrotu injekénej ihly
s priemer 1,3 mm. Konstantny objemovy prietok 0,6 ml/hod sa udrziaval pomocou injekénej
pumpy. Pri priemere ihly 0,8 mm sa prietok zvysil na 0,8 ml/hod a jej hrot bol skoseny na 1,4
cm. PouZili sa rézne koncentracie, kym sa optimalizoval postup pripravy. Ako najvhodnejSia
sa zvolila 30 % koncentracia zelatiny v 50 % Kys. octovej. Roztoky sa miesali vo vodnej lazni

a pri teplote 30 °C. Cas zvlakiiovania sa stanovil na 4,5 hodiny.

Obrdzok 21: Zelatinovy kryt po optimalizacii pripravy

5.3 Optimalizicia viacrstvovych Zelatinovych krytov
Dalej boli pripravené kryty, ktoré obsahovali dve vonkajsie vrstvy Zelatiny bez aktivne;
latky a vnatorni vrstvu s aktivnou latkou, tak aby sme dosiahli postupné uvoltiovanie

terapeutika v nehojacej s rane.
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5.3.1 Zelatinovo-alginatové kryty
Hodnotila priprava zelatinovych vlakien v kombindécii s alginatom, kde tieto biopolyméry
tvorili 3 aZ 33% z hmotnosti Zelatiny. Pri koncentraci 20 % NaAlg, boli vldkna po odstraneni

z kolektora deformované ale dostato¢ne pevné.

Obrazok 23: Alginatovo-zelatinovy kryt, kde alginat tvoril 10 % z celkového mnozstva Zelatiny

5.3.2 Zelatinovo-chitosanové kryty

Najprv sa optimalizovali kryty, kde tvoril chitosan 3 az 33 % z hmotnosti zelatiny. Nasledne
sa overil d’alsi sposob pripravy a to tak, ze sa osobitne pripravili zasobné roztoky 5 % chitosanu
v 50 % AA a 30 % Zelatiny v rovnakom rozpustadle a na zvldknovanie sa pripravil ich pomer
1:1. Prietok bol upraveny na 0,2 ml/hod, vzdialenost’ ihly od kolektora sa nastavila na 13 cm
a napdtie sa udrziavalo pri 15,3 kV. Po 5 hodinéch boli kryty odstranené z kolektora, no vlakna
neboli dostato¢ne sudrzné a pevné. Predpokladame, Ze nedochadzalo iba ku zvlaknovaniu ale

aj rozprasovaniu biopolyméru (Obrazok 24).

Obrazok 24: Zelatinovo-chitosanovy kryt v pomere 1:1 s ampicilinom
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5.4 Charakterizacia koZnych krytov

U pripravenych nanovlakennych krytov bola stanovend kratkodobd a dlhodobé stabilita
v modelovom prostredi. Antimikrobialna aktivita bola overena na 96-jamkové mikrotitracnej
dosticke a to na spominanych mikroorganizmoch E. coli a S. epidermidis. Testovali
sa koncentra¢né rady aktivnych latok. Uvolfiovanie aktivnych latok sa stanovilo
spektofotometricky. Morfologické zmeny a Struktira vlakien sa sledovali pomocou svetelného

mikroskopu.

5.4.1 Dilucny test

Antimikrobidlne ucinky sa zist'ovali na gram-pozitivnej baktérii Staphylococcus epidermidis,
gram-negativnej bakterii Escherichia coli a nakvasinke Candida glabrata. Do 96-jamkové
mikrotitraénej dosticky sme napipetovali 150 pl Cerstvo inokulovanych kultar a pridali 50 pl
roztoku sdanou aktivnou latkou. Kultivacia prebiehala na temperovanej trepacke 24 hodin
pri teplote 37 °C. Pripravené mikrotitratné dosticky obsahovali rozmedzie koncentracii aktivnych
latok a boli premerané na ELISA readeru, ktory vyhodnotil absorbanciu v jednotlivych jamkach
pri 630 nm. Ako blank sa do jamky pridalo 150 ul Gerstvo inokulovanych buniek a 50 pl
rozpustadla pouzitého k priprave vzoriek. Blank je nutny pre sledovanie rastu daného

mikroorganizmu.

5.4.1.1 Priprava Zivného média
Tekuté zivné médium bolo vytvorené zmieSanim prislusSného mnozstva praSkového média
a100 ml destilovanej vody. Zmes bola rozdelena do Erlenmayerovych baniek, ktoré

sa sterilizovali v tlakovom hrnci po dobu 30 minut pri teplote 100 °C.

