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ABSTRAKT

Ptedlozena diplomova prace se zabyva optimalizaci ptipravy kombinovanych nanostrukturnich
antimikrobidlnich biomaterialii a jejich charakterizaci. V teoretické Casti byla vypracovana
reSerSe zamérend na materialy pouzivané k pfipravé nanoc¢astic a nanovlaken, dale na postupy
ptipravy téchto nanomateriali. Dale byly popsany vyuzivané antimikrobialni latky — kurkumin
a ampicilin, a princip stanoveni bezpe¢nosti vS§ech pouzivanych materiald.

V praktické casti je zpracovan optimalizacni proces piipravy nanocastic i nanovlaken
anasledn¢ také vlastnich kombinovanych materidlti. Déle byla testovana bezpecnost
pfipravenych materiali a antimikrobidlnich latek na bunééné linii HaCaT , kvuli jejich
potencialnimu vyuziti v kosmetickém a farmaceutickém pramyslu. Velka cast prace je
vénovana testovani ocekavanych antimikrobialnich G¢inku ptipravenych kombinovanych
materiali s pouzitim nékolika mikroorganismt z fad grampozitivnich i gramnegativnich
bakterii a kvasinek. Dale byla sledovana rychlost uvolinovani aktivnich latek z ptipravenych
biomateriali do modelového prostfedi pomoci spektrofotometru. Pomoci kapalinové
chromatografie bylo detekovdno také mnozstvi ampicilinu uvolnéného =z pfipravenych
biomateriald.

KLICOVA SLOVA

Nanomaterialy, nanovlédkna, nanocéstice, kozni kryty ran, polyhydroxybutyrat,
antimikrobialni latka, cytotoxicita



ABSTRACT

The presented diploma thesis deals with the optimalisation of preparation and the preparation
of combined nanostructured antimicrobial biomaterials itself. In the theoretical part, a review
focused on used materials and consequently preparation of nanoparticles and nanofibers was
elaborated. Furthermore, the used antimicrobial substances — curcumin and ampicillin, and the
principle of cytotoxicity assay were described.

In practical part the optimalisation process is described. Furthermore the safety of prepared
materials and used antimicrobial substances on HaCaT cell line was tested, in order to confirm
their possible further use in cosmetic and pharmaceutical industry. Great part of the thesis deals
with evaluation of the antimicrobial activity of used substances and prepared combined
nanomaterials on multiple microorganisms from grampositive bacteria, gramnegative bacteria
and yeasts. Also the release speed of antimicrobial substances from prepared nanomaterials was
determined by spectrophotometer. The amount of released ampicillin from prepared
nanomaterials was determined by liquid chromatography.

KEYWORDS

Nanomaterials, nanofibers, nanoparticles, skin wound dressings, polyhydroxybutyrate,
antimicrobial substance, cytotoxicity



DRABIKOVA, Nela. "yvoj a  piiprava antimikrobidalnich nanostrukturnich
biomateriali.  Brno, 2021. Dostupné také  z: https://www.vutbr.cz/studenti/zav-
prace/detail/131823. Diplomova prace. Vysoké uceni technické v Brné¢, Fakulta chemicka,
Ustav fyzikélni a spotfebni chemie. Vedouci prace Ivana Marova.

PROHLASENI

Prohlasuji, ze jsem diplomovou praci vypracovala samostatné a ze v§echny pouzité zdroje jsem
spravné a uplné citovala. Diplomova prace je z hlediska obsahu majetkem Fakulty chemické
VUT v Brné a mize byt vyuzita ke komerénim uceliim jen se souhlasem vedouciho diplomové
préace a dékana FCH VUT.

podpis studenta

PODEKOVANI

Timto bych rada pod€kovala vedouci mé diplomové prace prof. RNDr. Ivan¢ Marové, CSc.
Za moznost pracovat v jejim tymu, za jeji vstiicny pfistup a ochotu. Dale bych chtéla pod¢kovat
své konzultantce Ing. Lucii Dzurické za cenné rady, velkou ochotu, podporu, odborny dohled
a trpé€livost pii zpracovavani mé experimentalni ¢asti.


https://www.vutbr.cz/studenti/zav-prace/detail/131823
https://www.vutbr.cz/studenti/zav-prace/detail/131823

OBSAH

1 UVOD ettt bbbttt n s 10
2 TEORETICKA CAST ..ottt 11
2.1 KUOZE @ KOZNT TANY ..ovviiiiiiieeiiee e 11
2.1.1  SI0ZENT KOZE ..ot e 11
2.1.2  Priuchod latek lidSKOU KUZI .....cevvveiiiiiiiieiiicie e 12
2.1.3  KOZNT TANY 1ottt 12
2.1.4  KOZNT KIYEY .ottt bbbt 13

2.2 NaANOMALETIALY ...eovviiiiiiiieieie e 13
2.3 NANOVIAKNA. ...cotiiiiiiiii ettt st nae e beennee s 14
2.3.1 Materialy pouzivané pro ptipravu nanovlaken...........cccocoveniiiiiiiiiiiiencne, 15
2.3.2 Ptiprava nanovlaken pomoci elektrospinningu...........ccocvevevreeiiiiinieenenieseennen, 16
2.3.3 Ptiprava nanovlaken pomoci forcespinningu..........cocervrvrieeieniinieeneseseene, 17
2.3.4 Dal$i moznosti piipravy nanovIaken..........ccccooveiiiiiiiic i 18
2.3.5 Pfistupy pro inkorporaci 1é¢ivych latek do nanovIdken ..........c.coccvevvviienniennenne 19
2.3.5.1  Smésné elektrostatick€ ZvVIAKNOVANT .........cccoevriiiiiiiiiiinicee e 19

2.3.5.2  Emulzni elektrostatické zvIAkNOVANT ...........cooviiiiiiiin e 20

2.3.5.3  Koaxidlni elektrostatické zvIAkNOVANT ...........ccceeiiiiiiiiiiiic e 20
2.3.5.4  PoVIChOVA IMODIlIZACE .......cciviiiieiiiieiie e 20

2.4 NANOCASTICE ..veeuveeitietieeieeitie et ettt st e st et e e bt e e et e sbe e et e e beeaas e e abeeanbeesbeeanteennreaneesnneas 20
2.4.1 Klasifikace NANOCASTIC . ....ccuiiiieriiiiiieiii ettt 21
2.4.2 Metody prpravy NANOCASTIC ....coveeviriririieiieie sttt 22

2.5  Antimikrobidlni 1atKy ..o 23
2.5.1  KUMKUMIN Lo s 23
2.5.2  AMPICTIN .ot 25

2.6 AntimiKrobidlnd teStY......coiiiiiiiiiiiiiic 25
2.6.1  Dilutni MEtOAY .....ecoviiiiiiiiiiiiie i 26
2.6.2  Difuzni MELOAY......ccviiiiiiieiiiiesieie e 26
2.6.3  EPSHON TESE...cciiiiiiiciie ittt 26

2.7 TSty DEZPECNOSL ..c.vviiieiiiiiieiiiete et 26
2.7.1 BUun€Cné KUITUIY .....c.oooviiiiiiiieiieie e 26
2.7.2  TESLY CYLOTOXICITY ..eovieiiieeiie ittt st e e et e ne e 27

A S R |V I I (] SO ORI 27

3 CILE PRACE ...ooiiiiiiii et 28
4 BEXPERIMENTALNI CAST ..ottt 29
4.1 Pouzité ChemiKAlI@ ......ccuviiiiiiiiiiee e 29
4.1.1 Chemikalie pro pripravu HPOZOMIU .......ccovvieiiivieiiiiieiiie e 29



4.1.2 Chemikalie pro piipravu PHB vIaken ..........ccccccoovviiiiiiiiiii e 29

4.1.3 Chemikalie pro stanoveni antioxidacni aktivity.........ccccvvvveiiiiiiiiiiniiiie e 29
4.1.4 Chemikalie pouzité pro praci s builkami..........cccocveririiiniiniiiiciiceec e 29
4.1.5 Chemikalie pouzité pro praci s MiKroorganiSmMy ........ccccceeerveereeresieesieesesseesnnns 29
4.1.6 PouZité UCINNE LAtKY ...o.vviiiiiiiiiii e 29
4.2  PouZité pristroje a POMUCKY .....cccviiiiiiiiiiicii e 30
4.3 PouZité MIKIrOOTZANISINY ..ovvviiiiiiiiiiiiiiiie ettt 30
4.4 PouZité humanni BUNKY ........ccoiiiiiiiiiiiiic e 30
45  Optimalizace piipravy kombinovanych materialti s aktivni antimikrobiélni slozkou
30
45.1 Stanoveni celkové antioxidacni aktivity kurkuminu pomoci ABTS.................... 30
4.5.2 Piiprava roztoku PHB ........c.ccoooiiiiiiic e 31
4.5.3  PHPrava lIPOZOMIL ....cccvveiiiieiiiiesiiiessiies st siee et e e sbeessbe s ssbeessnree s snneesnsneesnsneeas 31
45.3.1  Ptiprava lipozomi s Kurkuminem...........cccocveviiiiniininiiiic e 31
45.3.2  Ptiprava lipozomil s ampIiCIHliNEM .........cccooiiiiiiiiiii e 32
4.5.4 Charakterizace lIPOZOmUL..........cccouiiiiiiiiiiii et 32
45.4.1  Spektrofotometrické stanoveni enkapsulacni GEINNOSt......ccevvvrveriiinennn, 32
45.4.2  Stanoveni velikosti lipozomd pomoci DLS ..., 33
45.4.3  Stanoveni stability lipozoml pomoci méfeni Zeta potencidlu................... 33
45.4.4  Stanoveni dlouhodobé stability lipoZomi..........cccovveririiiiiiiiniiiieieieen 33
4.5.5 Uvolnovani acinnych latek z IpozomuU...........coovvrriiiieiiiiiiiceee e 34
4.5.6 Priprava PHB VIAKEN .....cociiiiiiii e 34
4.5.7 Uvolnovani acinnych latek z PHB vIadken .........c.ccocooiiiiiiiiecec 34
4.5.8 Uvolnovani ampicilinu pomoci HPLC...........cccooviiiiiiiiiceeec e 35
4.5.9 Testovani stability VIAKEN.........ccoiiiiiiiiiiiii s 35
4.5.10 Ptiprava kombinovanych materidlll ..........ccoceriirieiiniiiiieie e 35
4.5.11 Uvolnovani a¢innych latek z kombinovanych materiall............ccccovevvriiiiennnns 36
4.6 Stanoveni antimikrobidlnich v1astnosti ...........cccoceiiiiiiiiiii 37
4.6.1 Priprava médii a kultivace mikroorganismul ............ccoceevveiviieeiienenineneese e 37
46.1.1  Candida glabrata .........ccoceviiiiiiiiiee e 37
4.6.2 Bujonova dilucni metoda ..o 37
4.6.2.1  Aktivni [atKy @ [IPOZOMY ....cvviviiiiiiieieiieie e 37
4.6.2.2  NanOVIAKENNE KIYLY ....ovviiiiiiiiiiieiiee e 38
4.6.3 Test na agarovych plotnach..........ccoviiiiiiiiiii 38
4.6.4 RESAZUMNTEST ..ot 38
4.7 Stanoveni bezpecnosti materidlti s vyuzitim huméannich keratinocytli .................... 38
4.7.1 Kultivace humannich keratinocytl linie HaCat ............cccceoiiiiiiiiiiiicin 38



4.7.2 MTT LESt CYLOtOXICITY ...oeveeiiiieiieecie e te ettt sreesae e sreas 39

5 VYSLEDKY A DISKUZE .....ccooosvruiisiieisssiiessosissessesissesissessessssessesssses s ssssssssssssssensans 41
5.1 Optimalizace ptipravy kombinovanych materialli s antimikrobialni slozkou ......... 41
5.1.1 Antioxidacni aktivita Kurkuminu ..........ccccooiiiiiniini e 41
5.1.2 Charakterizace lIPOZOMU........cuiiiiueiiiiiiiiiieesiie et aee s 41
5.1.21  Spektrofotometrické stanoveni enkapsulacni uc¢innosti kurkuminu ........... 41
5.1.2.2  Spektrofotometrické stanoveni enkapsula¢ni G¢innosti ampicilinu............ 43
5.1.2.3  Stanoveni velikosti a stability Ipozomull..........ccccocveriiiiiiiiieiiiie e 44
5.1.3 Uvolilovani G¢innych latek z lipozomuU...........ccecviiiiiiniiiiiiieiicc e 46
5.1.3. 1 AMPICHIN oo 46
5.1.3.2  KUMKUMIN oot 48
5.1.4 Optimalizace pripravy nanovIaken...........ccocovveiiiiiiiiiinieese e 49
5.1.5 Uvolilovani G¢innych latek z nanovIaken ..., 50
5.1.6 Uvoliovani ampicilinu pomoci HPLC ..o 51
5.1.6.1  PHB VIAKNA ....ooiiiiiiiiiccee e 52
5.1.6.2  LIPOZOMY ..oiiiiiiieitie sttt ettt ettt beeteena e teeteennennes 52
5.1.7 Testovani stability VIAKEN.........cccoiiiiiiiiiiiiiice e 54
5.2 Stanoveni antimikrobialnich v1astnosti...........cccceeiiiiriiiin 55
5.2.1 Bujonova diluéni metoda ..........cociiiiiiiiiiiii 55
5.2.1.1  Kurkumin a ampiCilin .........cccoooiiiiiiee e 55
5.2.1.2  LIPOZOMY ..ottt bbbttt bbb 56
9.2.2  AgArOVE PlOMNY ..c.veiiiiiiiiiieii e 58
5.2.3  RESAZUIMN TESE ...ocviiiiiiiicii s 59
5231  Ampicilin @ KUrKUMIN ... 59
5.2.3.2  LIPOZOMY ..oeiiiieie ettt ettt sttt te e te e beeaeannenre s 61

5.3 StaNOVENT CYLOTOXICTEY ...vvivieriiiiiiitieti ittt 62
5.3 1 M T St 62
5.4  Kombinované materidly .........cccociiiiiiiiiiiiiieiiicsee e 65
5.4.1 Vazba lipozomu s pfidavkem PHB na PHB vlakna..........c..ccccoviiiiniiiinnnn, 65
5.4.2 Uvoliovani t¢innych latek z kombinovanych materialQ............cccooverinvinnennnn. 65
5.4.3  AntimiKrobiadlnd tESTY......coeiiiiiiiiiiiii i 68
5.4.3.1 Bujonova diluni metoda ........ccocveiiiiiiiiiiiiii 68
5.4.3.2  RESAZUMN TEST ..ottt 69
O4 4 MT T HESE. .o 70
ZAVER ..ottt 71
SEZNAM POUZITYCH ZDROJU ....cvovuririiirieriiisiieseisss s sisssssssssesseons 73
SEZNAM PRILOH .....ccooouuiiiiiiiiiieiiiesisse s 80



9

PRILOHY



1 UVOD

Podéavani 1ékt pres kizi se v poslednich desetiletich dokdzalo vyvinout od jednoduché
pro cilené dorucovani 1é¢iv.

V posledni dobé dosahuje podavani 1é¢iv kiizi vySsi pfesnosti v misté pisobeni nez diive
objevené a pouzivané konven¢ni metody. Transport kiizi nemusi byt nutné¢ spojovan jen
s podavanim léCiva za ucelem odstranit projevy onemocnéni, ale zahrnuje také podavani
1é¢ivych latek pro vylepseni kvality samotné kiize. Snizovani velikosti nosicu 1éCiv se ukazuje
jako kli¢ové moznost pro lepsi propustnost skrze ktizi. Nanovlakenné kryty potom poskytuji
vyrazné operacni vyhody, jako je naptiklad vysoka porovitost a vysoké hodnoty specifické
povrchu. Z tohoto divodu se velka pozornost upira na vyuziti nanomateriald jako mozné kryty
ran ve farmaceutickém i kosmetickém pramyslu.

Za ucelem podpory lé€eni koZnich ran se nanovldkenné biodegradovatelné kryty jevi jako
optimalni feSeni. Malé velikost jejich pora chrani ranu pied dalsi moznou infekei a ptitom
umoziuji vyménu plynt. Diky jejich vlastnostem je mozné do nich inkorporovat rizné aktivni
latky (antibiotika, enzymy, mineraly), které se diky navdzani na kozni kryt mohou postupné
uvolnovat pfimo v misté poranéni a urychlovat tak proces zaceleni a tplného zahojeni rany.

Nanovldkenné kryty ran byvaji ve styku s kiizi po delsi ¢asové useky, a proto jsou u téchto
nanomateridlli velmi dilezZité jejich antimikrobialni vlastnosti. Jako antimikrobialni latky
oznacujeme latky takové, které maji schopnost inhibovat rist mikroorganismd.

Tato prace se zaméfuje pievazn€ na vyvoj a piipravu novych kombinovanych
antimikrobidlnich biodegradovatelnych nanomaterialti. Ddéle se zabyva sledovanim
antimikrobidlnich vlastnosti téchto materiali a jednotlivych latek, které jsou do téchto materialt
inkorporovany, vi¢i grampozitivnim 1 gramnegativnim bakteridlnim kmeniim a také vici
kvasinkam. Nasledné¢ se zamefuje také na sledovdni moznych ucinkl pfipravenych
kombinovanych materialll na lidské koZni burky.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Kiize a koZni rany

v Vv

Vytvaii bariéru mezi organismem a vn&jSim prostfedim a zarovenn udrzuje jeho integritu.
U dospélého ¢lovéka se plocha kiize pohybuje mezi 1,2-2,3 m? a jeji tloustka se pohybuje mezi
0,5-4 mm [1][2].

K hlavnim funkcim ktze patii naptiklad: termoregulace a latkova vymeéna, ochrana
organismu pred exogennimi chemickymi a fyzikalnimi faktory, smyslovy vjem. Ktize je také
prvni obrannou linii pfed patogennimi mikroorganismy a podili se na imunologickych
procesech, ucastni se metabolickych procesii a zabranuje ztraté vody z organismu [1][3].

Kuze je tvofena ttemi hlavnimi ¢astmi. Tyto Casti jsou epidermis (pokozka), corium (dermis,
tedy Skara) a tela subcutanea (subcutis, tedy podkozni vazivo) [4].