Tabulka 2: Pouzité médium pre kultivaciu mikroorganizmov

Mikroorganizmus Médium
Escherichia coli LB (Lysogeny broth/ Luria-Bertani)
Staphylococcus epidermidis BHI medium (Brain heart infusion)
Candida glabrata YPD (Yeast pepton dextrose médium)

5.4.1.2 Kultivacia mikroorganizmov

Do 50 ml sterilného média sa sterom zaockovala kultura z pevného média pomocou kl'ucky.
Nasledne boli mikroorganizmy kultivované v inkuba¢nom boxe s trepanim pri teplote 37 °C.
Kultivacia prebichala 24 hodin na temperovanej trepacke, potom boli mikroorganizmy

preoCkované a kultura sa nariedila na absorbanciu A = 0,1.
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5.4.2 Spektrofotometrické stanovenie

Absorpéné maximum kazdej zlu¢eniny sa zistilo v rozsahu vinovych dizok 200 az 900 nm.
Zvolené vlnové dizky arozsah koncentracii pouZitych na zhotovenie kalibraénej krivky
su uvedené v tabulke 3. Na stanovenie sa pouzil $tvorec Krytu o velkosti 1 cm? obsahujuci
ampicilin, kolagenazu a ibuprofén a ten sa nasledne umiestnil do 2 ml fyziologického roztoku
(0,99/100 ml NaCl) na temperovanu trepacku pri teplote 37 °C. Mnozstvo uvolnenej G¢innej
latky sa sledovalo v ¢asovych intervaloch 0, 30, 60 minut, 2, 5, 10, 24 hodin a 2, 4, 7 dni.

Tabulka 3: Rozsah koncentracii pouzitych na stanovenie kalibracnej krivky

Aktivna latka A [nm] ¢ [mg/ml]
Ampicilin 260 1,0-0,2
Ibuprofén 265 0,8-0,1

Kolageniaza 259 0,6-0,1

5.4.3 Morfologické zmeny krytu v modelovom prostredi

Pripraveny kryt o velkosti 1 cm? bol umiestneny do petriho misky a preliaty 100 pl
modelového prostredia. V jednotlivych Casovych intervaloch sa hodnotila zmena hmotnosti
na analytickych véhach a vizualne stidrznost’ krytu. Casovy interval bol zvoleny na 0, 2, 5

a 24 hod.

5.5 Kultivacia koZznych buniek

V praci boli pouzité kultivaéné nadoby s HaCaT (z anlg. Human keratinocyte cell line) —
linia 'udskych keratinocytov (26. pasaz) a Standardné rastové médium obohateného o glukozu
a glutamin. Médium neobsahoval pyruvat, a to z toho dovodu, ze sa planoval aj LDH test, kde
by vychadzal falosne pozitivny vysledok. Tiez bola pridana zmes antibiotika (vysledna
koncentracia 1 %) a 10 % FBS — Fetdlne hovidzie sérum (z angl. Fetal bovine serum).
Kultivacia prebiehala v inkuba¢nom boxe pri 37°C a 95 % vlhkej atmosfére s 5% obsahom CO-
vo vzduchu. Médium bolo pred pouzitim uchované v chladnicke pri teplote 4 °C. Roztoky,
ktoré sa vytiahli z chladni¢ky ako médium, PBS alebo trypsin sa umiestnili do vodného ktipel’a
s teplotou 37 °C. Kontrola konfluencie, kontaminacie a pril'navosti ku dnu kultiva¢nej nadoby
prebiehala pod inverznym mikroskopom kazdy den alebo obden, aby sa zvolil d’alsi postup

ako vymena média, pasazovanie alebo MTT test.
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Obrazok 25: Inkubdtor Memmert s CO; atmosférou typ ICO150med

5.5.1 Vymena média

Vymena média je nutna raz za dva dni alebo ked” pozorujeme farebni zmenu z cervenej
na oranzovu. Pri vymene média nie je potrebné nadobu preplachovat’ pufrom. Z kultivaéne;j
nadoby sa opatrne vyleje staré médium a napipetuje nové. V pripade velkych kultivaénych

nadob sa napipetovalo 15 ml média, do malych 5 ml média.

5.5.2 PasidZovanie

Pasézovanie buniek znamend, Ze Cast’ buniek sa odoberie a zmieSa s novym médiom.
Nariedend suspenzia buniek sa tak prepipetuje do novej kultivacnej nddoby, pretoze
sa po urCitom cCase ziviny zmédia vyCerpali a exponencidlne stipol pocet buniek.
Pri pravidelnej kontrole buniek sa vzdy kontrolovala aj konfluencia buniek, ¢o je miera
zaplnenia vrstvy buniek na dne kultivacnej nadoby. Ak bola konfluencia vyssia ako 80 %,
previedli sa bunky zo starej kultiva¢nej nadoby do dvoch novych. Ako prvé sa z kultivacnej
nadoby vylialo médium a 3krat premylo PBS na preplachnutie vapenatych idnov, na 4krat
sa pufor nechal a napipetovalo sa 1 ml trypsinu do velkej nadoby, kde sa nechal inkubovat’ 10
minat. Bunkovd membrana obsahuje vel'ké mnozstvo proteinov a proteolyticky enzym trypsin
moZe tieto proteiny poskodit’ a ovplyvnit' tak celkovy stav buniek. Dalej sa zabezpecilo
odlepenie buniek od dna nadoby a to bud’ pomocou uderov na steny nadob alebo pouzitim
sterilnej Skrabky. Potom sa napipetovalo 5 ml PBS pufru a cely obsah bol scentrifugovany pri
otackach 320-360 rcf po dobu 5 mintt. Supernatan sa zlial a peletka buniek sa rozsuspendovala
v 5 ml DMEM, médium sa doplnilo na potrebny objem a rozdelilo do novych kultiva¢nych

nadob. Na zaver sme bunkové kultiry skontrolovali pod mikroskopom.
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Obrdzok 26: Kultivacné nadoby s cerstvym médiom

5.5.3 Pocitanie buniek

Pre stanovenie poctu buniek vo vzorke sa vyuzivaju priame a nepriame metody. Medzi
nepriame metody patri metody kultivacné. Medzi priame metdody patri stanovenie poctu buniek
pomocou mikroskopu, pocitanie samotnych buniek v preparate zo vzorky, bez kultivacie.

Vyhodou je rychlost’ a stanovenie poétu ako zivych tak mitvych buniek alebo ich pomer.

,_——’—‘_’_'_'_,’_P_\
1 2 3

1725 mm* °

1/400mm

Obrazok 27 Biirkerova komorka [100]

Bunkova suspenzia sa pred meranim zmie$a S farbivom trypanova modra a ten difunduje
cez plazmatickli membranu do intracelularneho priestoru, toto farbivo vSak ziva bunka aktivne
transportuje von z intracelularneho priestoru cez bunkovii membranu. Va¢sinou je postacujiice
stanovit’ bunky odhadom v zornom poli mikroskopu. Medzi najCastejSie vyuzivané metody
patri cytometricka Biirkerova komorka, ide o0 $pecialne upravene podlozné skli¢ko, ktoré
obsahuje dve mriezky rozdelené na 9 §tvorcovych poli o dizke 1 mm. Pomocou vypoétu vieme
stanovit’ pocet buniek v 1 ml analyzovanych buniek. Bunky poc¢itame vnutri $tvorcov a tie ¢o
sa dotykaju hornej a 'avej strany $tvorca. Bunky dotykajuce sa pravej a spodnej strany a bunky
mimo Stvorcov do vypoctu nezahrnieme. Postup prace je zhodny s pasazovanim buniek az po

centrifugaciu. Po nej je potrebné zliat’ PBS a peletu rozsuspendovat’ v 5 ml médiu. Do epiniek
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sa napipetuje 100 pl farbiva trypanova modra a 100 pl. suspenzie buniek. V pomere 1:1 sa

roztok dokladne rozsuspenduje a pipetou premiestni pod sklicko na Biirkerovej komorke.

554 MTT test

Ludské keratinocyty sa previedli do centrifugacnej skimavky pomocou PBS pufru
a trypsinu a zcentrifugovali sa (5 minut, 360 rcf). Tato dosticka je tvorena dsmimi radmi od
ApoH a dvanastimi stipcami. Analyzovali sa vzorky ampiclinu (4 mg/ml), ibuprofénu (3
mg/ml) akolagenazy (3 mg/ml) na troch 96-jamkovych dosti¢kach. Bunkovi kultaru
je potrebné neriedit’ ¢erstvym médiom na koncentraciu 2-10* buniek/100 pl v jednej jamke.
Pocitanie buniek sa uskuto¢nilo pomocou Biirkerovej komorky (Obrazok 27). Takto pripravena
suspenzia buniek bola po 100 pl rozpipetovand na dosticku a kultivovala sa 24 hodin
v termostate. Do krajnych jamiek sa napipetoval pufor (PBS) aby sa zamedzilo pripadnému
vysychaniu. Pripravené vzorky sa prefiltrovali do mikroskimavky pomocou strickackového
filtra 25 mm. Dokladne sme odpipetovali médium a napipetovali vzorky a kontroly
(CC,VC,PC) po 100 pl. Inkubovali sme 24 hodin a nasledne pipetovali vzorky.