2.1.1 Slozeni kuze

Apokrinni Zlaza

[ Primy kanal
POKOZKA L

Meissnerovo

télisko

— Stoceny kanal
_ Papilarni
vrstva

Potni Zlaza

2
- - PHimy kandl
| Retikularni

vrstva -~ Pfimy kanal

Mazova 7ldza — Stoceny kanal

Napfimovac vlasu L TR
P —— Ekrinni Zldza

Vlasovy folikul —— —F

Paciniho télisko — — Dermalni vaskulatura

Povrchovy

PODKOZNi VAZIVO ‘
nervovy pletenec

Hluboky nervovy
pletenec

Obrazek 1: Schématické zobrazeni slozeni lidské kiize [5]

V piilozeném obrazku (Obrazek 1) jsou vyznaceny hlavni ¢asti ktize a nékteré jeji utvary.
Nejsvrchngjsi ¢asti kuze je epidermis, ktera plni prevazné bariérovou funkci. Epidermis
je zrohovatély vicevrstevny dlazdicovy epitel tvofeny pievazné Keratinocyty (jeji soucasti jsou
vSak také Langerhansovy buniky, Merkelovy bunky a melanocyty) a mizeme ji rozd€lit do péti
zakladnich vrstev podle odlisnych vyvojovych stadii, ve kterych se buniky pravé nachazeji. Tyto
vrstvy jsou: bazalni (stratum basale), spinocelularni (stratum spinosum), zrnita (stratum
granulosum), leskla (stratum lucidum) a rohovita (stratum corneum). Bunky epidermis se pfi
obnové postupné oddéluji od kmenovych bunék lokalizovanych v hlubsich ¢astech kuze [2][5].

Dermis (corium) se sklada z kolagennich a elastickych vlaken propojenych ve svazcich
s mezodermalnim pivodem. Tyto vlakna jsou zodpovédna za pruznost a pevnost kiize. Hlavni
funkci dermis je vyziva epidermis. Muzeme ji rozdé€lit do dvou vrstev: stratum papillare
a stratum reticulare. Povrchovou vrstvu (s. papillare) tvofi sit’ vliken a mnozstvi vazivovych
bunck. Tato vrstva je protkana siti kapilar, které spolecné s papilami usti na povrchu ktize.
Obsahuje mimo jiné také krevni i lymfatické cévy, nervy, vylu¢ovaci a sekre¢ni zlazy. Hluboka
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vrstva (s. reticulare) obsahuje mensi mnozstvi jak bunék, tak i elastickych a kolagennich
vldken. V dermis se vyskytuji termoreceptory, receptory bolesti i mechanoreceptory, diky
kterym mtizeme vnimat tlak, doteky a vibrace. V zavislosti na mist¢ lokalizace na lidském téle
se mnozstvi danych receptort lisi [1][2][5].

Posledni vrstvou lidské kiize je subcutis, tedy podkozni vazivo. Funkci této vrstvy je tlumeni
vngjsich vlivll. V této vrstvé se nachazeji vlasové folikuly, krevni cévy a senzorické neurony.
Subcutis spojuje dermis s povrchovym periostem a fascii. Jsou zde lokalizované lipocyty
a houbovité tkanivo. Tukova tkaniva (panniculus adiposus) poskytuji pfedevs§im energetickou
zasobu a maji tepelné-izolacni funkci, stejné tak jako mechanickou funkci. Podkozni vazivo
je také povazovano za endokrinni organ, ve kterém se produkuje hormon leptin, ktery
je zodpovédny za regulaci télesné hmotnosti. Nejvyssi zastoupeni téchto tukovych tkaniv
najdeme pfedevsim na sedacich svalech, ve stfedni Casti stehen a na bfiSe. Nejméné zastoupené
jsou tato tkaniva potom predevsim na ocnich vic¢kach, usnich laliccich a na hibetu nosu.
V oblastech t€la ¢asto vystavovanych mechanickému tlaku se v subcutis tvoii tihové vacky
naplnéné tekutinou, ktera ma svtij vyznam pii tlumeni narazu [1][2][5].

2.1.2 Pruchod latek lidskou kuzi

Pro priichod latek skrze lidskou kiizi pouzivame termin ,,dermalni penetrace®. Je to proces,
ktery mizeme rozdélit do tii na sebe navazujicich krokd. Témi jsou penetrace, permeace
aresorpce. Jako penetraci oznacujeme vlastni vstup latky do konkrétni vrstvy klze, jako
permeaci pak pfechod mezi jednotlivymi vrstvami kiize. Resorpce je vstiebavani vstupujicich
latek do vaskularniho systému. Existuji 3 potencidlni cesty priichodu latek skrz lidskou ktizi
a jsou to: mezibunééna cesta, vnitrobunééna cesta a penetrace skrze vlasové folikuly [6][7].

Stratum corneum je lipofilni povahy a je povaZzovana za hlavni bariéru, skrze kterou vétSina
slou€enin neni schopna proniknout dovnitt organismu. Diky jeji lipofilni povaze maji lipofilni
latky tendenci pronikat touto bariérou rychleji nez latky hydrofilni. Nasledujici vrstvy kiize jsou
hydrofilniho charakteru, a tudiZ se zde lipofilni latky usazuji a nepronikaji do hlubSich vrstev
kize, oproti tomu hydrofilni latky zde mohou pronikat az na uroven krevniho ob&hu [6].

2.1.3 Kozni rany

Raény kiize byvaji popisovany jako ztrata nebo poruseni kozniho krytu v disledku fyzikalnich,
mechanickych ¢i termickych poSkozeni. Dal§imi disledky vedoucimi k poranéni kiize mohou
byt patofyziologické poruchy nebo také poSkozeni fyziologickych ¢i anatomickych funkci dané
tkan¢. U kazdé rany sledujeme jeji lokalizaci, velikost, hloubku, tvar, smér a okraje.
Tyto faktory jsou velmi dilezité pro sledovani procesu hojeni ran a volbu optimalniho zptisobu
1é¢by téchto ran [8][10].

Rény kiize mizeme délit nékolika riiznymi zpisoby na zéklad¢ riznych faktori. Jednoduché
rany zasahuji do pokozky, skdry a tukového vaziva. Komplikované rany potom pronikaji
do hloubky a mohou poskodit dulezité nervové i cévni svazky a vnitini organy. Pfi pruniku
rany az do télni dutiny oznaCujeme rédnu za penetrujici, bez priniku do télni dutiny jako
nepenetrujici. DalSim délenim je dé€leni dle délky hojeni na rany akutni a chronické. Akutni
rany vznikaji v disledku chirurgického zakroku nebo urazu a hojeni probihd v oCekavaném
casovém useku v zavislosti na jejich hloubce a rozsahu poskozeni. Oproti tomu chronické rany
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mohou byt disledky popaleni nebo viedd a nedaji se 1€€it klasickym zptisobem a 1é¢eni probiha
delsi dobu [8][9].

Déle mizeme rany rozd¢lit na povrchové a hloubkové, kdy u povrchovych jde pouze
0 poranéni epidermalni vrstvy a hojeni probihd v fadu nékolika dni. Hloubkové rany zasahuji
do hlubsich vrstev kiize a 1€¢i se po delsi Casovy ramec.

Rany mizeme délit také dle typu poSkozeni na rany fezné, secné, bodné a stielné, rany
kousnutim, zhmozdénim a rany trzné. Dle miry zaneseni rany necistotami rany délime také
narany cisté, mechanicky znecisténé, aseptické, infikované nebo otravené (chemickymi
¢i zvitecimi jedy) [10].

2.1.4 Kozni kryty

Po vzniku rany, at’ uz je povrchova nebo hloubkova, akutni ¢i chronicka, je vzdy dalezité ranu
spravné vyhodnotit a zavést spravnou variantu 1é¢by. Tady ptichazeji do povédomi kozni kryty
jako dilezita soucast 1é¢by [11].
Typ pouzivaného krytu vzdy zavisi na mnozstvi faktord, véetné typu zranéni, velikosti

zranéni, misté na téle a na jeho vaznosti. Nize jsou uvedeny typy krytd ran [12].

e Hydrokoloidni

e Hydrogelové

e Alginatové

e Kolagenové

e Pénové

e Transparentni

e Tkané [12]

2.2 Nanomaterialy

Jako nanomateridly popisujeme materidly velmi malych rozmért (alespon v jedné dimenzi).
Tyto rozméry se fadov€ pohybuji mezi 1 az 150 nm. Materidly se strukturou v nanoméftitku
maji velmi casto jedinecné optické, elektrické, tepelné nebo mechanické vlastnosti. Obor
zabyvajici se tvorbou a vyuzitim nanomaterialli se nazyva nanotechnologie. Existuji tii zdroje
téchto materialt, které jsou popsany v nasledujicich odstavcich [13].

Funk¢éni piirodni nanomateridly jsou Casto soucasti biologickych systémil. Jsou obsazeny
ve strukture vira (bilkoviny, kapsidy), v pfirodnich koloidech (mléko, krev), kostni dfeni,
vlasech, nehtech a kuazi. Pfirodni anorganické nanomateridly se tvoii pfi ristu krystalt
Vv riznych podminkach zemské kary [14].

Déle mohou byt nanomaterialy zamérné pfipraveny lidmi tak, aby mély pozadované
vlastnosti (optické, tepelné, elektrické) [14].

Nanomateridly mohou byt také nahodné vyrobeny jako vedlejsi produkty rGznych
pramyslovych nebo mechanickych procesti. Jako zdroje ndhodnych nanocastic povazujeme
naptiklad vyfukové plyny, vypary ze svafovani, vytdpéni tuhym palivem nebo opottebeni
a korozi. Jako ultrajemné Castice se potom oznacuji ndhodné atmosférické nanocastice, které
se vytvaii nahodné béhem riznych procest a mohou ptispivat ke zne€isténi ovzdusi [14].

Nanomaterialy se ¢asto dé€li na zakladé toho, kolik jejich rozmérti zapada do nanorozméri.
Jako nanocastice oznaCujeme objekty, které maji vSechny tfi vnéjsi rozméry v nanoméfitku,
jako nanovlakna potom objekty se dvéma vné&jSimi rozméry v nanoméfitku. Duta nanovlakna
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oznacujeme jako nanotrubice a pevnd nanovlakna jako nanorody. Jeden vné&jSi rozmér
V nanorozmeérech maji nanoplochy [14].

2.3 Nanovlakna

Nanovldkna se vyznacuji ptedevSsim svym velkym povrchem k jednotce objemu. Plati zde,
ze plocha vytvorena nanovldknem je zavisla na primeéru vlakna. To znamena, Ze ¢im je primeér
vlakna mensi, tim vét$i plocha povrchu vznikne [15]. Pomér povrchu K objemu, vysoka
porozita a velmi malé péry u nanovlaken nabizeji pfiznivé podminky pro adsorpci kapalin ve
filtratnim médiu, coZ zabranuje prostupu bakterii a vylepSuje vlastnosti pfi hojeni ran [16].

Diky biokompatibilité, u¢innosti navazovani a schopnosti napodobit extracelularni matrix,
poskytuji nékterd nanovlakna skvélou platformu pro distribuci gent ¢i 1é¢iv a pro tkanové
inzenyrstvi. Nékteré druhy nanovldken pisobi jako nanonosice pro cilené dodavani raznych
ttid 1é¢iv, jako jsou naptiklad protirakovinné, antimikrobidlni, kardiovaskularni, nékteré druhy
antibiotik, proteiny a peptidy (DNA a RNA), do specifického mista/organu v lidském
tele [17][18].

Mechanicka
odolnost

Vysoky pomeér
jednotky plochy Biokompatibilita
' ku objemu

Nanovlikna
Napodobeni
extracelularni
matrice

Ufinnost
plnéni

Tepelna a L
elektricka Upravitelna
vodivost porozita

Obrdzek 2: Idedlni viastnosti nanovldken [16]

Nanovlakna lze také pouzit jako scaffoldy pro distribuci genli a pro nahradu a regeneraci
poskozené tkdné€ a orgdnl zaClenénim rlstovych faktorti, ¢imz se fadi mezi slibné vektory
ve tkdnovém inzenyrstvi. Scaffoldy jsou 3D struktury poskytujici prostfedi vhodné pro rist
bunck a také svou stavbou a vlastnostmi napodobuji extraceluldrni matrice. Implantabilni
scaffoldy na bazi nanovldken potom mohou pomahat pii regeneraci kosti, nervli, zubt a hojeni
ran. Mezi idealni vlastnosti nanovlaken (Obrazek 2) potom patii také tepelnd a elektricka
vodivost, coZ jsou jen dalsi vyhody téchto materiala [16].
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Maji vyborné mechanické vlastnosti hlavné diky jejich ultratenkosti, a tvorbé vlaknitych
membran. Diky jejich povrchovym vlastnostem mohou byt vyuzity v Sirokém spektru aplikaci.
Jednim zjejich velmi vyznamnych vyuziti jsou kryty ran, které napomadhaji rychlému
a uplnému hojeni popalenin a riznych chronickych ran [19].

2.3.1 Materialy pouZivané pro pripravu nanovliken

Pokud jsou vldkna ptipravovana za ucelem jejich dalSiho vyuziti v biomedicing ¢i tkanovém
inzenyrstvi, musi byt nutné dodrZeny tyto vlastnosti: biokompatibilita a biodegradabilita.

Biokompatibilita v tomto ptipad¢ oznacuje vlastnost materialu, diky které pfi styku tohoto
materidlu se zivym systémem nedochazi k vzdjemnym negativnim interakcim. Biokompatibilni
material nesmi byt cytotoxicky a nesmi vyvolavat zddnou nebo jen velmi malou imunitni
odpovéd. Aby mohl byt material oznacen za biokompatibilni, musi byt také vSechny jeho
degradac¢ni produkty biokompatibilni [20]. V krajnich pfipadech, kdy vybrany polymer nema
idedlni vlastnosti pro pouziti v pozadované aplikaci, 1ze biokompatibilitu materialu uméle
zvysit napiiklad upravou hydrofobicity nebo biochemické afinity materidlu nanovldken
k zivym bunkam [21].

Jako biodegradabilita se oznacuje biologicka rozloZitelnost materialu v Zivotnim prostredi.
V lidském téle jsou biodegradabilni materialy postupné odbouravany biologickou cestou
a Vv pripad¢ scaffoldi nahrazovany nové regenerovanou tkani [22].

Nanovldkna lze ptipravit jak z pfirodnich, tak i1 syntetickych materiald. Jako pocatecni
material pro jejich pfipravu bereme synteticky nebo pftirodni polymer, ktery je vétSinou
ve form¢ polymerniho roztoku nebo taveniny [22].

Pro ptipravu nanovlaken se tedy pouZivaji syntetické polymery jako naptiklad kyselina
poly-mlécna (PLA), kyselina poly-glykolova (PGA), polyvinyl alkohol (PVA), polyuretan
(PU) nebo poly(mlécna-co-glykolovd) kyselina (PLGA). Mezi pfirodni biopolymery, které
se vyuZzivaji pro pfipravu nanovlaken se potom fadi naptiklad chitosan, kolagen, Zelatina nebo
celuloza. Tyto biopolymery se ziskdvaji z v pfirod¢ se vyskytujicich materiald, jako jsou
skofapky nebo dievo, houby, bakterie, rostliny a zvifata [23]. Tyto polymery jsou na bazi
polysacharidl nebo proteintl, coz je zobrazeno v nasledujici tabulce (Tabulka 1).

Tabulka 1: Priklad kiasifikace biopolymerii dle sloZeni [16]

Biopolymery na bazi polysacharida Biopolymery na bazi proteind
Alginat Sojovy protein
Chitosan PSeni¢ny protein
Kyselina hyaluronova Zein - kukufi¢ny protein
Kefiran
Pullulan

Pro vyrobu nanovldken pouzitelnych dale v mediciné a kosmetice se vyuzivaji predev§im
biologicky rozlozitelné polymery. Nanovldkna maji strukturu, do které¢ miizeme pro tyto
aplikace inkorporovat nejriznéjsi druhy chemickych sloucenin, mezi které patii napiiklad
antibiotika, proteiny, DNA i RNA nebo protinadorova lé¢iva [15].
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Mezi ptirodni biologicky rozlozitelné polymery patii také polyhydroxyalkanoaty (PHA).
Tyto polyestery organickych hydroxykyselin se akumuluji ve formé intracelularnich granuli
fadou prokaryotickych mikroorganismu. Riizné typy téchto sloucenin slouzi mikroorganismim
jako zasobni polymer a zaroven také navysuji robustnost mikroorganismu vii¢i fad¢ stresovych
faktorti. Tyto slouCeniny byvaji casto oznacovany jako bioplasty a mohou byt vyuzity jako
elastomery nebo termoplasty [24][25].

Typickym zastupcem PHA je polyhydroxybutyrat (PHB). Tento biopolymer i produkty jeho
degradace jsou obecné povazovany za zcela netoxické. 3-hydroxybutyrat (monomerni
jednotka) je pfirozenym metabolitem, jak u zivych organismd, tak i v lidském téle. Nekumuluje
se v zivotnim prostiedi a je zcela degradovatelny uvnitf organismi, véetné lidského téla [27].

PHA jsou hojné vyuzivany v zemédélstvi, medicin€, kosmetice i v textilnim pramyslu.
Konkrétnéji v medicin€ je PHB studovan jako nosi¢ aktivnich latek a jako matrice ve tkaniovém
inzenyrstvi. Piinasi také moznost vyuziti pfi hojeni ran a v pouziti nejriznéjSich implantati.
Zabranuje tvorbé biofilml patogennich bakterii, a tedy mize byt vhodny pro povrchovou
upravu kloubnich implantatt. Dale se PHB v dne$ni dob& pouziva i pro rozlozitelné stehy
[27][28].

2.3.2 Priprava nanovliken pomoci elektrospinningu

Proces elektrospinningu je znam uz od roku 1902, kdy jej vymysleli Morton a Cooley. Jeho
pravy vyznam vSak byl zjiStén az v roce 1995, kdy Doshi a Reneker pomoci skenovaciho
elektronového mikroskopu zjistili, Ze se ve skutecnosti jednd o jednu z metod pfipravy
nanovlaken a navrhli jejich vyuziti mimo jiné také v biomedicinském inzenyrstvi [29].