Obrazok 28: a) krystaliky formazanu, b) mrtve bunky po pridani etanolu pri

celkovom zvicseni 400x

Do kazdé jamky sa napipetovalo 20 ul MTT v koncetracii 2,5 mg/ ml PBS. Na 3 hodiny
sa vlozili dosti¢ky inkubatoru pri teplote 37 °C. Pridalo sa 100 pl 10 % roztoku SDS v PBS (1
g SDS/10 ml PBS). Vysledna cytotoxicita sa zistila spektrofotometricky pri vinovej dizke 540
nm a 562 nm pomocou ELISA readeru po 48 hodinach. Vzorky boli ponechané v tme pri
laboratérnej teplote. Hodnota absorbancie roztoku zodpoveda mnozstvu zivych buniek, ¢im

tmavsia farba a teda vysSia absorbancia, tym vysSie percento zivej bunkovej kulttry.
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Tabulka 4: SChéma pipetovania aktivnych latok na mikrodosticku

PBS | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS
PBS| CC | 1% | 4% [ 10% | 16% | 24% [28%|32% | Vc Vc PBS
PBS| CC | 1% | 4% | 10% |16% | 24% [28%|32% | Vc Vc PBS
PBS| CC | 1% | 4% [ 10% | 16% | 24% [28%|32% | Vc Vc PBS
PBS| CC [ 2% | 6% | 12% | 20% | 26% |[30%|34% | Vc PC PBS
PBS| CC [ 2% | 6% [ 12% | 20% | 26% [30%|35% | Vc PC PBS
PBS| CC [2% | 6% [ 12% | 20% | 26% [30%|34% | Vc PC PBS
PBS | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS |PBS | PBS | PBS | PBS | PBS

555 LDH test

Pre stanovenie LDH testu sa vyuzili supernatanty z MTT testovania na 96-jamkovych
mikrotitracnych dosti€¢kach. Ako prvé boli pripravené Standardy Vv Siestich mikroskimavkach
typu eppendorf v pomere, ktoré st uvedené v Tabulka 5. Nasledne sme k 10 pul bunkovych
supernatantov pridali 50 pl roztoku NADH v pyruvate, ktory vznikol rozpustenim NADH do
0,75 mM roztoku pyruvatu sodného s koncentraciu 1mg/ml. Vzorky sa nechali inkubovat’ pri
37 °C po dobu 30 minut. Pomocou viackanalovej manualnej pipety sa pridalo 50 pl 2,4-
dinitrofenylhydrazinu v koncentracii 20 mg/100 ml 1M kyseliny chlorovodikovej. Dosti¢ky
sme preniesli do tmy na 20 mintt. Prebiehajuca reakcia sa zastavila pridanim 50 pl 4M
hydroxidu sodného. Po 5 minatach, kedy boli opidt vzorky ponechané tme aurcila
sa absorbancia pri vinovych dizkach 450 a 540 nm pomocou spektrofotometrického readeru

EPOCH.

Tabulka 5: Koncentracna rada standardov pre LDH testovanie

Pyruvat/NADH [pl] | Voda [ul] | Aktivita LDH [U/mI]
1. | 500 50 0
2. | 400 150 280
3. [ 300 250 640
4.1 200 350 1040
5. | 100 450 1530
6. | 50 500 2000

5.5.6 Scratch test
Na 24 jamkovej dosticke s konfluentnou kultirou buniek sa odskrabnutim pomocou pipety
odstrani Cast’ buniek a vytvori sa tak stivisla medzera na jamke (Obrdzok 44a). Pozorovali sme

migrujice bunky, ktoré toto prazdne miesto v priebehu dvoch dni zaplnili. Pohyb buniek
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v monovrstve sa hodnotil na zdklade merania zmenSovania odkrytej oblasti v casovych
intervaloch 24 a 48 hod. Objemové koncentracie terapeutik sa pohybovali v rozmedzi 1 az 8%.
V triplikatoch sme pozorovali aj kontrolu buniek (CC), kde sa nachadzalo iba médium, kontrolu
vehicle (VC), kde okrem média bola pridana aj destilovana voda a pozitivnu kontrolu (PC)
s 70% etanolom. Zacelenie medzery sa hodnotilo pomocou inverzného biologického
mikroskopu pri zvdcSeni 100x a snimky boli vyhotovené kamerou Canon EOS 1100 D 18-55
mm.

Obrazok 30: Rozlozenie aktivnych latok na 24 jamkovych dostickach
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6. DISKUSIA VYSLEDKOV

6.1 Charakterizacia pripravenych krytov ran
Struktira vytvorenych vlakien sa pozorovala pod svetelnym mikroskopom. Pri vy$$om
zviacSeni sa na pozorovany objekt nepodarilo dostato¢ne zaostrit’. Predpokladdme, Ze pomocou

metddy elektrospinningu sme pripravili vlakna o velkosti v jednotkadch mikrometrov.