Jako elektrospinning popisujeme proces vyroby jemnych polymernich vlaken, které vznikaji
prostiednictvim elektrostatické sily z kapaliny (polymer, tavenina). Vznikaji ndm vlakna
riznych rozmérid (od vlaken s primérem nékolik desitek/stovek nanometrt az po vladkna
S primérem okolo péti mikrometrl). Materialy pouzivané pro zvladkinovani mizeme rozdélit
na organické polymery, biopolymery a anorganické materidly. To znamena, Ze touto technikou
muzeme vyrabét vlakna z pfirodnich i syntetickych polymert [30].

Aparatura musi nutné obsahovat zdroj vysokého napéti, ktery zabezpecuje vysoky elektricky
potencial mezi hrotem jehly a uzemnénym kolektorem, jehlu pripojenou K injekeni stiikacce
a jiz zminény kovovy kolektor. V dusledku povrchového napéti vznika na Spicce jehly kapicka
polymerniho roztoku a po zapojeni elektrického proudu se kapka za¢ne prodluzovat a vznika
tzv. Taylortv kuZel. Dal§im zvySovanim potencialu piekondvame povrchové napéti a ve sméru
kolektoru se tvofi polymerni vlakno. Po odpafeni rozpoustédla dopadd na kolektor polymer
ve své pevné forme. Aparatura mize byt sestavena vertikaln€ nebo horizontaln€ viz Obrazek 3.
Diky tomu, Ze elektrospinning nevyzaduje pro tvorbu nanovlaken ptsobeni tepla, miiZe se tato
metoda pouZzivat 1 pro vlakna, ktera jsou vyrabény z termolabilnich latek. Navzdory této vyhodé
je elektrospinning citlivy na vlivy okolniho prosttedi jako je naptiklad vlhkost (vlakna nejsou
dostatecné vysusena a lepi se) [30].
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Obrazek 3: Schématické zobrazeni aparatury elektrospinningu a) vertikdlni b) horizontdlni [30]

2.3.3 Priprava nanovliken pomoci forcespinningu

Prestoze ma elektrospinning spoustu vyhod, bylo potieba vyvinout efektivnéjsi zptisob ptipravy
nanovlaken. Za ucelem standardizace priméru vlaken, ulehceni celkové vyroby a zabranéni
tvorby bublin vyvinula spole¢nost Lozano metodu zvanou forcespinning. Tato metoda je
zalozZena na odsttedivych silach (na rozdil od elektrospinningu, ktery vyuziva elektrostatickych
sil). Tato skutecnost vyrazné zvysuje selekci materialti pouzitelnych pro zvlaknovani, a tedy
mohou byt zvlaknovany jak elektricky nevodivé tak i elektricky vodivé materidly. Mohou byt
pouzity taktéZ pevné materialy bez ptidaného rozpoustédla jejich roztavenim a v tomto stavu
byt zvlakiiovany. V pifipadé potieby lze zvldknovaci trysku zahtivat, pokud pracujeme
s vysokoteplotnimi rozpoustédly [29][31].

Roztok polymeru je zahtivan na teplotu tani a poté je piivadén do zvlakiovaci trysky, ktera
obsahuje mnozstvi otvort. Rychlost otaceni trysky dosahuje az 20 000 ot/min. Ota¢enim vznika
odstrediva sila, diky které je polymer vyhdnén skrz otvory v trysce a v podob¢ jiz polymernich
vlaken dopada na kolektor. Schéma metody je zobrazeno v Obrazek 4 [31] .

Dalsi moznosti je pfivadéni polymeru na rotujici ter¢ bez samotného zahtivani. Polymer je
na tento ter¢ ptikapavan (napiiklad pomoci pipety), kde otaenim stejné jako v predchozim
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pripad¢ vznika odstfediva sila, diky které je polymer rozhanén do stran a v podob¢ polymernich
vladken dopada na kolektor.

Vlastnosti vznikajicich nanovldken je mozné upravovat pomoci mnoha nejriiznéjsich
faktorti, mezi které patii naptiklad rychlost otaCeni trysky, jiz zminénd teplota zvlaknovaci
trysky a také teplota uvnitt fungujiciho zafizeni. DalSimi parametry pro upravu vlastnosti
vznikajicich nanovlaken jsou napiiklad vzdalenost trysky od kolektoru nebo i typ polymeru
a jeho koncentrace. Mezi materidly, které se v praxi uspésné€ vyuzivaji pro tvorbu nanovlaken,
patii naptiklad celul6za, polylaktid, polyethylen, PHA, PHB, PA, PTFE nebo PVDF [29][31].

‘ Kolgktor

Kolektor \
\
| 2Zvldkfiovaci tryska

=
\‘I‘

Obrazek 4: Schéma aparatury pro forcespinning [32]

2.3.4 Dalsi mozZnosti pripravy nanovliken

JiZ zminény elektrospinning a forcespinning jsou diky jednoduchosti jedny z nejoblibenéjSich
zpiisobl ptipravy nanovlaken. Existuje ale spousta dal§ich moznosti jejich ptipravy, mezi které
patii naptiklad: fazova separace, tazeni, technologie tavného vyfukovani nebo odstredivé
zvlaknovani [16].

Pti taZeni jsou generovdna velmi dlouhd jednotlivd nanovlakna. Tato metoda muze byt
pouzita pouze pro viskoelastické materidly, které mohou dosahovat vysokého stupné
deformaci, ale soucasn¢ ziistavaji dostatecn¢ pevné na to, aby vydrzely tlak béhem tazeni.
Je zde potieba mikropipeta a mikromanipulator. Tato mikropipeta se ponoii do kapky blizko
kontaktniho mista pfes mikromanipulator. Mikropipeta se potom z Kapaliny odtahuje rychlosti
asi 1-10“% m/s a soucasné se natahuji nanovlikna. Nevyhodou této metody je jeji nizkd
univerzalnost [33].

Pii fazové separaci se nejdiive misi polymer s rozpoustédlem a poté podléhd gelaci.
Po preméné na gel probiha samotnd fazova separace. Rozpoustédlo je odpafeno a po vysuSeni
ziskavame nanovldkna. Dle typu polymeru, rozpoustédla a koncentrace roztoku se upravuje
teplota vhodna k prevodu polymeru v rozpoustédle na gel. Ma a Zhang popsali tuto metodu
pro PLLA (kyselina poly(L-mlé¢na)) v péti hlavnich krocich a témi jsou: rozpusténi polymeru,
gelace, extrakce rozpoustédla, zamrazeni a suSeni mrazem [33].
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Obrdzek 5: Schématické zobrazeni technologie tavného vyfukovani, [35]

Technologie tavného vyfukovani spociva v jednokrokové produkci nanovldken pomoci
taveni polymeru a protlaceni této taveniny tryskou. Schéma aparatury pro tuto metodu pripravy
nanovlaken je zobrazeno ve vySe uvedeném obrazku (Obrazek 5). Vysledny produkt je
zachycovan ohtatym vzduchem, ktery proudi vysokou rychlosti. Touto metodou Ize pfipravovat
nanovlakna az v fadech stovek nanometra [35].

2.3.5 Pristupy pro inkorporaci lé¢ivych latek do nanovliken

Pfi urovani vzoru uvoliovani 1é¢ivych latek z nanovlaken je jednou z velmi dilezitych
proménnych také technika inkorporace 1é¢iv do danych nanovlaken. Ruzné pfistupy
inkorporace 1é¢ivych latek mohou byt pouzity na zdklad¢ fyzikalné-chemickych vlastnosti
lécivé latky, jako jsou hydrofobicita, hydrofilita a molekulova hmotnost. Také zaleZi na druhu
1é¢iva, a tedy jestli jde o molekularni 1éky, proteiny nebo geny. Mezi tyto pfistupy patii
naptiklad smésné elektrostatické zvlaknovani, povrchovéa imobilizace, emulzni elektrostatické
zvlaknovani nebo koaxialni elektrostatické zvlakinovani [36][37].

2.3.5.1 Smésné elektrostatickeé vlakriovani

Smésné elektrostatické zvlakiiovani spocivd jednoduSe v rozpusténi polymeru a IléCiva
vV rozpoustédle a nasledném elektrospinningu. Smésny roztok polymeru je zodpovédny
za modifikaci a ndvrh vzoru uvolnovani léCiva a také za posileni fyzikalné-chemickych
a mechanickych vlastnosti vznikajicich nanovldken. Distribuce a kinetika uvoliiovani 1éciva
zavisi na kompatibilit€¢ polymeru slécivem a rozpustnosti 1éCiva. Je to nejjednodussi
jednokrokova metoda pro inkorporaci 1é¢iv do nanovlaken [38][39].

Konstantniho uvolovani 1é¢iva zde muzeme dosdhnout Vv kombinacich hydrofobni
l1é¢ivo/hydrofobni polymer nebo hydrofilni 1é¢ivo/hydrofilni polymer. Naptiklad hydrofilni
1é¢iva jako doxorubicin nebo proteiny mohou byt rozptyleny v hydrofilnich polymerech, mezi
které patii napiiklad PV A [40]. Podobn¢ jako u doxorubicinu, hydrofobni 1é¢iva jako paclitaxel
mohou byt rozptyleny v hydrofobnich polymerech nebo organickych rozpoustédlech [41].
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2.3.5.2 Emulzni elektrostatické zvldkriovani

Emulzni elektrospinning je ucinna, nakladové efektivni metoda pro inkorporaci Iéciv
do nanovléken a vyrobu nanovlaken typu jadro-plast’ s vysokym potencialem. Pfi této metodé
je tifeba dispergovat 1éCivo v organickém médiu a polymer dispergovat ve vodném médiu,
zvlast. Tyto dva roztoky se smisi a piidava se emulgator. Roztok je dale vortexovan
az do vzniku emulze. Tato emulze je nasledné vyuzivana k elektrospinningu [36]. Stabilita
emulze a uvoliiovani lé¢iva jsou ovliviiovany tfemi riznymi fazemi. Olejovou fazi, vodni fazi
a emulgatorem pouzivanym k formovani samotné emulze. Zachyceni bioaktivnich molekul
do struktury nanovlaken potom zavisi na stabilité emulze [42].

V této metod¢ jsou léCivo i polymer rozpoustény v riznych rozpoustédlech, diky cemuz
nejsme vazani na jedno rozpoustédlo, jako je tomu u smésného elektrostatického zvldknovani.
Dalsi vyhodou této metody je to, ze kontakt léCiva a organického rozpoustédla
je minimalizovan a mulzeme tak vyuzit rdznych kombinaci hydrofobniho polymeru
a hydrofilniho 1é¢iva [43].

2.3.5.3 Koaxidlni elektrostatické zvlakniovani

Koaxialni elektrospinning je dalsi metodou pro ptipravu nanovlaken typu jadro-plast. V tomto
ptipadé se zvlaknovaci tryska skldda ze dvou jehel, vn&jsi jehly a vnitini jehly, které odd¢€lu;ji
dvé vzajemné nemisitelné roztoky. Tyto roztoky jsou zvlédknovany zaroven a léCiva jsou
enkapsulovéana v jadro nanovlakna, coZ umoznuje fizené uvolnovani lé€iva. Touto metodou
mohou byt enkapsulovany nejen 1é¢iva, ale také rustové faktory, proteiny a geny [41][44].

Diky koaxidlnimu elektrospinningu miiZzeme vytvafet rizné systémy pro fizené podavani
1é¢iv. Enkapsulacni ucinnost pfi této metode je vysoka a diky uzavieni 1€¢ivé latky v jadru
se predchéazi okamzitému uvoliiovani 1é¢iva. Nejdiive jadro polymeru nabobtna a ve skofapce
se vytvori pory, coz uvolni 1é¢ivo [41][45].

2.3.5.4 Povrchova imobilizace

Povrchova imobilizace nebo jinak povrchova funkcionalizace je nejjednodussim zpiisobem,
jak prichytit 1é¢ivo na povrch nanovlaken pomoci chemickych ¢i fyzikalnich prostfedkd. Diky
vysokému pomeéru povrchu k objemu jsou pfitomna rizna mista pro adhezi 1ékovych skupin
na povrch nanovlaken [46][47].

Fyzikaln¢ je molekula 1é¢iva drzena na povrchu vlakna pomoci van der Waalsovych sil,
elektrostatickych interakci, vodikovych vazeb a hydrofobnich reakci. Naptiklad pro fyzikalni
imobilizaci ristovych faktori se pouziva heparin [48]. Dalsi moznosti je chemicka modifikace
pouzitim karboxylu, aminu, thiolu nebo hydroxy skupin. Chemicky modifikovana vldkna
vykazuji vzor pomalého uvoliovani 1é¢iv a snizuji jejich okamzité uvoliovani [49].

2.4 Nanocastice

Jako nanocastice oznacujeme velmi malé ¢astice o velikosti mezi 1 a 100 nanometry. Jsou
pro lidské oko neviditelné, ale mohou vykazovat vyrazné odlisné fyzikalni a chemické
vlastnosti, nez vétsi ¢astice ze stejného materidlu. VEtSina nanocastic se sklada pouze z nékolika
stovek atomu [50].

Vlastnosti materiali se méni s ptiblizovanim se jejich velikosti k atomovému méritku.
To je zplisobeno zvySovanim pomeéru plochy povrchu k objem, a tedy povrchové atomy
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materialu zodpovidaji za jeho vlastnosti. Nanocastice maji vzhledem ke své malé velikosti
velkou plochu povrchu, na rozdil od objemovych materialt jako napiiklad prasky nebo folie.
Diky této vlastnosti disponuji nanocastice neCekanymi optickymi, fyzikdlnimi a chemickymi
vlastnosti, protoze jsou dostate¢né malé na to, aby mohly omezit své elektrony a produkovat
kvantové efekty [50].

Navic, kdyz se ¢astice velikostné blizi nanomé&fitku s charakteristickou délkovou stupnici
blizici se nebo mensi nez je de Brogliecho vlnova délka nosi¢e naboje (elektrony a diry)
nebo vinova délka svétla, periodické hrani¢ni podminky krystalické Castice jsou zniceny,
nebo se zméni atomova hustota na povrchu amorfnich ¢astic. Jak jiz bylo feCeno, diky
této skutecnosti se mnoho fyzikalnich vlastnosti nanocastic zcela 1i8i od sypkych materialu,
coz piinasi sirokou skalu novych v primyslu vyuzitelnych aplikaci [50][51].

Stabilita, tendence uspofadat se bez vnéjSich podnéti a vzajemné interakce nanocastic
na rozhrani tekutin jsou velmi dtlezité pro mnoho koloidnich aplikaci. Excitace povrchovych
plazmoni v kovovych nanocasticich zpiisobuji specialni optické vlastnosti, které 1ze nasledné
vyuzit v medicing, energetice nebo tfeba technologiich pro ochranu zivotniho prostiedi.
Z magnetickych nanocastic se mohou stat nanoc¢astice superparamagnetické, které velmi rychle
reaguji na vnéj$i magnetické pole stéméf nulovou remanenci (zbytkovd magnetizace
po ukonceni puasobeni vné&jsiho magnetického pole). Tyto vlastnosti jsou zakladem
pro aplikace, jako jsou napftiklad biomedicinské zobrazovaci a informaéni technologie. Diky
nékterym zdkladnim funkcim nanocastic, jako je napiiklad katalyza elektrochemickych reakci
nebo zvySeni ptenosu elektronli, mohou byt tyto castice velmi uzite¢né v procesech navrhovani
novych elektrochemickych snimacich systému [51].

2.4.1 Klasifikace nanocastic

Nanocastice mtizeme rozdé¢lit do nékolika kategorii v zavislosti na jejich morfologii, velikosti
a chemickych vlastnostech.

Prvni skupinou jsou nanoc¢éstice na bazi uhliku. Mezi hlavni skupiny uhlikovych nanocastic
patii fullereny a uhlikové nanotrubice. Fullereny jsou alotropni formy uhliku ve formé
kulovitych dutych kleci. Diky své elektrické vodivosti, struktury, sily, elektronové afinity
a vSestrannosti vzbuzuji vSeobecny zdjem v nejruzngjSich odvétvich primyslu. Jsou
sloZzené z pentagondlnich a hexagonalnich uhlikovych utvarl, pfi€emz kazdy uhlik podléha
hybridizaci sp? [51].

Prodlouzenou, trubicovou strukturu o priméru 1-2 nm potom maji uhlikové nanotrubice.
Jsou tvoteny rolovanim uhlikového listu. Vznikajici struktura mize byt nasledné jednosténna,
dvousténna, pfipadné mnohosténna. Tyto materidly se diky jejich jedinecnym fyzikéalnim,
chemickym a mechanickym vlastnostem pouzivaji krom plivodni podoby také
Vv nanokompozitech pro komeréni aplikace. Tyto aplikace zahrnuji napiiklad plniva, G¢inné
adsorbenty plynl pro zivotni prostiedi nebo také nosna média pro anorganické i organické
katalyzatory [51].

Dalsi skupinou jsou kovové nanocastice, které byvaji sloZzeny ¢isté z kovovych prekurzora.
Tyto nanocCastice maji diky plazmonové rezonanci jedinecné optoelektrické vlastnosti.
Nanocastice tvofené alkalickymi a uslechtilymi kovy (Au, Ag, Cu) maji Siroky pas absorpce
ve viditelné ¢asti elektromagnetického spektra. Diky jejich vynikajicim optickym vlastnostem
jsou vyuzitelné v mnoha odvétvich vyzkumu. Napiiklad potahovéni zlatymi nanoc¢éasticemi se
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pouziva pii vzorkovani ve skenovaci elektronové mikroskopii k zesileni toku elektronti. Diky
tomu ziskavame obrazy vysoké kvality [51].

Jako keramické nanocéstice oznacujeme anorganické nekovové pevné Castice, které jsou
syntetizovany pomoci pusobeni tepla a nasledného chlazeni. Mohou tvofit rizné struktury
a témi jsou amorfni, polykrystalické, pordzni, duté a plné. Tyto ¢astice vzbuzuji zdjem védcu
hlavné diky jejich moznym aplikacim v katalyze, fotokatalyze, fotodegradaci barev
a v neposledni fadé také v zobrazovacich metodach [51].

Polovodivé materialy maji vlastnosti na hranici mezi kovy a nekovy, a praveé diky témto
vlastnostem mluvi literatura o nejriznéjSich aplikacich. Nanocastice na bazi polovodic¢t maji
Siroka pasma, a proto vykazuji vyznamné zmeény jejich vlastnosti pii ladéni pasem. Diky tomuto
faktu jsou velmi dulezité stejné jako keramické nanocastice ve fotokatalyze a dale také
ve fotooptice a konstrukci elektronickych zafizeni. Pravé nanocastice ztady téch
polovodi¢ovych maji mimotadné ucinky naptiklad v aplikacich rozdélovani vody [51][52].

Dalsi skupinou jsou nanocastice na bazi polymertl. Tyto nanocastice jsou bézné€ organického
puvodu a jsou tvarovany jako nanosféry nebo nanokapsule. Nanosféry jsou matricové Castice,
jejichz celkova hmotnost je pevna a ostatni molekuly jsou na vnéjsi strané¢ povrchu sféry.
V ptipad€ nanokapsuli je veskera pevnd hmota uvniti ¢astice. Oba typy téchto ¢astic snadno
podléhaji funkcionalizaci a nachazeji tak celou fadu aplikaci [51].

Posledni skupinou jsou nanolastice na béazi lipidi. Radime mezi né i lipozomy.
Tyto nanocastice obsahuji lipidické skupiny a jsou velmi efektivné vyuZzivany piedevs§im
v biomedicinskych aplikacich. Tyto ¢astice jsou zpravidla kulovitého tvaru s primérem mezi
10 a 1000 nm. Stejné jako nanocastice na bazi polymert vlastni lipidické nanocastice pevné
lipidové jadro a matrici z rozpustnych lipofilnich molekul. Vné&jsi jadro téchto ¢astic mize byt
stabilizovano pomoci emulgatori nebo povrchové aktivnich latek. Existuje specidlni obor,
lipidova nanotechnologie, ktery se zamétfuje predev§im na navrhovani a syntézu nanocastic
na bazi lipida pro nejriiznéjsi aplikace, mezi které patii napiiklad nosice 1é¢iv a uvoliovani
RNA pii 1é¢bé rakoviny [51].

Lipozomy jsou malé sférické vezikuly, tvofené ve vétSing€ piipadl lipidovou dvojvrstvou
a vnitinim  prostfedim, oddélenym od wvngj$iho prostfedi. Diky jejich biokompatibilité,
hydrofobnim a hydrofilnim vlastnostem (amfifilni charakter) a jejich velikosti jsou stfedem
z4jmu v systémech dorucovani 1éCiv do organismu. Byvaji tvofeny zpravidla cholesterolem
a netoxickymi fosfolipidy. Na vné&j$im povrchu mohou byt obohaceny o ligandy, které pozdéji
slouzi k rozpoznani a ptijmuti lipozomu danou tkéni. Existuji rizné druhy lipozom, naptiklad:
mnoholamelarni vezikuly (MLV), malé jednolamelarni vezikuly (SUV) a velké jednolamelarni
vezikuly (LUV) [53].

2.4.2 Metody pripravy nanocastic

Syntézu nanocastic mizeme rozdélit do dvou hlavnich pfistupt, kterymi jsou bottom-up
atop-down. Tyto dva pfistupy se poté déli do mnoha dalSich postupi podle provedeni,
mechanismu reakci a protokolt.

Top-down syntéza vyuziva destruktivnich postupti. VEtsi molekuly jsou rozloZzeny na mensi
¢asti a tyto Casti jsou nasledné prevedeny na pozadované nanocastice. Patii zde naptiklad mleti,
laserova fragmentace, sonifikace, chemicka depozice z plynné faze nebo fyzikalni depozice
Z plynné faze. Pomoci tohoto ptistupu bylo syntetizovany napiiklad magnetitové nanocastice
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Vv pfitomnosti kyseliny olejové, koloidni uhlikové nanocastice nebo také nanocastice oxidu
kobaltnato-kobaltitého (C0304) [51][54][55].

Bottom-up syntézy funguji v opaéném sméru. Nanocastice jsou postupné formovany
Z jednodussich ¢asti. Spadaji zde naptiklad sedimentacni a redukéni procesy zahrnujici sol gel,
zelenou syntézu, spiadani a biochemickou syntézu [56].
Uhlikové nanotrubice jsou ¢asto syntetizovany depozici uhlikovych prekurzort, zejména tedy
atomt uhliku, které jsou odpatfovany z grafitu pomoci laseru nebo elektrick¢ého oblouku.
V dnesni dob¢ jsou syntetizovany také technikou chemické depozice z plynné faze.

V mediciné¢ nejcastéji pouzivané nanocastice zvané lipozomy, byvaji pfipravovany
z cholesterolu a pfirodnich netoxickych lipidi narusenim bunécné membrany pomoci
ultrazvuku (sonifikace) [53].

2.5 Antimikrobialni latky

Jako antimikrobialni latky oznacujeme latky, které usmrcuji mikroorganismy nebo zastavuji
jejich rist. Dle druhu mikroorganismu, proti kterému primarné U¢inkuji, je mizeme délit
na antibiotika piisobici proti bakteriim a antimykotika ptsobici proti houbam. Déle je mtizeme
délit také podle jejich funkce na bakteriostatické (inhibuji rdst) a baktericidni (usmrcuji
mikroorganismy) [58].

Mezi hlavni tfidy antimikrobialnich latek patii dezinfek¢éni prostfedky, antiseptika
a antibiotika. Termin antibiotikum se plivodné pouzival pouze pro antimikrobidlni latky ziskané
ze zijicich mikroorganismu. V soucasné dob¢€ se mezi antibiotika fadi také chemoterapeutika,
tedy syntetické antimikrobidlni latky, jako jsou naptiklad sulfonamidy nebo

fluorochinolony [57].
2.5.1 Kurkumin

Kurkumin (diferuloylmethane) je nizkomolekularni polyfenol, ktery byl poprvé chemicky
charakterizovan v roce 1910 a je oznacovan za nejaktivnéjsi slozku kurkumy. Kurkumin patii
mezi pfirodni barviva a je zbarven do zluta/oranZova, pficemz pii pH vyS$im neZ 7 méni své
zbarveni do ¢ervena [59].

Vyrabi se extrakci z oddenkt rostlinnych druhti rodu kurkuma, ptfedev§im Kurkuma dlouha
a protirakovinné ucinky pii ordlnim nebo topickém podani. Mimo jeho silnou antioxidacni
kapacitu pii neutrdlnim a kyselém pH zahrnuji jeho mechanismy tuc¢inku také inhibici nékolika
bunécnych signalnich drah na vice Grovnich. Déle ma také G¢inky na bunééné enzymy, mezi
které patii naptiklad cyklooxygenaza a glutathion S-transferazy, imunomodulaci a ovliviiuje
také angiogenezi a adhezi bunék k ostatnim buitkam. Predpoklada se, ze schopnost kurkuminu
ovlivilovat transkripci genti a indukovat apoptéozu v preklinickych modelech, bude mit
V budoucnu pravdépodobné zvlastni vyznam v chemoterapii a chemoprevenci u pacientl
s rakovinou [59][60].
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Obrdzek 6: Tautomerni preména curcuminu ve fyziologickych podminkdach [59]

Je to bis-o,B-nenasyceny [-diketon a existuje Vv rovnovazném mnozstvi se svym enol
tautomerem (Obrazek 6). V kyselych a neutralnich vodnych roztocich a bunééné membrané
pievazuje bis-keto forma. V rozmezi pH 3-7 se kurkumin chova jako neobycejny donor
vodikovych atom [61]. To je zplsobeno tim, ze keto forma kurkuminu obsahuje
heptadienonové spojeni mezi dvéma methoxyfenolovymi kruhy, které obsahuji vysoce
aktivovany uhlikovy atom, pfi¢emz C-H vazby na tomto uhliku jsou velmi slabé diky
delokalizaci neparovych elektroni na pfilehlych kyslicich [62][59].

V zasaditém prostiedi je kurkumin nestabilni a degraduje béhem asi 30 minut na tyto
produkty: trans-6-(4‘-hydroxy-3°-methoxyfenyl)-2,4-dioxo-5-hexanal, kyselina ferulova,
feruloylmethan a vanilin [63]. Tato degradace muize byt blokovana v kultiva¢nich médiich nebo
fosfatovych pufrech s pH nad 7 pomoci fetdlniho bovinniho séra, lidské krve nebo adici
antioxidantut, jako je napiiklad kyselina askorbova, N-acetylcystein nebo glutathion. V kyselém
prostiedi probiha tato degradace mnohem pomaleji [61].

Tonnensen a Karlsen studovali fotochemickou stabilitu kurkuminu, coz tstilo v prvni
navrhy toho, ze by kurkumin mohl potencialné mit antimikrobialni aktivitu po fotosenzitizaci.
Zjistili, ze je kurkumin citlivy na svétlo a diky tomu by mély byt vzorky obsahujici kurkumin
chranény pied svétlem [64].

Relativni molekulova hmotnost kurkuminu je 368,37 a jeho bod tani je 183 °C. Pro UV
spektrofotometrické stanoveni se maximalni svételnd absorpce u curcuminu pohybuje kolem
420 nm. Komeréné prodavany kurkumin obsahuje kurkuminoidy demethoxykurkumin
(10-20 %) a bisdesmethoxykurkumin (vétsinou méné nez 5 %) [59]. Studie preklinickych
modeli karcinogeneze prokazaly, ze komer¢ni curcumin ma stejné inhibi¢ni u€inky jako Cisty
kurkumin [65][66].
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2.5.2 Ampicilin

Ampicilin se fadi mezi Sirokospektralni antibiotika ze skupiny aminopenicilini a pysni
se mnoha antibakterialnimi ucinky vuci grampozitivnim, gramnegativnim a anaerobnim
bakteriim. Byl poprvé popsan vroce 1962 a jeho systematicky nazev zni takto:
(2S,5R,6R)-6-[(2R)-2-amino-2-fenylacetamido]-3,3-dimethyl-7-0x0-4-thia-1-azabicyklo
[3.2.0]heptan-2-karboxylova kyselina [67]. Struktura je zobrazena Vv nasledujicim
obrazku (Obrazek 7).
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Obrazek 7: Struktura ampicilinu [68]
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Je to semisynteticky aminopenicilin, ktery neni odolny vic¢i B-laktamazam. Mechanismus
jeho ucinku je zaloZen na inhibici syntézy bakteridlni st€ny ve fazi ristu a to tak, Ze blokuje
proteiny vazajici penicilin (PBP), mezi které patii naptiklad transpeptidazy. Ampicilin
je rozkladan penicilinazou a dal$imi f-laktamazami bakterii, proto se v posledni dob¢ pouziva
v kombinaci s inhibitory B-laktamaz (sulbaktam, tazobaktam) [69][70].

Molekulova hmotnost ampicilinu je 394,4 g/mol. Do organismu je mozné jej podavat
peroralng 1 parenterdlné (intravendzné ¢i intramuskuldrné) a je vylu€ovan pfevazné ledvinami.
Pouziva se prevazné pti 1é¢beé hemofilovych a enterokokovych infekei a listeriozy [70].

2.6 Antimikrobiilni testy

Antimikrobidlni testy se pouZivaji ke zjisténi mikrobidlni aktivity ve studovanych vzorcich.
V lidské ktiZi se za normalnich okolnosti vyskytuji mikroorganismy riznych druht, predevsim
pak rodu Staphyloccoccus. Kozni maz obsahuje vyssi koncentraci triglyceridu a praveé v téchto
mistech se vyskytuji bakterie se schopnosti produkovat lipdzy, naptiklad lipofilni
korynebakterie. Dale se na lidské kizi normalné€ vyskytuji kvasinky, naptiklad z rodu Candida
nebo Pityrosporum [71][72].

Pied provedenim antimikrobialnich testi je potfeba mikroorganismy kultivovat. K tomu aby
mohly mikroorganismy fadné nartst jim musi byt nutné poskytnuty veskeré Ziviny potiebné
K jejich rustu a musi byt zajistény optimalni fyzikalni podminky [71].

25



2.6.1 Dilu¢ni metody

Pomoci dilu¢nich metod zjistujeme nejnizsi koncentraci zkoumané latky, ktera viditelné
inhibuje rust ptitomného mikroorganismu (MIC). Mezi tyto metody fadime bujoénovou dilu¢ni
metodu a agarovou dilu¢ni metodu. Pfesné mnozstvi testované latky se ptidava do kultiva¢niho
média a nasledné se sleduje pokles rustu mikroorganisma v médiu [73][74].

2.6.2 Difuzni metody

U difuznich metod se sleduje klesajici gradient koncentrace, ktery vznika difuzi testované latky
ze zdroje do okoli. Na rozdil od dilu¢nich metod se provadéji na pevnych pudach, na jejichz
povrchu jsou zaoCkovany testovaci mikroorganismy. Po provedeni testu se hodnoti
tzv. inhibi¢ni zony [73][74].

2.6.3 Epsilon test

Tato metoda kombinuje obé vyse uvedené metody, diluéni i difuzni. Na agar se nanese testovaci
mikroorganismus a nasledné jsou aplikovany Epsilon testové prouzky. Tyto testovaci prouzky
maji na svych koncich koncentracni gradient testované latky. Ta déle pronika do média
a ovlivituje rust pritomnych mikroorganismi. Po ukoncéeni kultivace se tvofi elipsoidni
inhibi¢ni zona, ze které se odecita hodnota MIC tak, Ze se odeCte v misté¢ priniku okraje
prouzku s hranici ristu testovanych mikroorganisma [75].

2.7 Testy bezpe¢nosti

Spousta materiali byva vyuzivana v medicing, farmaceutickém a kosmetickém primyslu.
Pro zajiSténi neSkodnosti vici lidskému organismu vyslednych produkti je tfeba provadét
bezpecnosti testy.

2.7.1 Buné¢né kultury

Pii testech bezpecnosti se vyuZivaji kultury lidskych bunék. Tyto buné¢né kultury miZeme
rozdé€lit na primarni linie, bunééné kmeny a bunécéné linie.

Primarni kultury se skladaji z bunék, které jsou odebrany ptimo z organismu. Tyto kultury
maji velmi kratkou Zivotnost. U primarni kultury je Zivotnost pouze nékolik dni a nasledné je
tteba bunky pievést do nového média. Tento pifevod nazyvame pasazovani. Primarni kultury
slouzi pfedevsim k vyselektovani bunék, které jsou vhodné ke kultivaci [76].

Bunééné kmeny potom vznikaji z bun€k, které uz byly alesponi jednou pasdzovany.
Jsou to kultury normaélnich diploidnich bunék, které vydrzi vétSinou kolem 40-50 dé€leni
a nasledn¢ zanikaji [76].

Bunééné linie jsou kultury, které maji prakticky neomezenou zivotnost a jsou schopné
se neomezené dé€lit, po uréité dobé vSak muze dochazet k riznym mutacim. Tyto kultury
vznikaji z bunéénych kmeni na zakladé transformace, pfipadné mohou byt izolovany piimo
z zivé tkané. Jako ptiklad mizeme pouzit HeLa bunky, které byly izolovany v 50. letech 20.
stoleti z karcinomu délozniho hrdla Henrietty Lacksové [77].
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2.7.2 Testy cytotoxicity

Vsechny materidly, které maji byt pouzity jako aktivni slozky pro zlepSeni fyziologickych
funkci do lidského organismu, musi byt nutné€ otestovany, a to na nékolik rznych faktorti. Mezi
tyto faktory patfi toxicita pro bunky a tkang, karcinogenita a vyvolani nezadoucich imunitnich
reakci v pfipad¢ jejich pfitomnosti. Ke zjisténi nezavadnosti materidli potom slouzi
cytotoxicke testy, diky kterym zjistujeme, zda urcité latky nejsou toxické pro bunky lidského
organismu [78].

2.7.21 MTT test

MTT, tedy 3-[4,5-dimethyl-2-thiazolyl]-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromid, je zluty
prasek tetrazoliové soli. MTT test cytotoxicity je kolorimetrickd metoda, pii které je MTT
redukovan v Zivych bunikdch mitochondridlnimi dehydrogendzami na fialové-modry formazan.
Pted samotnym métenim je vSak nutné vzniklé krystaly formazanu rozpustit a mnozstvi tohoto
rozpusténého formazanu je poté vyhodnocovano spektrofotometricky a ukazuje ndm miru
zivotaschopnosti bunék. Hodnota absorbance roztoku odpovida mnozstvi Zivych bunék, a tedy
¢im tmavsi barva, tim vice zivych bunék je v médiu s danym vzorkem. Mezi nevyhody této
metody testovani cytotoxicity patii nedostatecnad redukce MTT a jeho mozné ovliviiovani
riznymi parametry, jako je napiiklad pH média [78].
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Obrdzek 8: Redukce MTT na formazan [79]
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3 CILE PRACE

Cilem této prace je vyvoj a pfiprava antimikrobiadlnich nanostrukturnich biomateriala
a testovani jejich bezpecnosti. Soudsti prace je feSeni nasledujicich dil¢ich uloh:
e Piehled materialti a postupti pfipravy nanovladken a nanocastic,
e optimalizace metod pfipravy kombinovanych materidli a aktivni antimikrobidlni
slozkou,
e stanoveni antimikrobidlnich vlastnosti a bezpecnosti novych materiali s vyuzitim
ruznych typt bunék,
e vyhodnoceni a diskuse vysledkd.