Obrazok 31: Struktira Zelatinového krytu pri celkovom zvicseni 10X

6.1.1 Stanovenie antimikrobiilnej aktivity pomocou ziakalu

Podl'a postupu uvedeného v kapitole 5.4.1 bola stanovena zakladna antimikrobialna aktivita
kultary Escherichia coli a Staphylococcus epidermidis. Stanovenie citlivosti bakterialneho
kmena k antibiotiku sa vyuzila bujonova diluéna metéda. Hodnoti sa narast kultary
Vv staciondrnej faze, po inkubdcii v tekutom médiu, ktor na mikrotitracnych dostickach

pozorujeme ako zmenu zakalu v jednotlivych jamkach.
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Obrazok 32: Dilucny test na G— Escherichia coli

Z vysledkov, ktoré su zhrnuté v grafoch (Obrazok 32 a Obrazok 33) usudzujeme,
ze kolegenaza prejavila minimalnu (takmer Ziadnu) antimikrobidlnu aktivitu. V pripade
ibuprofénu dokonca rast daného mikroorganizmu skér podporoval. Na druha stranu pri
antibiotiku vo¢i kmeniu E. coli pozorujeme vyrazny antimikrobialny G¢inok, pretoze narast
buniek za 24 hodin nepresiahol absorbanciu 0,05 a teda predstavovala takmer 100 % inhibiciu

rastu G— baktérie.

Tabulka 6: Prepocet objemovych percent na skutocnu koncentraciu v mg/ml

2% 8% [20% [26% |30% |34%
Kolagenaza + ibuprofén [mg/ml] | 0,06 | 0,24 | 0,6 0,78 0,9 1,02
Ampicilin [mg/ml] 0,08 10,32 | 0,8 1,04 1,2 1,36

Lokalna aplikacia antimikrobidlnych latok na kozu alebo sliznice, prindsa rieSenie na
zavazny medicinsky problém, akym je rezistencia baktérii na antibiotika. Medzi vedl'ajSie
uc¢inky uZivania Sirokospetralneho antibiotika ampicilinu je zaradena kandid6za, pretoZe nici aj
prospesné baktérie v tele a v dosledku toho, dochadza k premnozeniu kvasiniek. Mozny sposob
ako kandidoze predchddzat' je antibiotikum do rany podavat lokalne v ovela menSich

koncentraciach priamo na 16Zko rany.
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Tabulka 7: Antimikrobidlny ucinok E. coli [%]

2% 8 % 20% 26 % 30 % 34 %
Ampicilin -98,08 -98,02 -98,53| -100,00| -100,00( -100,00
Kolagenaza -1,22 -3,42 -5,33 -4,85 3,67 -0,10
Ibuprofén 24,84 14,11 14,88 6,45 5,84 6,80

Pre lepsiu prehl'adnost’ je ku antimikrobialnym testom uvedena aj tabul’ka (Tabul’ka 7), kde
antimikrobidlny ucinok u latok s réznou koncentraciou je vyjadreny V percentach. Prislusny

blank predstavuje 100%. Zaporné hodnoty prestavuju inhibiciu rastu kultary. Pripadné kladné

¢isla urcuju o kolko percent, bol rast daného MO podporeny.
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Obrdzok 33: Dilucny test na G+ Staphylococcus epidermidis

Do vlakien sme pridavali ampicilin vV objemovej koncentracii 5 %, no pre dosiahnutie

vyraznejSieho efektu, je mozné tuto koncentraciu aj zvysit’ ako uvadza tabul’ka 8.

Tabulka 8: Antimikrobialny ucinok S. epidermidis [%o]

2% 8 % 20 % 26 % 30 % 34 %
Ampicilin -10,80| -17,15| -28/43| -2419| -27,79| -23,95
Kolagenaza| -10,32| -1856| -14,72 947 -13,76] -11,49
Ibuprofén -7,49 -6,67 -5,31 -2,48 -7,60 -3,31

AR

34%

Sice sa najvicSia pozornost’ venuje antibakteridlnej rezistencii na lieky, podobny jav sa

vyskytol aj v dosledku dlhodobého pouzivania antimykotickych latok, najmé u pacientov, ktori
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tieto lieky uzivaju po cely zivot ako su HIV pozitivni pacienti ¢i prijemcovia transplantovanych

orgéanov.
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Obrdazok 34: Antimykotickd aktivita jednotlivych latok na kvasinku Candida glabrata

Testovanie citlivosti kvasiniek mikrodiluénou metoédou sa vykonavalo Vv jamkach
mikrotitracnych dosti¢iek, ktoré obsahuju rdzne koncentracie antifungilnych latok.
Naockovanie sa vykonava Standardnym mnozstvom Cistej kultary testovaného kmena
a po inkubacii sa porovnavala intenzita rastu v jednotlivych riedeniach s kontrolnou jamkou
bez antimykotika. Ani jedna z latok nemala vyrazny vplyv na rast kvasinky a teda vykazovali

iba mierny inhibi¢ny u¢inok na rast MO (Tabul’ka 9).

Tabulka 9: Antimikrobidlny ucinok C. glabrata [%]

2% 8% 20% 26% 30% 34%
Kolagenaza -6,34 -1,39 -6,79 -4,74 -6,45 -4,10
Ibuprofén -3,63 -2,80 -3,70 -8,10 -3,97 -9,29
Ampicilin -6,79 -5,51 -3,88 -6,58 -5,48 -7,86

6.1.2 Stanovenie postupného uvol'iovania terapeutik
Uvolnovanie troch aktivnych latok z vlakien sa stanovilo za vyuzitia spektrofotometra.
Postup prace je zhrnuty v Kapitole 5.4.2. Ako prvé sa zhotovilo absorpéné spektrum od 200

az 900 nm danej zltceniny.
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Tabulka 10: Kalibracné zavislosti terapeutik

Aktivna latka Kalibraé¢na rovnica
Kolagenaza y = 2,5254x; R2=0,9903
Ampiciin y =0,8517y; R? = 10,9983
Ibuprofén y = 1,8459x; R? = 0,9448

Z tychto spektier (Obrazok 35) sa nasledne urcilo absorpéné maximum, ktoré bolo potrebné

na zostrojenie zavislosti grafu zavislosti absorbancie od koncentracie skimanych terapeutik.

1.8 Kolagenaza Ampicilin Ibuprofén
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0,2

0,0 e P ———— =S == =]
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Vlnova dizka [nm]

Absorbancia [-]

Obrdzok 35: Absoprcné spektra aktivnych latok

Do krytov sme pridavali aktivnu latku v mnoZstve 5 % z celkového mnozZstva Zelatiny
a postup pripravy je opisané v bode 5.2.4. Z grafického zobrazenia je vidiet, Ze ibuprofén bol
najviac detekovatel'ny az na 3 den (0,28 mg). Nasledne doslo k jeho degradacii. Kombinovany
kryt obsahoval vrchnu a spodnt Zelatinova vrstvu bez aktivnej latky. Z vysledkov pozorujeme,
Ze tieto dve Zelatinové vrstvy bez aktivnej latky nemali Ziadny vplyv na pomalSie uvolfiovanie

analgetika do modelového prostredia.
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Obrdazok 36: Uvolnovanie ibuprofénu z 30 % krytu Zelatiny

V grafe (Obrazok 37) je spracované uvolfiované antibiotika anajvdésie mnozstvo

sa zaznamenalo po 10 hodinach inkubacie. Jeho degradaciu pravdepodobne naznacuje jeho

nasledujuci prudky pokles po 24 hodinach. Presnejsie vysledky by boli dosiahnuté za pouzitia

citlivejsie techniky (napr. kvapalinovej chromatografia).
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Obrdzok 37: Uvolnovanie ampicilinu z 30 % krytu Zelatiny

Nasledujtci graf (Obrazok 38) zobrazuje postupné uvolnovanie enzymu. Je viditel'né,

Ze uvol'nené mnozstvo sa vyrazne neliSilo a pohybovalo sa v rozmedzi 0,28 az 0,39 mg, najviac

vSak po 2 hodindch v mnozstvo 0,48 mg. Pri kombinovanom kryte sa najvacSie mnozstvo

zaznamenalo uz po 30 minditach. Zelatinové kryty obohatené o enzym boli v porovnani
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s ostatnymi krytmi najmenej stdrzné. RieSenim moze byt zniZenie koncentracie rozpustadla
AA na 10%, aby nedoslo k denaturacii enzymu a jeho odstredenie a prefiltrovanie cez 0,8 pum
filter.

08 r
I % zelatinovy kryt kombinovany kryt
E ol : %
= -7 .
= olm= 70 00 0 50 G0 0 0 G0 7
0 min 30 min 60 min 2 hod 5 hod 10 hod 24 hod 3dni 4 dni 7 dni

Casovy interval

Obrdzok 38: Uvoliiovanie kolagendzy z 30 % krytu Zelatiny

6.1.3 Testovanie cytotoxicity aktivnych latok

Metabolickt aktivitu buniek sme urcili pomocou testu MTT na l'udskych epidermalnych
keratinocytoch na zaklade postupu, ktory je zrhnuty v kapitole 5.5.4.Testované boli aktivne
latky, ktoré sa nasledne inkorporovali do krytov. Ak viabilita buniek neklesne pod hodnotu
60 % po 48 hodinach inkubdcie, tak tato latka je povaZzovana za bezpe¢nu a nie je toxicka
pre bunky. Pocet zivych buniek je indikovany mnozstvom redukovaného MTT. Najlepsie
vysledky boli zistené pri analgetiku ibuprofén (Obrazok 40), ktory pomalym uvolfiovanim
zmierfiuje bolest’ rany pri exsudujucich ranach, ¢o dokazuju zistenia z medzinarodnej Studie