28



4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

411

Chemikalie pro pripravu lipozomi

Cholesterol, Sigma-Aldrich (DEU)
L-a-fosfatidylcholin, Sigma-Aldrich (DEU)
Chloroform, Lach-Ner (CZE)

Chemikalie pro pripravu PHB vlaken

Chloroform, Lach-Ner (CZE)
Polyhydroxybutyrat

Chemikalie pro stanoveni antioxidacni aktivity

ABTS, Sigma-Aldrich (DEU)
Peroxodisiran draselny, Sigma-Aldrich (DEU)
Trolox, Sigma-Aldrich (DEU)

Chemikalie pouZité pro praci s buiitkami

3-[4,5-dimethyl-2-thiazolyl]-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromid (MTT), Duchefa
Biochemie (NLD)

Dodecylsiran sodny, Serva (DEU)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM medium), Sigma-Aldrich (GBR)

Fetalni bovinni sérum, HyClone (USA)

Trypsin, Versene EDTA, P-Lab (CZE)

Chlorid sodny p.a., Vitrum-LachNer (CZE)

Dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a., Vitrum-LachNer (CZE)

Antibiotic-Antimycotic 100X (Biosera), Biotech (DEU)

Chemikalie pouzité pro praci s mikroorganismy

Yeast Extract Powder, Himedia (IND)
Pepton aus Casein, Himedia (IND)
D-glukosa monohydrat, LachNer (CZE)
Nutrient broth (NB), Himedia (IND)
Lysogeny broth (LB broth)

Brain Heart Infusion medium (BHI medium), Himedia (IND)
Agar, Himedia (IND)

Glycerol

Ethanol p.a., LAchNer (CZE)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Klotrimazol

Pouzité ucinné latky
Curcumin, Sigma-Aldrich (DEU)
Ampicilin, Sigma-Aldrich ( DEU)
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4.2 Pouzité pristroje a pomiicky

e Analytické vahy, Boeco Germany (SRN)

e Vortex TK3S, Kartell spa (USA)

e Centrifuga, Sartorius Sigma (DEU)

e Centrifuga Boeco U-32R, Hettich Zentrifugen (DEU)

e Ultrazvukovy homogenizator Sonoplus HS 3200, Bandeline

e DLS analyzator Zetasizer ZS, Malvern (UK)

e Rotacni zvlaknovaci piistroj

e Biochrom WPA Biowave Il UV/Visible Spectrophotometer with Life Science Methods,
WPA Biochrom (UK)

e CellCulture CO2 inkubator, ESCO (DEU)

e Bihazard box, model Airstream ttidy I — ESCO, Biotech (CZE)

e Inverzni biologicky mikroskop i-101 LW Scientific, Laboserv (CZE)

e Automatické pipety v rtizném rozsahu objemu, Discovery (SRN) a Biohit (DEU)

e Kapalinovy chromatograf, Thermo Fisher

e Magneticka michacka s ohfevem, Lavat — Verkon (CZE)

e Spektrofotometr Helios y, Unicam (GBR)

4.3 Pouzité mikroorganismy

Pro testovani antimikrobialni aktivity byly pouzity mikroorganismy pochézejici z Ceské sbirky
mikroorganizmii Masarykovy univerzity v Brné.

e Candida glabrata (CCM 8270)

e Escherichia coli (CCM 7395)

e Micrococcus luteus (CCM 210)

e Staphylococcus epidermidis (CCM 4418)

4.4 Pouzité humanni bunky

Pro stanovena cytotoxicity byly v této praci pouzity humanni bunky linie HaCaT Human
keratinocytes cell line, ze sbirky buné¢nych kultur Cell Lines Service, Eppelheim (DEU).

4.5 Optimalizace pripravy kombinovanych materiali s aktivni antimikrobialni
sloZkou

Pro dalsi praci byly pfipravovany pomoci sonifikace lipozomy s obsahem PHB i bez obsahu
PHB. Byly testovany rizné koncentrace u¢innych latek enkapsulovanych do lipozomt. Déle
byla pfipravovana PHB vldkna pomoci forcespinningu a nasledné probihalo navazovani
pfipravenych ¢astic na pfipravend nanovlakna.

45.1 Stanoveni celkové antioxidacni aktivity kurkuminu pomoci ABTS

Byl ptipraven kation ABTS*" tak, ze byl ABTS rozpu$tén ve vodé na koncentraci 7 mM.
Nasledné byl radikalovy kation pfipraven pfidanim peroxodisiranu draselného na kone¢nou
koncentraci 4,45 mM. Takto piipraveny roztok byl ponecham 12 hodin ve tmé&. Pfed pouzitim
byl takto pfipraveny radikdlovy kation zifedén ethanolem na absorbanci 0,70010,02. Méteni
probihalo pii vinové délce 734 nm oproti ethanolu.
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Pfed zacatkem méfeni byla zjisténa hodnota Ag z1 ml ABTS*" s 10 ul DMSO. Samotné
méfeni probihalo ve z(zené kyvetg, kdy bylo k 1 ml ABTS** piidano 10 ul roztoku kurkuminu
a byl sledovan pokles absorbance po 10 minutéach.

Kalibra¢ni tada byla sestavena nafedénim roztoku Troloxu na rozmezi koncentraci
50-400 pg/ml, ktery byl rozpustén v 60% ethanolu. Jako slepy vzorek slouzil ethanol.

V programu MS Excel byla sestavena kalibra¢ni pfimka a zobrazena hodnota spolehlivosti.

y = 0,0013-x (1)
R? = 0,9945 2)

Pro zjisténi antioxidacni aktivity byly pfipraven zasobni roztok kurkuminu v DMSO,
ze kterého byly fedény nizsi koncentrace, které byly pouzity pro samotné méteni.

4.5.2 Priprava roztoku PHB

Byl pfipraven 4% roztok PHB v chloroformu. Dand mnoZstvi latek byla smichana
do laboratorni lahve DURAN a vlozena na elektrickou micha¢ku s ohfevem. Smés
byla zahtivana a michana do chvile, kdy roztok neobsahoval zadné pevné zbytky PHB.

Dale byl ptipravovan také 5% a 10% roztok PHB v chloroformu. Postup byl stejny
jako u 4% roztoku.

45.3 Priprava lipozomi

Metodou sonifikace, pomoci ty¢ového ultrazvukového homogenizatoru, byly pfipravovany
lipozomy s obsahem PHB i bez pfidavku této latky.

45.3.1 Priprava lipozomii s kurkuminem

Pro ptipravu pradzdnych lipozoma byl do destilované vody navaZen cholesterol a lecithin.
Pro piipravu lipozomi s enkapsulovanym kurkuminem byla k této smési navazena také jedna
z koncentraci kurkuminu (0,1 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,5 mg/ml, 1 mg/ml). Jednotlivé navazky
jsou uvedeny Vv nize uvedené tabulce (Tabulka 2).

Kadinky s takto pfipravenou smési byly vloZeny do sonikatoru. Sonifikace probihala vzdy
dohromady 1 minutu. Po sonikaci byly lipozomy vlozeny na elektrickou michac¢ku s ohfevem
do chvile nez se odpatil veskery chloroform. Nasledné byl obsah kadinek centrifugovan
po dobu péti minut pii 6000 ot/min. Nasledné byl supernatant slit a dale centrifugovéan po dobu
jedné hodiny pii 11 000 ot/min. Po odliti supernatantu byly ziskany lipozomy.

Stejnym zplUsobem byly pfipravovany také lipozomy sobsahem PHB a kurkuminu.
Ke smési lecithinu a cholesterolu byl pfidan vzdy 4% roztok PHB v chloroformu, ktery
predstavoval 30 % z celkového pevného podilu lipozomt. Smés s PHB byla do destilované
vody vylita tésné€ pred sonifikaci. Nasledné probihala sonifikace, zahiivani a centrifugace.

31



Tabulka 2: Prehled navazek chemikalii pro pripravu kurkuminovych lipozomii

Typ1l Typ2
Cholesterol 10 mg 10 mg
Lecithin 90 mg 60 mg
PHB - 30 mg
Kurkumin 1-10 mg 1-10 mg
Destilovana voda 10 ml 10 ml

4.5.3.2 Pfiprava lipozomii s ampicilinem

Pro pfipravu prazdnych lipozomt byl do destilované vody navazen cholesterol a lecithin.
Pro ptipravu lipozomi s enkapsulovanym ampicilinem byl k této smési navazen také ampicilin.
Jednotlivé navazky jsou uvedeny v nize uvedené tabulce (Tabulka 3).

Kéadinky s takto pfipravenou smési byly vlozeny do sonikatoru. Sonifikace probihala vzdy
dohromady 1 minutu. Nasledné byl obsah kadinek centrifugovan po dobu jedné hodiny pii
11 000 ot/min. Po odliti supernatantu byly ziskdny lipozomy.

Podobnym zptuisobem byly piipravovany také lipozomy s obsahem PHB a ampicilinu.
Ke smési lecithinu a cholesterolu byl ptidan vzdy 4% roztok PHB v chloroformu, ktery
predstavoval 30 % z celkového pevného podilu lipozomu. Smés s PHB byla vylita do
destilované vody tésné pied sonikaci. Po probéhnuti sonikace byly lipozomy vloZeny na
magnetickou michacku s ohfevem do doby nez se odpafil veskery chloroform. Po jeho odpateni
byl obsah kadinek centrifugovan jednu hodinu pti 11 000 ot/min.

Po odliti supernatantu byly ziskany lipozomy.

Tabulka 3: Prehled navazek chemikalii pro pripravu lipozomii s ampicilinem a PHB

Typ1l Typ2
Cholesterol 10 mg 10 mg
Lecithin 90 mg 60 mg
PHB - 30 mg
Ampicilin 10 mg 10 mg
Destilovana voda 10 ml 10 ml

45.4 Charakterizace lipozomi
U lipozomii byla métena jejich velikost, Zeta potencial, enkapsulac¢ni u¢innost a jejich stabilita.
45.4.1 Spektrofotometrické stanoveni enkapsulacni ucinnosti

Pro veskerd meéfeni provadéna pomoci spektrofotometru bylo nejprve zjisténo absorpcéni
maximum kurkuminu a ampicilinu. Jednotliva absorpcni maxima byla ziskdna proméfenim
absorp¢niho spektra v rozsahu vinovych délek 200-900 nm.

Pro stanoveni enkapsulacni i¢innosti u kurkuminu byla nejprve sestavena kalibra¢ni ptimka.
Byl pfipraven zasobni roztok kurkuminu v chloroformu o koncentraci 1 mg/ml. Tento roztok
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byl dale nafedén na koncentrace v rozmezi 6-0,25 pg/ml. U téchto koncentraci byla zmétena
absorbance pii 419 nm a sestavena kalibracni piimka.

Dale byly ptipraveny lipozomy (s PHB i bez PHB) s koncentracemi kurkuminu 1 mg/ml,
0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml a 0,1 mg/ml. Tyto lipozomy byly vlozeny do lyofilizatoru, aby bylo
odstranéna veskera vlhkost.

Pred lyofilizaci byly lipozomy zmraZzeny v kryomrazéku na -80°C.Lyofilizace probihala
po dobu 24 hodin.Lyofilizované lipozomy byly nasledné rozpustény v 10 ml chloroformu
a u takto ptipravenych vzorkl byla zmétena absorbance pii 419 nm. Ze ziskanych hodnot byla
pomoci kalibra¢ni pfimky vypocitana enkapsula¢ni u¢innost.

Pro stanoveni enkapsula¢ni t¢innosti u ampicilinu byla nejprve sestavena kalibracni pfimka,
stejné jako u kurkuminu. Byl pfipraven zasobni roztok ampicilinu 1,5 mg/ml. Tento roztok
byl dale natfedén na koncentrace v rozmezi 1,4-0,2 mg/ml. U téchto koncentraci byla zmétena
absorbance pii 268 nm a sestavena kalibra¢ni piimka.

Nasledné byly ptipraveny lipozomy (s PHB i bez PHB) s koncentraci ampicilinu 1 mg/ml.
Tésné po ptipraveé byly tyto lipozomy stoc¢eny pii 14 000 otaCkach po dobu 1 hodiny. Nasledné
byl odebran supernatant a byla zméfena jeho absorbance pro stanoveni koncentrace ampicilinu,
kterd byla nasledné odectena od celkového mnozstvi ampicilinu, a tak byla zjiSténa
enkapsula¢ni uc¢innost.

45.4.2 Stanoveni velikosti lipozomii pomoci DLS

Roztoky lipozomi, V destilované vodé i ve fyziologickém roztoku byly pfed samotnym
méfenim stokrat nafedény destilovanou vodou do zkumavek typu Eppendorf. U obou prostiedi
a u vSech druhti lipozomii byl pomoci DLS pfistroje Malvern Zetasizer zméten distribucni
koeficient a samotna velikost ¢astic, vzdy ve tiech opakovanich.

Castice pouzité pro méfeni jejich velikosti byly nejdiive odstiedéné po dobu 5 minut
na6 000 rpm a nasledné jest¢ po dobu 60 minut pti 11 000 rpm. Vznikly sediment
byl rozsuspendovan a nasledné natedén 100-krat.

4.5.4.3 Stanoveni stability lipozomii pomoci méieni Zeta potencidlu

Roztoky lipozomu v destilované vodé i1 ve fyziologickém roztoku byly pfed samotnym
meéfenim stokrat nafedény destilovanou vodou. Vybrany roztok byl vzdy umistén do Dip cely,
ktera byla uloZzena do DLS pfistroje Malvern Zetasizer. U obou prostiedi a u vSech druht
lipozomti byl Zeta potencial proméien vzdy ve tfech opakovanich.

Castice pouzité pro méfeni jejich stability byly nejdiive odstfedéné po dobu 5 minut na 6 000
rpm a nasledné jesté¢ po dobu 60 minut pii 11 000 rpm. Vznikly sediment byl rozsuspendovan
a nasledné nafedén 100-krat.

4.5.4.4 Stanoveni dlouhodobé stability lipozomii

Po tfech tydnech byl zméten Zeta potencial pfipravenych lipozomii (viz. kapitola 4.5.4.3)
a byl porovnan se Zeta potencialem, ktery mély lipozomy bezprostiedné po jejich pfipravé.
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455 Uvoliovani u¢innych litek z lipozomii

Uvolnovani u¢innych latek z lipozomt bylo stanovovéno spektrofotometricky. Pro uvoliovani
ucinnych latek byly pfipraveny lipozomy podle postupu uvedeného v kapitole 4.5.3.
U kurkuminu byly sledovany pouze koncentrace 0,1 mg/ml a 0,25 mg/ml. Pfipravené lipozomy
byly rozsuspendovany v 10 ml destilované vody,10 ml fyziologického roztoku nebo v 10 ml
ethanolu. Nasledné bylo toto mnozstvi nafedéno do zkumavek v poméru 1:1 do danych
prostredi. Zkumavky s fyziologickym roztokem byly inkubovany pfi teploté 37 °C a zkumavky
s destilovanou vodou byly uchovany pii laboratorni teploté.

Lipozomy s kurkuminem byly vzdy po urcitém casovém useku stoceny v centrifuze
na 10 minut pii 3000 otdckach za minutu. Supernatant byl slit a usazeny kurkumin byl
rozpustén v Chloroformu. Nasledné byla zmétena absorbance pii 419 nm a vypocteno mnozstvi
uvolnéného kurkuminu.

Lipozomy obsahujici ampicilin byly sta€eny po dobu 1 hodiny pti 14 000 otackach
za minutu. U supernatantu byla ndsledné¢ zmétena absorbance pfi 268 nm a vypocteno mnozstvi
uvolnéného ampicilinu.

Pro zjisténi jednotlivych absorpénich maxim byly pfipraveny roztoky kurkuminu
a ampicilinu a byla proméfena absorp¢ni spektra v rozmezi 200-900 nm.

45.6 Priprava PHB vliken

PHB vlakna byla piipravovana metodou forcespinningu. Byly pfipraveny ruzné koncentrace
roztoku PHB v chloroformu (2%, 4%, 5% a 10%) a rizné objemy (10 ml, 20 ml, 30 ml a 40 ml)
téchto rizné koncentrovanych roztokd a byla optimalizovana piiprava Ccistych PHB
nanovlaken.

Pro ptipravu nanovldken s u¢innou latkou byly vypocitany navazky téchto latek pro 5 %,
8 % a 10 % z celkového mnozstvi PHB v roztoku chloroformu. Dale probihala optimalizace
ptipravy nanovlaken s aktivnimi latkami s riznymi koncentracemi u¢innych latek v riznych
objemech roztoku.

45.7 Uvoliiovani u¢innych latek z PHB vliken

Uvoliovani aéinnych latek zPHB vldken bylo stanovovano spektrofotometricky.
Pro uvoliiovani uc¢innych latek z PHB vldken byla nastfihana vladkna na ¢tverce o rozmérech
2. cm? a byla zvazena jejich hmotnost. Nasledné byly tyto &étverce vlozeny do zkumavek
obsahujicich 4 ml destilované vody nebo 4 ml fyziologického roztoku. Zkumavky
s fyziologickym roztokem byly inkubovany pfi teploté 37°C a zkumavky s destilovanou vodou
byly uchovany pii laboratorni teploté.

U ampicilinovych vladken byla po ur¢itém casovém useku vlakna vytazena ze zkumavky
a usuSena a zvazena. U roztoku byla zméfena absorbance pfi 268 nm a vypocitano mnoZstvi
uvolnéného ampicilinu.

V ptipadé kurkuminovych vldken byla po ur€itém casovém useku vldkna vytazena
ze zkumavky a zvazena. Ke zbylému roztoku bylo pfidano stejné mnozstvi chloroformu
a kurkumin byl do néj nasledné vyttepavan. Dale u néj byla zmétena absorbance pii 419 nm
a vypocteno mnozstvi uvolnéného kurkuminu.
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4.5.8 Uvoliiovani ampicilinu pomoci HPLC

Mnozstvi uvolnéného ampicilinu z pfipravenych lipozom a nanovldkennych kryta
bylo stanoveno také pomoci kapalinové chromatografie.

Nejprve byla ptipravena koncentracni fada ampicilinu, ze které byla nasledné zmétena
a sestavena kalibra¢ni ptimka.

Vzorky uvolnéné¢ho ampicilinu byly pied samotnym méfenim natfedény na koncentraci
0,05-0,075 mg/ml do mobilni faze, kterd byla slozena z 0,01% kyseliny trifluoroctové (TFA)
a acetonitrilu v poméru 80:20.

V nize uvedené tabulce jsou shrnuty parametry pouzité metody pro detekci ampicilinu
pomoci kapalinové chromatografie.

Tabulka 4. Parametry stanoveni ampicilinu na kapalinovém chromatografu

Kolona Kinetex C18, 2,6 um, 100 A, 150 mm x 4,6 mm
Nastrik na kolonu 20 ul
Mobilni faze 25°C

Prutok mobilni faze Polarni slozka A: 0,01% TFA
Nepolarni sloZzka B: Acetonitril
Eluce Izokraticka, A:B = 80:20
VInova délka detekce | 210 nm

Celkova doba analyzy | 10 min (+ 1 min promyvani)

45.9 Testovani stability vlaken

Pro testovani stability vlaken byly z ¢istych nanovlakennych kryti bez obsahu aktivni slozky
vystiihovany &tverce o velikosti 1 cm?. Takto pfipravena vlakna byla nasledné zvazena
aulozena dozkumavek typu Eppendorf, které byly naplnény destilovanou vodou,
fyziologickym roztokem a 50% roztokem ethanolu. V ¢asovém rozmezi 1 az 25 dni byly vlakna
vzdy vytazeny ze sledovanych prostfedi a vysuSeny. Po Gplném vysuSeni vlakna byla opét
zméfena jeho hmotnost a byla porovnana s hmotnosti pfed ponofenim do sledovan¢ho
prostiedi.