[66].
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Obrazok 39: Viabilita buniek po pridani antibiotika

Ampicilin bol vybrany ako antibiotikum kvoli jeho ti€innosti proti réznym grampozitivnym
a gramnegativnym baktéridm, €o je uzitocné pri liecbe infikovanej rany, alebo predchadza
jej infekcii. Pri zvySenej koncentracii tohto penicilinového Sirokostrektralneho antibiotika
viabilita klesla pod hranicu 60% (Obrazok 39). Farmakoterapeuticky u¢inok ampicilinu
by mohol byt vyuzity pri nekrotickych ranych, kedy by boli v kontaktne s odumretym

tkanivom a na rane by sa ponechavali kratsi ¢asovy interval.
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Obrazok 40: Viabilita buniek po pridani analgetika

Z grafu (Obrazok 41) vidime, ze kryty funkcionalizované o enzym kolagenaza, ktory bol
izolovany z Clostridium histolyticum (CHC) mé6zeme povazovat’ za bezpe¢né. Viabilita buniek
sa pohybovala vrozmedzi 67 az 93 %.  Pouzitie tohto imobilizovaného enzymu

u nanovlakennych krytov predstavuje vysoky potencial pre hojenie ran, pretoze klostridialne
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kolagenazy Stiepia trojSroubovicu kolagénu a st schopné bezbolestne odburavat’ nekrotické
zvysky, €o je podstatou enzymatického debridementu, ktory sa pouziva na otvorené rany
(najmé@ popaleniny). Nevyhodou enzymatického debridementu je finatnd narocnost
a nestabilita enzymu. Na druhu stranu lokéalne posobenie eznymu pri Cisteni rany neposkodzuje

okolité zdravé tkanivo.

100
80
60

40

Viabilita buniek [%]

20

N\

0
kontrola 2% 8% 12% 20% 26% 30% 34%
buniek
Objemova koncentracia kolagenazy

Obrazok 41: Viabilita buniek po pridani enzymu

Cytotoxicitu sme vyjadrili aj pomocou aktivity laktatdehydrogenazy v supernatante po jeho
expozicii vybranymi terapeutikami. Hlavnou funkciou enzymu je katalyzovat' reverzibilnu
premenu laktatu na pyruvat redukciou NAD+ na NADH a naopak. ZvySenie LDH alebo jeho
izoenzymov V organizme slazi ako biomarker bunkovej nekrozy. Pri pozitivnej kontrole sme
k zmesi pridali 70 % etanol, pri negativnej kontrole sa bunky kultivovali iba v médiu,
Co predstavovalo prirodzené umrtie buniek, ktoré uvolnili enzym LDH. Podrobny postup

pripravy testu je zhrnuty v bode 4.4.5. Aktivita testovanych latok sa pohybovala v rozmedzi

54



72,5 az 275 U/ml ateda nedosiahla hranicu cytotoxicity, ktora predstavuje 40 % mortalitu.
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Obrdzok 42: Vyhodnotenie LDH testu za pouZitia antibiotika a analgetika

40

Z grafu vieme zistit', Ze ziadna vzorka nesposobila poSkodenie v plazmatickej membrane

HaCaT buniek.  Tento vysledok tplne nekoresponduje s vysledkami

MTT testu,

kde za cytotoxické sa urcili vzorky 26 % a 34 % ampicilinu. Tento rozdiel vo vysledkoch tychto

dvoch analyz posiliiuje potrebu vykonat’ niekol’ko druhov testov, aby sa dospelo k zaveru

0 bezpecnostnom profile danych latok.
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Obrazok 43: Vyhodnotenie LDH testu za pouzitia enzymu

6.1.4 Test hojenia ran

Skuska hojenia rdn je dvojrozmernou technikou, ktord sa vyuZziva na $tddium bunkovej
migracie in vitro. Patri medzi jednoduché a lacné metody a postup testu je zhrnuty v kapitole
5.5.6. Zacelenie medzery sa vyhodnotilo percentualne pomocou dat, ktoré sa ziskali z kamery

umiestnenej na inverznom mikroskope.

Obrazok 44: a) zacelenie rany 8 % obj. konc. ibuprofénu v case 0 hod., b) po 24 hod pri

celkovom zvdcseni 100x
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Vv 8 % obj. koncentracii. Kultivacia prebichala v inkuba¢nom boxe Memmert pri 37°C s

takmer uplne. Naopak ako najmenej u¢inna latka na migraciu buniek sa urcilo antibiotikum.
Na dvojici fotografii (Obrazok 44) pozorujeme zacelenie rany po pridani latky ibuprofénu

5% obsahom CO2 vo vzduchu pocas 48 hodin.
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7. ZAVER

Teoreticka Cast’ diplomovej prace je zamerana na proces hojenia ran a zahriiuje aktualne
produkty koznych krytov dostupné na trhu. V tejto suvislosti obsahuje aj struény prehl'ad
procesu vyroby, Coraz aktualnejSich nanovlakennych materidlov a ich uplatnenim pri priprave
terapeutickych krytov. Dalej popisuje zédkladné parametre metddy prace pri kultivacii buniek

in vitro v laboratoriu a principy stanovenia ich viability.

Praktickd cCast' je zamerand najmd na optimaliziciu a charakterizaciu vlédkennych
zelatinovych koznych krytov, ktoré boli pripravené aj v kombinacii s alginatom a chitosanom.
Ako efektivny sposob pripravy sa ukazal 5% roztok chitosanu a 30 % roztok zelatiny v 50%
AA v pomere 1:1. Vlakna sa zhromazdili na uzemnenej hlinikovej folii vo vzdialenosti 10 cm
od hrotu injekénej ihly a priemer ihly bol zvoleny v rozmedzi 0,5 az 1,3 mm. Pri priemere ihly
0,8 mm sa prietok ustalil na 0,8 ml/hod. Proces zvlakinovania sa uskuto¢noval pri teplote 22 °C

a napiti 15,1 kV.

Rychlost’ hojenia sa zaznamenala pomocou scratch testu. Po 48 hodinach sa rana
s analgetikom zacelila takmer uplne, pri antibiotiku sa zmensSila odkryta oblast’ na 87 %,
pri enzyme to bolo na 81 %. Uvolnovanie troch aktivnych latok z vldkien sa stanovilo
spektrofotometricky. Do modelového prostredia sa najpomal$ie uvoltiovala latka ibuprofén.
Pri trvalom uvol'novani nizkej davky ibuprofénu do 16zka rany pocas celej doby opotrebovania
obvizu, by takyto kozny kryt poskytoval pacientovi vysoky komfort. Mnozstvo kolagenazy
sa pohybovalo v rozmedzi 0,28 mg (5 hod.) az 0,39 mg (4. den) ateda sa vyrazne nelisilo.

Najvicsie mnozstvo ampicilinu sa zaznamenalo uz po 10 hodinach inkubécie.

Bezpecnost” inkorporovanych ucinnych latok vo forme dvoch lie¢iv a enzymu sa potvrdila
na imortalizovanych Tudskych keratinocytoch linie HaCaT pomocou MTT, LDH testu
cytotoxicity a novo zavedného scratch testu. Vysledky diluénych testov ukazali, Zze latka

ampicilin ma vyrazne antimikrobialnu aktivitu vo¢i kmeniu Escherichia coli.

Nanovldkenné materidly by mohli najst’ uplatnenie pri oSetrovani chronickych ran, pricom
koZzné kryty by boli vytvorené z viacerych vrstiev (LbL), kazda vrstva by obsahovala inu
ucinnu zlozku, ktora by sa rany sa uvolfiovala postupne. V buducnosti by bolo vhodné
vyhodnotit’ elektrostatické zvlakiovanie pri zapojeni zdroja el. napétia nad hodnotu 30 kV
a pouziti injek¢nej ihly s vnutornym priemerom 0,5 mm. Zaroven pre rovhomerné zaclenenie
a distribuciu bioaktivnych zla€enin do vldkennej Struktiry pouzit' latku polyetylén oxid

s relativnou molekulou hmotnost'ou 900 000 g/mol.
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9. ZOZNAM SKRATIEK

AA
CcC
DMEM
ECM
FBS
LbL
LDH
MTT
NAD+
PBS
PC
PEG
PEO
VC

Kyselina octova

Kontrola narastu buniek (cell control)

Dulbeccova modifikacia Eagleova média (Dulbecco's Modified Eagle Medium)
Extraceluldrna matrix

Fetalne bovinné sérum( Fetal Bovine Serum)
Layer-by-Layer

Laktat dehydrogenaza
3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid
Oxidovany nikotinamidadenindinukleotid

Fosfatovy pufor (Phosphate Buffered Saline)

Pozitivna kontrola buniek (positive control)
Polyethylenglykol

Polyethylenoxid

Kontrola prostredia (vehicle control)

Vlnova dizka
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