4.5.10 Priprava kombinovanych materiali

Pro ptipravu kombinovanych materialii byly z Cistych, ampicilinovych i kurkuminovych vlaken
vysttihovany &tverce o velikosti 1 cm?, které byly pfedem zvéazeny.

Nasledné byly pfipraveny lipozomy s obsahem PHB, jak prazdné tak i s obsahem aktivnich
latek stejné jako v kapitole 4.5.3.2. Pfipravené lipozomy byly rozsuspendovany v destilované
vodé.

Takto ptipraveny roztok lipozomil byl pfelit do plastové nadoby k nanovlakniim a nadoby
byly ponechany po dobu 24 hodin na tfepacce pii laboratorni teploté. Vysusena kombinovana
vlakna byla nésledné pouzita na antimikrobidlni a cytotoxické testy a také na kratkodobé
uvoliovani aktivnich latek.
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Obrazek 9: Priprava kombinovanych materialii

Navazani PHB ¢astic na PHB vlakna bylo pozorovéano pod fluorescenénim mikroskopem.
Byl ptipraven 0,33% roztok Nilské ¢erveni v destilované vodé. Do tohoto roztoku byl ptidan
pfipraveny kombinovany material a vSe bylo po dobu 10 minut inkubovano ve tmeé.
Po nasledném promyti destilovanou vodou bylo sledovani navazani ¢astic na vlakna. Maximum
fluorescence bylo o¢ekéavano pii excitacni vinové délce 560 nm.

4.5.11 Uvoliiovani u¢innych latek z kombinovanych materiali

Kombinované materialy pfipravené podle postupu v kapitole 4.5.10 byly vloZeny
do destilované vody a fyziologického roztoku a bylo sledovano uvolfiovani ucinnych latek
po dobu 3 dnti.

Pro stanoveni uvolnéného ampicilinu byl kombinovany material vytaZzen z modelového
prostiedi a byla zméfena absorbance roztokt jednotlivych prostredi pti 268 nm.

Pro nasledné stanoveni uvolnéného kurkuminu byl kombinovany material opét vytazen
z modelového prostfedi a ke zbytku roztoku jednotlivych prostiedi bylo pfiddno stejné
mnozstvi chloroformu. Nasledné byl kurkumin do tohoto chloroformu vytepan a byla zmétena
absorbance pii 419 nm.
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4.6 Stanoveni antimikrobialnich vlastnosti

Pro stanoveni antimikrobidlnich vlastnosti kurkuminu a ampicilinu byly vybrany ctyfi
mikroorganismy. Candida glabrata, Escherichia coli, Micrococcus luteus a Staphylococcus
epidermidis. Pro provedeni testi bylo nejprve nutné mikroorganismy nakultivovat v tekutém
médiu.

4.6.1 Priprava médii a kultivace mikroorganismii

4.6.1.1 Candida glabrata

Tekuté médium pro kultivaci mikroorganismu bylo piipravovano do Erlenmeyerovych banck
0 objemu 100 a 250 ml. Bylo navazeno potifebné mnozstvi chemikalii uvedenych v nize
piilozené tabulce (Tabulka 5).

Navazka téchto chemikalii byla smichana a doplnéna na objem 50 ml (100 ml barnka)
nebo 100 ml (250 ml barnka) destilovanou vodou. Médium bylo nasledné sterilovano po dobu
30 minut pii teplot¢ 120°C. Po vychladnuti byly jednotlivé mikroorganismy pifevedeny
z kryozkumavky do 50 ml tekutého sterilniho média a ponechany ke kultivaci po dobu 24 hodin
pii teploté 37°C.

Tabulka 5. Chemikdlie pouzité pro pripravu médii a jejich navdizky

Mikroorganismus Chemikalie pro pripravu média
C. Glabrata Yeast Extract Powder | Pepton aus Casein | D-glukosa monohydrat
(10 g/l) (20 g/l) (22 g/l
E. Coli LB broth (25 g/l)
S. Epidermidis BHI médium (37 g/l)
M. Luteus Nutrient broth (25 g/l)

Nasledn¢ byla odebrana ¢ast inokula a nafedéna sterilnim meédiem na hodnotu
0,5 McFarlandovy stupnice, ktera byla nasledné dale fedéna na vhodnou hodnotu. Takto
nafedéna kultura byla dale pouzita pro testovani antimikrobialnich vlastnosti vybranych
ucinnych latek.

4.6.2 Bujonova dilu¢ni metoda

Jednou zmetod sledovani antimikrobialni aktivita byla bujonova diluéni metoda
na mikrotitra¢nich destickach, za pouziti piistroje Synergy™ HTX Multi-Mode Reader.
Pro tyto testy byla pouzita vzdy uz nafedéna kultura mikroorganismu. Toto fedéni je popsano
v kapitole 4.6.1. U mikrotitracnich desticek byla vzdy stanovena absorbance v ¢as t=0,
pii vinové délce 630 nm.

4.6.2.1 Aktivni litky a lipozomy

Pro stanoveni antimikrobidlnich vlastnosti aktivnich latek a lipozoml byly pouZivany
96-jamkové desticky. Do jamek bylo nejprve rozpipetovano nové sterilni médium o objemu
50 pl na jamku a byly ptidany koncentracni fady ucinnych latek a lipozomy taktéz v objemu
50 pl na jamku. Nakonec byla do jamek rozpipetovana nafedénd kultura mikroorganismu
o objemu 100 pl na jamku. Takto pfipravené desti¢ky byly inkubovany po dobu 24 hodin
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na temperované trepacce pii teploté 37°C. Po uplynuti doby inkubace byla opét zméfena
absorbance pti vlnové délce 630 nm.

Jako kontrola média bylo do jamek napipetovano pouze 200 pl sterilniho média
a jako buné¢na kontrola bylo jamek napipetovano 100 pl média a 100 ul nafedéné kultury
mikroorganismu. Dale byla u C. glabrata jako kontrola pouzita koncentra¢ni fada klotrimazolu
a u ostatnich mikroorganismti koncentra¢ni fada ampicilinu. U kurkuminu byla jako kontrola
pouzita koncentra¢ni fada DMSO.

4.6.2.2 Nanovlakenné kryty

Pro stanoveni antimikrobialnich vlastnosti ptipravenych nanovldkennych kryt byly pouzivany
24-jamkové desticky. Do jamek bylo nejprve rozpipetovano sterilni médium o objemu 1 ml
na jamku a nasledné byla do jamek rozpipetovana kultura mikroorganismu taktéz v objemu
1 ml na jamku. V tuto chvili byla zméfena absorbance v ¢ase t=0 a nasledné byly do jamek
vlozeny nanovldkenné kryty. Byly pfidavany étverce nanovlaken o rozmérech 1 cm?, které byly
nejprve zvazeny a vysterilovany UV svétlem. Takto pfipravené desticky s vldkny byly
inkubovany po dobu 24 hodin na temperované tfepacce pti teploté 37°C.

Po uplynuti doby inkubace byla vlakna opét pinzetou odstranéna z jamek a byla zmétena
absorbance pti 630 nm. Jako kontrola média bylo do jamek napipetovano pouze 2 ml média
a jako kontrola bun¢k bylo napipetovano pouze 2 ml nafedéné kultury.

4.6.3 Test na agarovych plotnach

Média pro jednotlivé organismy byla pfipravena stejné jako v kapitole 4.6.1 a bylo pfidano
vypoctené mnozstvi Agaru (20 g/l). Takto piipravené médium bylo sterilovano pii teploté
120°C po dobu 30 minut. Po c¢aste¢ném vychladnuti bylo médium sterilné¢ pftelito
do pfipravenych Petriho misek. Po ztuhnuti a vychladnuti byly Petriho misky ulozeny dnem
vzhiiru do chladni¢ky pro pozdé;si pouZiti na antimikrobidlni testy.

Na ptipravené agarové plotny bylo ptreneseno 100 pl kultury mikroorganismu a rovnomérné
rozetieno. Po zaschnuti byly do agarti vyfezavany jamky o velikosti 0,5 ml, do kterych
bylo nasledné pipetovano vzdy 50 ul vzorku.

4.6.4 Resazurin test

Po zméfteni absorbance po 24 hodinach byl proveden test s resazurinem. V ptipadé 96-jamkové
desti¢ky bylo do kazdé jamky napipetovano 20 pl reasazurinu a v piipadé 24-jamkové desticky
bylo do kazdé jamky napipetovano 200 pl resazurinu. Takto piipravené desticky
byly inkubovany po dobu 30 minut pfi teploté 37°C. Po uplynuti doby inkubace byla u kazdé
desticky zmé&fena absorbance pti 530 nm.

4.7 Stanoveni bezpecnosti materiali s vyuZitim humannich keratinocyti
4.7.1 Kultivace humannich keratinocyti linie HaCat

Humanni keratinocyty linie HaCaT byly kultivovany v komerénim médiu DMEM, s ptidavkem
10% PBS a 1% antibiotika.. Bunky byly kultivovany v kultiva¢nich nadobach, které byly
umistény do sterilniho inkubacniho boxu. Podminky uvnitf boxu zahrnovaly teplotu 37 °C,
relativni vlhkost 90 % a 5% obsah COz. Do nadob s buiikami z inkubatoru byla pied dalsi praci
kazda kultivacni nadoba peclivé zkontrolovana. Buiiky byly sledovany denné pod inverznim
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mikroskopem, kvili kontrole riistu a kontaminacim. S bunikami se pracovalo vzdy ve sterilnich
podminkach.

Pii vysoké konfluenci (80 %) byly buiky pasazovany do novych kultiva¢nich nadob
s cerstvym médiem. Podle naristu bunck a stavu starého média bylo dle potieby médium
ménéno.

Pti pasazovani se nejprve odstranilo médium a cely povrch kultiva¢nich nadob byl nejméné
tfikrat promyt pomoci PBS. Nasledné byl ptfidan trypsin v adekvatnim mnozstvi a kultivaéni
lahvicka byla vlozena na 10 minut do kultivaéniho boxu. Po uplynuti této doby bylo pod
mikroskopem zkontrolovano, zda se bunky oddé¢lily ode dna nadoby. Povrch lahvicek byl opét
promyt PBS asuspenze bunék byla napipetovana do centrifuga¢nich zkumavek
a centrifugovana. Buniky byly nésledné rozsuspendovany v ¢istém médiu a preneseny do nové
kultiva¢ni nddoby. Médium bylo v nové nadobé doplnéno na pozadovany objem. Nasledovala
kontrola  bunék podinverznim mikroskopem a uloZeni kultivaénich  nadob
do inkuba¢niho boxu.

Obrazek 10: Velka kultivacni nadoba

4.7.2 MTT test cytotoxicity

Zcentrifugované buiiky z ptedchoziho kroku byly pouzity k provedeni MTT testu. Tyto bunky
byly rozsuspendovany v médiu a pomoci Biirkerovy komurky a inverzniho mikroskopu
byla stanovena koncentrace bun€k v tomto roztoku. Buné¢na kultura byla nasledné nafedéna
navyslednou koncentraci 2:10* bungk na 100 ul média. Takto pripravend kultura
byla pipetovana po 100 pl do 96-jamkovych desticek a po 500 pl do 24-jamkovych desticek.
Jednotlivé desticky byly zkontrolovany pod mikroskopem a pieneseny do inkuba¢niho boxu
na dobu 24 hodin.

Po 24 hodinach bylo z jamek odpipetovano médium a piidano 100 pl sterilniho vzorku
v médiu v rznych koncentra¢nich fadach. Nasledné byly bunky spolu se vzorky inkubovany
po dobu 24 hodin.
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Do 24-jamkovych desticek byla po 24 hodinidch pifiddvana piipravena nanovlékna,
ktera byla pted vlastnim pouzitim pro cytotoxickeé testy pfenesena do sterilnich zkumavek typu
Eppendorf a sterilovana pod UV svétlem po dobu 20 minut.

Po uplynuti 24 hodin bylo odpipetovano médium se vzorkem a do kazdé jamky 96-jamkové
desticky bylo napipetovano 20 ul MTT o koncentraci 2,5 mg/ml rozpusténé v PBS pufru,
do 24-jamkové desticky potom 100 pl. Desticky byly opét ponechany ke kultivaci, tentokrat
po dobu 3 hodin. Po uplynuti této doby bylo do kazdé jamky ptidano 100 pl 10% SDS
rozpu$téného v PBS pufru (96-jamkova desticka) nebo 500 pl takto piipraveného SDS
(24-jamkova desticka). Desticky byly ponechany ve tmé pti laboratorni teploté dalSich
24 hodin. Nasledn¢ byla zmétfena absorbance pii 540 nm. Viabilita buné¢k byla nasledné
vypoctena jako pomér absorbance vzorku vici kontrole média.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE
5.1 Optimalizace pripravy kombinovanych materiali s antimikrobialni slozkou

Béhem experimentti byly vyuzivany dva typy Castic popsané v kapitole 4.5.3 a dv¢ aktivni
latky: kurkumin a ampicilin. Pro kontrolu byly pfipravovany c¢astice také samostatné bez
ptidavku ucinnych latek a bez piidavku PHB.

5.1.1 Antioxida¢ni aktivita kurkuminu

Dle postupu v kapitole 4.5.1 byla sestavena kalibra¢ni pfimka Troloxu (Obrazek 11), podle
které byla nasledné vypoctena antioxida¢ni aktivita pouzivané¢ho kurkuminu.
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Obrdazek 11: Kalibracni primka Troloxu

Tabulka 6: Vyslednd antioxidacni aktivita kurkuminu

Koncentrace
kurkuminu Celkova antioxida¢ni aktivita [mg/g]
[mg/ml]
0,005 46,410 + 0,001

Celkova antioxidacni aktivita byla stanovovana u nékolika rznych koncentraci kurkuminu
a vysledky jsou pfehledné uvedeny Vv prilozené tabulce (Tabulka 6).

5.1.2 Charakterizace lipozomu
5.1.2.1 Spektrofotometrické stanoveni enkapsulacni ucinnosti kurkuminu

Pted spektrofotometrickym stanovenim byly pfipraven roztok kurkuminu v chloroformu a bylo
promé&ieno jeho absorpéni spektrum, ze kterého bylo ziskano absorpéni maximum (419 nm),
pouzivané v dalSich experimentech. Vysledky jsou uvedeny v nasledujicim grafu (Obrazek 12).
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Obrazek 12: Absorpcni spektrum kurkuminu

Pro stanoveni enkapsulacni G¢innosti kurkuminu a nasledné méteni uvoliiovani kurkuminu
z pripravenych ¢astic a vlaken byla sestavena kalibra¢ni pfimka kurkuminu (Obrazek 13).
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Obrdzek 13: Kalibracni primka kurkuminu

Enkapsula¢ni ucinnost byla stanovovana podle postupu v kapitole 4.5.4.1 pro 4 rtuzné
koncentrace kurkuminu pro lipozomy s PHB i pro lipozomy bez PHB. Vysledky jsou uvedeny
V nize prilozeném grafu (Obrazek 14).

Nejvyssi enkapsulacni G€innost byla zjisténa u lipozomt s ptidavkem PHB, a to 65,5 %
u koncentrace 0,1 mg/ml a 47,84 % u koncentrace 0,25 mg/ml. Nejvyssi zjisténa enkapsulacni
ucinnost u lipozoml bez PHB byla zjisténa, a to 42,46 % u koncentrace 0,1 mg/ml. Prestoze
byla nejvyssi enkapsulacni u¢innost zaznamenéna u lipozomi v nejnizsi koncentraci, byly pro
dalsi praci kvuli vétsiho mnozstvi kurkuminu, vybrany lipozomy v koncentraci 0,25 mg/ml,
aby bylo mozné detekovat uvolnény kurkumin z kombinovanych materiald. Navzdory tomu
vSak byly Castice v obou koncentracich charakterizované na velikost, polydisperzitni index
a zeta potencial, a také bylo u obou koncentraci sledovano uvolilovani z ¢astic. Pfi porovnani
eknapsulacnich Gcinnosti u lipozomli s PHB a lipozomt bez PHB zjistime, Ze u lipozomi
s PHB byla enkapsula¢ni u¢innost vzdy vyssi nez u lipozomua bez PHB.
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Obrazek 14.: Enkapsulacni ucinnost kurkuminu

5.1.2.2 Spektrofotometrické stanoveni enkapsulacéni uéinnosti ampicilinu

Pred spektrofotometrickym stanovenim byly pfipraven roztok ampicilinu v destilované vodée
a bylo proméfeno jeho absorpéni spektrum, ze kterého bylo ziskano absorpéni maximum
(268 nm), pouzivané v dal$ich experimentech. Vysledky jsou uvedeny v nasledujicim grafu
(Obrazek 15).
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Obrdzek 15: Absorpcni spektrum ampicilinu

Pro stanoveni enkapsula¢ni u¢innosti ampicilinu a nasledné¢ méfeni uvoliiovani ampicilinu
z piipravenych castic a vlaken byla nejprve sestavena kalibrani pfimka této aktivni latky
(Obrazek 16).

43



0,7 A

0,6

y =0,4478x
R2=10,9953

0,6

0.8 1,0 1,2
¢ [mg/ml]

Obrazek 16: Kalibracni primka ampicilinu
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Enkapsula¢ni G¢innost ampicilinu byla stanovovana podle postupu v kapitole 4.5.4.1 pro
pfipravené lipozomy s ptidavkem PHB i bez tohoto ptidavku. Vysledna enkapsulacni Gi¢innost
Vv procentech byla zpracovana do tabulky (Tabulka 7).

Tabulka 7. Enkapsulacni ucinnost ampicilinu

Druh lipozomii

Enkapsulaéni u¢innost [%0]

Lipozomy s PHB

53,31

Lipozomy bez PHB

42,97

Z vysledné tabulky (Tabulka 7) je patrné, Ze enkapsula¢ni uéinnost dosahovala vyssi

hodnoty u lipozomt s enkapsulovanym ampicilinem v ptipadé¢ lipozomu s pifidavkem PHB.

5.1.2.3 Stanoveni velikosti a stability lipozomii

Pomoci pfistroje Zetasizer ZS byla stanovena velikost ¢astic, stejné tak jako polydisperzitni
index (Pdl) na principu DLS. Dale byla pomoci pfistroje Zetasizer ZS stanovena na zakladé

zeta potencidlu stabilita studovanych castic.

454.2a454.3.

Postup prace je popsan v kapitolach

Sledovala se jejich velikost, distribuce a stabilita pfi styku s destilovanou vodou
a fyziologickym roztokem. Hodnoty zeta potencialu, velikosti a polydisperzitniho indexu jsou
uvedeny v tabulkach (Tabulka 8 a Tabulka 9) a byly zaznamenany prvni, sedmy a ¢trnacty den

od samotné piipravy.
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Tabulka 8: Nameérené hodnoty velikosti édstic a polydisperzitniho indexu

destilovana voda fyziologicky roztok

Castice d [nm] Pdl [-] d [nm] Pdl [-]

Prazdné lipozomy 219,60+2,16| 0,10+0,03 | 186,23+2,44 | 0,10+ 0,02

Prazdné lipozomy

s pfidavkem PHB 371,97 +3,75| 0,24+0,01 | 268,50+4,94 | 0,22+0,01

Lipozomy s piidavkem

D 310,57 +6,02| 0,24+0,01 | 229,37+7,88 | 0,19+0,01
ampicilinu

Lipozomy s piidavkem

2 386,90+8,35| 0,23+0,01 | 276,90+1,15 | 0,22+0,02
ampicilinu a PHB

Lipozomy s piidavkem

. 265,53+6,04| 0,21+0,01 | 192,23+1,86 | 0,11+0,01
kurkuminu 0,1 mg/ml

Lipozomy s piidavkem
kurkuminu 0,1 mg/ml 363,03+2,37| 0,24+0,01 | 255,20+3,61 | 0,21+0,01
a PHB

Lipozomy s pridavkem

kurkuminu 0,25 mg/m| 29097+1,44| 0,27+0,01 | 23490+2,38 | 0,23+0,01

Lipozomy s pridavkem
kurkuminu0,25 mg/ml 373,27 +9,18| 0,23+0,01 | 282,43+4,95 | 0,21+0,02
a PHB

Nejmensi ¢astice v destilované vode tvorily prazdné lipozomy bez ptidavku PHB a u¢innych
latek. Velikost téchto castic dosahovala 219,60 + 2,16 nm. Nejvyssi hodnota velikosti byla
potom zaznamendna u PHB castic s enkapsulovanym ampicilinem, a to 386,90 & 8,35 nm.
Celkoveé mizZeme fict, Ze vétsi Castice tvorily lipozomy s pfidavkem PHB v porovnanim s témi,
které ve své struktute PHB neobsahovaly. Tato skutecnost je pravdépodobné zplisobena tim,
ze PHB se inkorporuje do fosfolipidové dvojvrstvy lipozomt, coz ovlivituje velikost ¢astice
spolu s jeji stabilitou.

Nejmensi ¢astice ve fyziologickém roztoku tvoftily stejn€ jako v destilované vodé prazdné
lipozomy bez pfidavku PHB a aktivnich latek. Velikost téchto Castic dosahovala hodnot
186,23 + 2,44 nm. Nejvyssi hodnota velikosti byla potom namétena u ¢astic S enkapsulovanym
kurkuminem o koncentraci 0,25 mg/ml a s obsahem PHB, ato 282,43 + 4,95 nm. Celkové
muZeme stejné jako u Castic v destilované vodé€ konstatovat, Ze vEtsi Castice tvorily lipozomy
s ptfidavkem PHB, v porovnani s témi, které PHB ve své struktuie neobsahovaly.

Polydisperzitni index u ¢astic v prostiedi destilované vody byl v rozsahu od 0,10 = 0,03
do 0,27 + 0,01, z ¢ehoz vyplyva, Zze Ccastice vykazovaly vysokou uniformitu. U ¢astic
v prostiedi fyziologického roztoku byl v rozsahu hodnot od 0,10 + 0,02 do 0,23 + 0,01, z ¢ehoz
vyplyva, ze Castice vykazovaly vysokou uniformitu, stejn€ jako Céstice v prostiedi destilované
vody.
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Tabulka 9: Nameérené hodnoty Zeta potencidlu (1-Prdzdné lipozomy, 2-Prdzdné lipozomy s pridavkem
PHB, 3-Lipozomy s piidavkem ampicilinu, 4-Lipozomy s piidavkem ampicilinu a PHB, 5-Lipozomy

s pridavkem kurkuminu 0,1 mg/ml, 6-Lipozomy s pridavkem kurkuminu 0,1 mg/ml a PHB, 7-Lipozomy
s pridavkem kurkuminu 0,25 mg/ml, 8-Lipozomy s pridavkem kurkuminu0,25 mg/ml a PHB)

o Zeta potencial [mV]

:‘:"2 Destilovana voda Fyziologicky roztok

~ 1. den 7.den 14. den 1. den 7.den 14. den

1 |-47,37+1,32|-25,68+1,98|-28,60+ 2,19 | —29,97 + 2,27 | —33,57 + 3,09 | —26,27 + 2,67
2 |—61,83+4,90|—-37,07+0,63|—62,30+5,44 | —35,17+ 1,40 | 30,80 + 1,61 | —30,20 + 1,40
3 |-7550+1,14 | 37,47 + 3,65 | —66,07 + 2,23 | —35,27 + 0,60 | —36,00 + 1,35 | —32,60 + 0,45
4 |-70,13+0,93 |-40,20+1,20 | -76,20+ 1,74 | —36,13 + 0,81 | —29,23 + 4,77 | —30,97 + 0,39
5 |-68,83+5,36 | 20,80+ 2,69 |—-51,03+5,20 | —28,70 + 1,06 | —25,27 + 0,12 | —30,20 + 0,92
6 |—-54,43+156|-28,83+111|-64,23+0,25|-38,30+ 0,75 |—20,07 + 2,95 | —-33,03 + 0,50
7 | —61,77+1,40 | —25,97 +2,30 | 47,97 £ 1,03 | —24,97 + 2,18 | 24,80 + 0,73 | —28,33 + 2,38
8 |—28,63+1,93|-26,40+0,70 | —68,37 +0,12 | -59,20 + 0,99 | —24,60 + 0,78 | —32,77 + 0,95

U zeta potencialu vychézime z ptedpokladu, Ze stabilni ¢astice maji hodnotu zeta potencialu
mimo interval hodnot —30 az +30 mV. Po prohlédnuti hodnot Zeta potencialu ve vySe uvedené
tabulce (Tabulka 9) miZeme konstatovat, ze vétsina ¢astic byla mimofadné stabilni v prvni den
1 po uplynuti 14 dni.

5.1.3 Uvolnovani u¢innych litek z lipozomii

Castice uréené pro uvoliiovani Gi¢innych latek byly piipraveny podle postupiti v kapitole 4.5.3
a uvoliovani bylo provadéno dle postupi uvedenych v kapitole 4.5.5. Bylo sledovano
uvoliovani kurkuminu a ampicilinu z ¢astic s pfidavkem PHB i z ¢astic bez tohoto ptidavku,
v destilované vode, ve fyziologickém roztoku a v 50% ethanolu.

Pti pokusech o uvoliiovani do 50% ethanolu dochazelo ke srazeni, a proto bylo dale
pozorovano pouze uvoliiovani do destilované vody a do fyziologického roztoku.

5.1.3.1 Ampicilin

V nasledujicich grafech (Obrazek 17 a Obrazek 18) jsou graficky zpracovana mnozstvi
uvolnéného ampicilinu do destilované vody pfi laboratorni teploté a do fyziologického roztoku
pfi teploté 37 °C.

Z grafu pro prostiedi destilované vody (Obrazek 17) muzeme vypozorovat, ze v piipadé
lipozomt s ptidavkem PHB uvolnéné mnozstvi ampicilinu béhem prvnich 5 hodin stoupa,
Vv nasledujicich 4 hodinach prudce poklesne a op¢t zacind vzrustat. Podobné potom u lipozomt
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bez ptidavku PHB uvolnéné mnozstvi ampicilinu v prvnich hodinach nartsta, po 5 hodinach
klesne, a v nasledujicich dnech potom prudce stoupa.

Nejvyssi detekované mnozstvi uvolnéného ampicilinu do destilované vody bylo u lipozomt
bez PHB po 5 dnech, ato 1,1 + 0,02 mg/ml. U lipozoma s PHB pak bylo nejvyssi detekované
mnozstvi ampicilinu po 5 hodinach, a to 0,5 + 0,02 mg/ml.

Z uvedenych vysledki mizeme ptedpokladat, ze po 5 az 8 hodinach pravdépodobné
dochazelo k degradaci uvolnéného ampicilinu a nasledné opét zacala ptevladat rychlost
uvoliiovani nad rychlosti degradace. Nizké hodnoty uvolnéné latky u lipozomt s PHB
po 8 hodinach mohly byt zpisobeny mimo jiné také snizenou enkapsulaéni a¢innosti u danych
vzorki nebo ztratou analytu pti manipulaci.
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Obrdzek 17: Mnozstvi uvolnéného ampicilinu do prostredi destilované vody

V nasledujicim grafu (Obrazek 18) jsou zpracovana data pro uvolfiovani ampicilinu
v prostiedi fyziologického roztoku.

Miuizeme vidét, ze u lipozoml s pfidavkem PHB b&hem prvnich 5 hodin koncentrace
uvolnéného ampicilinu roste, po 8 hodinach prudce klesne a v nasledujicich dnech potom opét
nariistd. Stejné tak u lipozoml bez piidavku PHB béhem prvnich 5 hodin koncentrace
uvolnéného ampicilinu nariista, po 8 hodinach klesne na polovina a v nasledujicich dnech opét
roste.

Nejvyssi detekované mnoZstvi uvolnéného ampicilinu do fyziologického roztoku bylo
u lipozomt bez PHB po 5 dnech, a to 1,1 £ 0,02 mg/ml. U lipozomii s PHB pak bylo nejvyssi
detekované mnozstvi ampicilinu po 5 hodinach, a to 0,8 = 0,01 mg/ml.

Z uvedenych vysledkd je mozné piedpokladat, Zze v ptipadé lipozomt s ptidavkem PHB
I v ptipadé lipozomi bez ptidavku PHB zac¢al uvolnény ampicilin po 5 hodinach degradovat.
Nasledné zacala opét prevladat rychlost uvoliiovani u¢inné latky nad rychlosti degradace.

Celkové je mozné piedpokladat, ze degradace ampicilinu se zacala projevovat vzdy
po 5 az 8 hodinéch, a tedy bude v budoucnosti nutné provést dané uvoliiovaci testy v uzsich
Casovych intervalech. Dale je z grafii viditelné, Ze nejvetsi mnozstvi ampicilinu a v rychlej$im
casovém useku se uvolnovalo do destilované vody i do fyziologického roztoku v piipade
lipozomti bez piidavku PHB.
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Obrazek 18.: Mnozstvi uvolnéného ampicilinu do prostiedi fyziologického roztoku

5.1.3.2 Kurkumin

Do nésledujicich grafti (Obrazek 19 a Obrazek 20) byly zpracovany vysledky uvoliovani
kurkuminu z lipozomi s ptidavkem PHB i zlipozom bez tohoto pifidavku. Kurkumin
byl uvolnovan do destilované vody a fyziologického roztoku.

V kapitole 5.1.2.1 byla stanovovana enkapsula¢ni Géinnost kurkuminu a bylo zjisténo,
zenejlépe  byly  enkapsulovany  koncentrace 0,1 mg/ml  a 0,25 mg/ml.  Pravé
tyto dvé koncentrace byly vybrany pro dalsi praci a byly podrobeny testim na uvolfiovani
ucinné latky z lipozom?.

V prvnim grafu (Obrazek 19) je zpracovano uvoliiovani kurkuminu z lipozomi bez PHB.
Je jasné viditelné, ze nejvyssi mnozstvi uvolnéné ucinné latky bylo detekovano po 24 hodinach
u koncentrace 0,25 mg/ml v destilované vodé¢, a to 0,054 = 0,025 mg/ml. VSeobecné muzeme
vidét, Zze vetsi mnozstvi kurkuminu se uvoliovalo z €astic s vyssi koncentraci této latky. Déle
je viditelné, ze ve vSech ptipadech mnozstvi uvolnéného kurkuminu po dobu prvnich 24 hodin
roste a v nasledujicich dnech potom prudce klesa.

Muzeme tedy piedpokladat degradaci kurkuminu v destilované vod¢ i ve fyziologickém
roztoku po uplynuti 24 hodin od poc¢atku uvoliovani. Diky této skutecnosti bude tteba vybrané
¢astice v budoucnosti podrobit dal$im testim v rozsahu 1 az 5 dni pro zjisténi presnéjSiho vzoru
uvoliiovani a ptipadné degradace.

Ve druhém grafu (Obrazek 20) potom mutizeme pozorovat postupné uvoliovani kurkuminu
zZ lipozomi s pfidavkem PHB .Je jasné viditelné, Ze nejvySsi hodnoty uvolnéné aktivni latky
bylo dosazeno po 5 dnech u koncentrace 0,25 mg/ml ve fyziologickém roztoku, a to
0,058 + 0,008 mg/ml. V fadé uvolinované do fyziologického roztoku postupné nartistd mnozstvi
uvolnéného kurkuminu az do patého dne.

Oproti tomu v fadé uvoliiované do destilované vody mizeme pozorovat narast koncentrace
uvolnéné latky po dobu prvnich 24 hodin, pfi¢emz v nasledujicich dnech tato koncentrace zase
klesd. Toto bylo zplsobeno pravdépodobné degradaci uvoliovaného produktu po téchto
24 hodinach.
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Celkové mizeme konstatovat, ze vétsi mnozstvi uvolnéného kurkuminu bylo detekovano
U lipozomit s koncentraci kurkuminu 0,25 mg/ml. Pii dalSich experimentech byly tedy
pouzivany prave lipozomy s koncentraci kurkuminu 0,25 mg/ml.
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Obrazek 19: Uvoliiovani kurkuminu z lipozomii bez PHB
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Obrazek 20: Uvolnovani kurkuminu z lipozomu s pridavkem PHB

5.1.4 Optimalizace pripravy nanovlaken

Nejprve byla pfipravovana ¢istd PHB vlakna metodou forcespinningu podle postupu uvedeného
v kapitole 4.5.6. Pti pouziti méné nez 20 ml roztoku PHB v chloroformu byla vlakna pfilis slaba
pro dalsi pouziti. Proto byla dale pfipravovana pouze vlakna z 20 ml 4% roztoku PHB.

Pti ptipravé kurkuminovych vldken byla opét vldkna z méné nez 20 ml pfiliS slaba. Vlakna
pfipravovana z vice nez 20 ml byla pfili§ lepiva a trhala se. Celkové byla vSechna cerstvé
piipravena kurkuminova vlakna pfili$ lepiva a po vyjmuti z forcespinningu se slepila a nedala
se dale pouzivat. Proto se kazda kurkuminova vlakna nechala v pfistroji vyschnout pfes noc
do dalsiho dne. Takto pfipravena vlakna uz nelepila, byla dostatecné silna a stabilni a mohly
byt dale pouzity pro provadéné experimenty.
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Ve vysledku byla ampicilinova i kurkuminova vlakna ptipravovana z 20 ml 4% roztoku
PHB diky dostatecné sile a stabilité podle ¢istych vldken a pred samotnym zvldknovanim bylo
vtomto roztoku vzdy rozpusténo 10 % z celkového mnozstvi PHB v roztoku, aby

bylo dosazeno dostate¢né adsorpce.
5.1.5 Uvoliovani acinnych latek z nanovlaken

Postupné uvolnovani aktivnich latek z vytvorenych nanovldkennych krytl bylo stanovovano
spektrofotometricky. Veskera méfeni probihaly v triplikatech a znaméfenych hodnot
byl vypocitan pramér a smérodatna odchylka. Stanovené hodnoty byly nasledné piepocitany
na mnozstvi uvolnéné latky v mg/ml.

V nasledujicim grafu (Obrazek 21) je zobrazeno postupné uvoliovani ampicilinu
z ptipravenych PHB vlaken. Z namétenych hodnot je viditelné, Ze vétsi mnozstvi ampicilinu
se uvolnovalo do fyziologického roztoku pii teplot¢ 37 °C. Dale je z grafu viditelné,
ze koncentrace uvolnéného ampicilinu se v prubéhu ¢asu postupné zvysovala. Jedinou vyjimku
tvofi Casovy interval 24 hodin, kde pravdépodobné uvolnény ampicilin degradoval,
ale nasledn¢ pievladla rychlost uvolfovani nad rychlosti degradace. Nejvy$§i mnozstvi
uvolnéného ampicilinu  bylo detekovano u destilované vody (1,50 + 0,01 mg/ml)
i fyziologického roztoku (1,76 + 0,01 mg/ml) po 7 dnech od zacatku uvoliovani.
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Obrdzek 21: Uvolniovani ampicilinu z PHB vidken

V nasledujicim grafu (Obrazek 22) je potom zobrazeno postupné uvoliovani kurkuminu
z piipravenych PHB vldken. Z namétenych hodnot je patrné, Ze mnoZzstvi uvolnéné latky vzdy
po néjakou dobu roste, potom klesd a nasledné zase roste a klesa. Tohle je pravdépodobné
zpuisobeno postupnou degradaci uvolnéné latky. Celkové se vice kurkuminu z vlaken
uvoliiovalo do fyziologického roztoku pii teploté 37 °C. V Casovém intervalu 5 hodin
si mizeme vSimnout strmého nartistu uvolnéné latky ve fyziologickém roztoku. Toto bylo
pravdépodobné zplsobeno utrZzenim ¢asti nanovldkenného krytu a jeho rozpusSténim
pii vytiepavani do chloroformu. Nejvyssi mnozstvi uvolnéného kurkuminu bylo detekovano
v piipadé¢ destilované vody po 24 hodinach od zacatku uvolnovani (1,15 =+ 0,01 mg/ml),
v piipadé¢ fyziologického roztoku potom po 5 hodindch od zacatku uvoliiovani
(3,24 £ 0,01 mg/ml).
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Obrazek 22: Uvolnovani kurkuminu z PHB vidken

5.1.6 Uvolinovani ampicilinu pomoci HPLC

Pro stanoveni uvolnéného ampicilinu z ¢astic i pfipravenych vlaken byla nejprve
dle kapitoly 4.5.8 ptipravena koncentra¢ni fada ampicilinu, ktera byla zméfena na kapalinovém
chromatografu. Z téchto hodnot byla sestavena kalibra¢ni pfimka (Obrazek 23), podle které
byly nasledné stanovovany hodnoty uvolnéného ampicilinu.
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Obrazek 23 Kalibracni primka ampicilinu z HPLC
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5.1.6.1 PHB vidkna

Pro HPLC stanoveni uvolnéného ampicilinu byly nafedény stejné vzorky, které byly pouzity
u spektrofotometrického stanoveni v kapitole 5.1.5. Zgrafu (Obrazek 24) je ziejmé,
ze V piipadé fyziologického roztoku koncentrace uvolnéného ampicilinu postupné stoupala.
V piipadé uvolnovani do destilované vody koncentrace ampicilinu v prubéhu prvnich 10 hodin
postupn¢ klesala a néasledné zase stoupala. Toto bylo pravdépodobné zpiisobeno castecnou
degradaci ampicilinu, kdy po uplynuti 10 hodin rychlost uvolfiovani ptesdhla rychlost
degradace.
Nejvyssi mnozstvi ampicilinu bylo uvolnéno v piipadé destilované vody (0,27 + 0,02 mg/ml)
I fyziologického roztoku (0,30 + 0,01 mg/ml) 5 den od zacatku uvoliovani.

Pfi porovnani s daty ze spektrofotometrického stanoveni zjiStujeme, ze pii kapalinové
chromatografii byla detekovdna niz§i mnozstvi uvolnéného ampicilinu. Tato skutecnost
je zpasobena pravdépodobné staiim spektrofotometru a piesnosti metody.
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Obrdzek 24: Mnozstvi uvolnéného ampicilinu z pripravenych PHB vidken

5.1.6.2 Lipozomy

Mnozstvi uvolnéného ampicilinu bylo stanovovano u ¢astic s ptidavkem PHB 1 u ¢astic
bez ptidavku PHB. Stejné jako v ptipadé vlaken byly pro uvolifiovani ampicilinu z ¢astic
nafedény stejné vzorky, které bylo pouzity pro spektrofotometrické stanoveni ampicilinu
popsané v kapitole 5.1.3.1.

Znize uvedeného grafu (Obrazek 25) je jasné viditelné, ze v piipadé uvoliovani
do destilované vody se vétsi mnozstvi ampicilinu uvolnilo jiz po 1 hodiné. Nasledujicich
nékolik hodin koncentrace uvolnéného ampicilinu mirné klesala a od 8 hodiny opét pomalu
vzrustala. Nejvy$§i mnozstvi ampicilinu bylo uvolnéno do destilované vody po 8 dnech
od zac¢atku uvolnovani (0,18 0,02 mg/ml), do fyziologického roztoku potom
po 8 hodinach od zacatku uvoliovani (0,25 + 0,04 mg/ml).

V piipadé uvoliovani do fyziologického roztoku hodnoty koncentrace ampicilinu nepravidelné
vzristaji a zase klesaji, coz mohlo byt zptisobeno postupnou degradaci uvolnéné¢ho ampicilinu.
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Obrazek 25.: Mnozstvi uvolnéného ampicilinu z castic s pridavkem PHB

V nasledujicim grafu (Obrazek 26) jsou uvedené koncentrace uvolnéného ampicilinu
Z Castic bez obsahu PHB. MiiZzeme vidét, ze v piipadé fyziologického roztoku koncentrace
uvolnéného ampicilinu v prvnich 8 hodinach postupné roste a pak postupné klesa az do 8 dne.
V ptipadé destilované vody prudce naroste koncentrace uvolnéného ampicilinu jiz béhem prvni
hodiny a nasledujicich 8 hodin klesa. Po 24 hodin opét naroste a nasledn¢ v pribéhu nékolika
dni stfidavé roste a klesa.

Nejvyssi mnozstvi ampicilinu bylo detekovano v ptipadé destilované vody po 8 dnech
od poc¢atku  uvoliovani (0,17 +0,02 mg/ml), vpiipadé¢ fyziologického roztoku
po 8 hodinach od pocatku uvoliovani (0,10 £ 0,02 mg/ml).

Porovnanim s daty ze spektrofotometrického stanoveni zjistime, Ze pii pouziti kapalinového
chromatografu ziskdvdme mnohem niz§i koncentrace uvolnéného ampicilinu. Stejné jako
v ptfipadé HPLC uvolilovani z pfipravenych nanovlakennych kryti je tato skutecnost
zpiisobena pravdépodobné zplisobena nedostate¢nou citlivosti spektrofotometrické metody
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nebo samotnym stafim a kalibraci pouzitého spektrofotometru.
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Obrazek 26.: MnozZstvi uvolnéného ampicilinu z castic bez obsahu PHB
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5.1.7 Testovani stability vlaken

Vlakna pro testovani jejich stability byly pfipraveny podle postupu popsaném v kapitole
4.5.6 a bylo postupovano podle postupu pro testovani stability popsaném v kapitole 4.5.9.
Stabilita bylo sledovdna ve tfech riznych prostfedich pfi dvou riznych teplotach. Vldkna
Vv destilované vod¢ a v 50% ethanolu byly uchovavany pfii laboratorni teploté, oproti tomu
vlakna ve fyziologickém roztoku byla uchovavana pii teplot¢ 37 °C. Vysledky jsou
zaznamenany v nasledujicich tabulkach (Tabulka 10 a Tabulka 11).

Tabulka 10: Ubytek hmotnosti vidken v prizbéhu 1 az 7 dni

dni
UBYTEK 1 2 5 7
[mg]
destilovana voda 0,00+1,11 0,00 £+ 2,33 0,00 + 3,12 0,00 + 2,07
fyziologicky roztok 0,00+1,62 0,00+2,11 0,00 £ 2,35 0,00 £ 3,11
ethanol 50 % 0,00 +£1,23 0,00 £ 2,01 0,00 +£2,18 0,00 + 3,52
Tabulka 11: Ubytek hmotnosti vidken v pritbéhu 10 az 25 dni
dni
UBYTEK 10 14 25
[mg]
destilovana voda 0,00+1,42 0,00 + 3,36 0,00 + 3,35
fyziologicky roztok 0,00+ 1,58 0,00+ 2,21 0,03+ 0,96
Ethanol 50 % 0,00+ 2,55 0,03+2,30 0,10+ 2,51

Ve vyse uvedenych tabulkdch je zaznamenan Ubytek hmotnosti jednotlivych vlaken
po ponoteni do modelovych prosttedi v urcitych Casovych intervalech. Po prohlédnuti prvni
tabulky zjistime, Ze v prvnich 7 dnech byla vldkna stabilni ve vSech pfipravenych modelovych
prostiedich. Ve druhé tabulce vidime, Ze stabilita vlaken byla u 50% ethanolu naruSena po
14 dnech a tbytek hmotnosti ¢inil v praméru 0,03 = 2,30 mg. Po 25 dnech je zména hmotnosti
vlakna pozorovana jiz ve dvou piipadech. U vldken v 50% ethanolu c¢inil tento ubytek
hmotnosti v primeéru 0,10 + 2,51 mg a u vlaken ve fyziologickém roztoku ¢inil tento tbytek
hmotnosti v praméru 0,03 +£0,96 mg. Z obou tabulek muzeme také vidét, ze vlakna byla
po dobu 25 dni stabilni v prosttedi destilované vody.

Z téchto skutecnosti miizeme konstatovat, ze 4% PHB vlékna jsou ve vodném prostiedi
a fyziologickém roztoku po dobu 1 mésice mimotadné stabilni. Pro 50% ethanol miiZeme
predpokladat stabilitu 4% PHB vlaken alespoii po dobu 25 dni.
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5.2 Stanoveni antimikrobialnich vlastnosti

Antimikrobidlni vlastnosti byly testovany u obou pouzitych aktivnich latek (kurkumin,
ampicilin), lipozomi v 6 riznych kombinacich, pfipravenych vldken a pfipravenych
kombinovanych materidlti. Testy na 4 mikroorganismech byly provedeny podle postupti
v kapitole 4.6.2.

5.2.1 Bujoénova dilu¢ni metoda

Antimikrobidlni aktivita byla stanovovana pomoci bujonové dilucni metody, kterd je popsana
v kapitole 4.6.2 a je vyjadiena v procentech. Nula procent piedstavuje nulovou antimikrobialni
aktivitu a veskeré kladné hodnoty potom vyjadfuji procentualni velikost antimikrobialniho
ucinku jednotlivych vzorkd.

5.2.1.1 Kurkumin a ampicilin

Byly piipraveny koncentra¢ni fady ampicilinu (v destilované vod¢) a kurkuminu (v DMSO)
0 12 rtznych hodnotach a byla hledana minimalni inhibi¢ni koncentrace (dale jen MIC)
u jednotlivych mikroorganismu. Jednotlivé vysledky byly zpracovany do piehledné tabulky.
U nejvyssich koncentraci kurkuminu (50-6,25 mg/ml) nebylo mozné spravné stanovit
nartist mikroorganismti diky vyraznému zbarveni kurkuminu, a proto byly za ucelem
ptesnéjSich vysledki pro kurkumin nasledné provedeny také testy na agarovych plotnach.

Tabulka 12: Vysledky bujonové dilucni metody pro ampicilin

Koncentrace S. Epidermidis E. Coli M. Luteus
ampicilinu [pg/ml]
Viabilita [%0]
6,250 0,000+1,011 8,521+1,120 0,000+1,235
3,130 0,000£1,069 83,631+2,522 0,000+1,267
1,560 0,000+1,068 85,206+3,414 0,000+3,444
0,780 0,000+1,049 93,218+3,081 0,000+1,031
0,391 0,000+1,024 97,083+5,62 0,523+1,145
0,195 0,000+0,947 99,991+0,961 15,571+1,684
0,098 0,000+1,057 100,000+4,031 68,000+1,272
0,049 14,150+1,038 100,000+4,041 85,787+1,190
0,024 62,80+1,065 100,00042,164 86,550+2,072

Pro stanoveni MIC ampicilinu u S. Epidermidis byla vypracovana vyse uvedena tabulka
(Tabulka 12), ze kter¢é je patrné, ze MIC ampicilinu u tohoto mikroorganismu byla stanovena
na 2,4-10° mg/ml. P¥i zopakovani experimentu bylo dosazeno stejnych vysledkii.

Z vyse uvedené tabulky je také patrné, ze ve vétSiné pripravenych koncentraci ampicilinu
byl detekovan nartist mikroorganismi. I pfes to mohla byt stanovena MIC ampicilinu u E. Coli,
a to na 3,13-10° mg/ml. Miazeme tedy predpokladat, Ze vys$si koncentrace nez je tato budou
inhibovat dalsi rast E. Coli.

Z tabulky muzeme také vyc¢ist hodnoty pro M. Luteus, a MIC ampicilinu je patrna v hodnoté
2,4-10° mg/ml. Diky této skute¢nosti predpoklddame, Ze viechny vyssi koncentrace ampicilinu
nez je MIC budou inhibovat dal§i mozny riist u M. Luteus.
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Koncentraéni fada ampicilinu 0,05 az 2,44-10° mg/ml byla otestovéana také u C. Glabrata,
ale ve vSech téchto koncentracich byl detekovan narGst daného mikroorganismu. Tenhle
vysledek byl ocekavan, jelikoz ampicilin jako Sirokospektralni antibiotikum neplisobi proti
rastu kvasinek.

5.2.1.2 Lipozomy

Pro stanoveni antimikrobidlni aktivity jednotlivych ¢astic byly podle postupt v kapitole 4.5.3
pfipraveny 2 druhy lipozomu. S ptidavkem PHB a bez ptidavku PHB. Pro piehlednost jsou
vSechny typy piipravovanych ¢astic uvedeny v nize piilozené tabulce (Tabulka 13). Takto
ptipravené castice byly pipetovany v triplikatech do jednotlivych jamek v pfipravenych
destickach. Vysledny procentudlni nartist mikroorganismii byl zpracovan do piehlednych grafi.

Tabulka 13: Prehled castic pripravovanych pro antimikrobidlni testy

Castice
S pridavkem PHB Bez pridavku PHB
Cisté Cisté
Ampicilin 1 mg/ml Ampicilin 1 mg/ml
Kurkumin 0,25 mg/ml | Kurkumin 0,25 mg/ml

Z nasledujiciho grafu (Obrazek 27) je patrné, Ze nejniz8i narast S. Epidermidis byl
pozorovan u lipozomil s enkapsulovanym ampicilinem, kdy u téch bez ptidavku PHB byl narist
S. Epidermidis témé&f nulovy. Nizkého nardstu (42,5+5,1 %) dosahovaly také lipozomy
s enkapsulovanym kurkuminem bez pfidavku PHB. U c¢istych lipozomi bez enkapsulovanych
aktivnich latek, byl v pfipadé ptidavku PHB i bez tohoto pifidavku indikovan 100% nartst
S. Epidermidis, a tedy muZzeme tvrdit, Ze Cisté lipozomy jako takové, s ptidavkem PHB i bez
néj, nemaji u¢inky vuci S..Epidermidis. V piipad¢ Cistych lipozomi s PHB vidime, ze dokonce
podporovaly rist mikroorganismu.
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Obrazek 27: Narist S. Epidermidis pri pouZiti lipozomii

V nasledujicim grafu (Obrazek 28) mizeme vidét, ze stejné jako v piipade S. Epidermidis
byl uE. Coli indikovan téméf nulovy narGst pii pouziti lipozoml s enkapsulovanym
ampicilinem. Toto plati pro ¢astice s pfidavkem PHB i bez n¢j. Témét nulovy narust E. Coli
byl indikovan také v ptipad¢ lipozomu s pfidavkem PHB a enkapsulovanym kurkuminem.
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Nizky nartst byl pozorovan také v piipadé Cistych lipozomu s piidavkem PHB (32,3 + 2,2 %).
Oproti tomu v piipadé¢ Cistych lipozomt bez piidavku PHB byl narast E. Coli témét 100%.
Miuzeme tedy predpokladat, Ze PHB miize napomahat rastu E. Coli.
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Obrazek 28: Nariist Escherichia Coli pri pouziti lipozomil

Z nasledujiciho grafu (Obrazek 29) je mozné vycist, ze Cisté lipozomy
s enkapsulovanym ampicilinem, stejné tak jako Cisté lipozomy s enkapsulovanym kurkuminem
vykazovaly téméf nulovy nardst M. Luteus. V pfipadé ampicilinu byl nizky narGst
(24,5 + 3,1 %) detekovan iV piipadé lipozomt s pfidavkem PHB. Dale je z grafu patrné,
ze stejné jako v ptipadé S. Epidermidis Cisté lipozomy bez enkapsulovanych aktivnich latek,
s ptidavkem PHB 1 bez néj, neinhibuji nartst testovaného mikroorganismu, ba naopak spiSe
napomahaji jeho rastu.
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Kurkumin Ampicilin Cisté lipozomy

Obrazek 29: Narust Micrococcus Luteus pri pouZiti lipozomii

U C. Glabrata byl detekovan nardst nizsi nez 50% u PHB lipozomu s enkapsulovanym
kurkuminem (36,7 + 2,3 %) a ampicilinem (43,5 + 2,1 %).

V piipadé Cistych lipozomt, jak s pfidavkem PHB tak i bez néj, byl detekovan vice nez
100% nartst C. Glabrata a tedy muzeme stejné jako v ptipadé predchozich mikroorganismu
predpokladat, ze material z Cistych lipozomt mtize napomahat ristu mikroorganismd.
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Obrazek 30: Nariist C. Glabrata pri pouziti lipozomii

5.2.2 Agarové plotny

Diky velmi vyraznému zbarveni kurkuminu bylo tfeba provést také test, ktery nebyl zavisly
na zabarveni vzorku. Proto byly nakultivovany mikroorganismy podle postupu v kapitole 4.6.1
a bylo postupovano podle postupu uvedeném v kapitole 4.6.3.

Mikroorganismy s kurkuminem a kontrolami byly inkubovany 24 hodin pti 37 °C a nasledné
byly zméteny inhibiéni zony. Vysledky jsou uvedeny v piilozené tabulce (Tabulka 14).

Tabulka 14: Inhibic¢ni zony u jednotlivych mikroorganismil

Uctinna latka a jeji koncentrace
Ampicilin Kurkumin
Mikroorganismus 60,00 20,00 [ 10,00 | 0,10
1,00 mg/ml | 200,00 mg/ml mg/ml mg/ml | mg/ml | mg/ml
[mm]
S. Epidermidis | 16,56+0,83 | 1,67+0,66 |1,33+0,47 0 0 0
M. Luteus 1867+1,10 | 1,72+0,41 |0,94+0,36/0,28+0,10| O 0
E. Coli 8224062 | 1,06+028 |0,56+043|0,83+0,23| O 0
C. Glabrata 9,00+081 | 2728+0,85 |1,08+044 0 0 0

Z vyse uvedené tabulky (Tabulka 14) muzeme vycist jednotlivé minimalni inhibi¢ni
koncentrace kurkuminu pro jednotlivé mikroorganismy. MIC kurkuminu u S. Epidermidis
a C. Glabrata byla touto metodou stanovena na piiblizn¢ 60 mg/ml. MIC kurkuminu
u M. Luteus a E. Coli byla touto metodou stanovena na piiblizn¢ 20 mg/ml. Kurkumin byl
rozpustén v DMSO, aproto byla tato latka také ptidana na agarové plotny. U Zzadného
mikroorganismu vSak nebyly pozorovany inhibi¢ni zény u DMSO. Predpokladame,
ze antimikrobialni u¢inek kurkuminu byl zptsoben pouze kurkuminem, ne pfidavkem DMSO.
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Obrazek 31:Priklad vyhodnoceni testu na agarovych plotnach pro E. Coli

5.2.3 Resazurin test

Po 24 hodinové inkubaci mikroorganismu s vybranymi vzorky byl proveden Resazurin test
posle postupti v kapitole 4.6.4. Byla sledovana metabolicka aktivita piitomnych
mikroorganismu v jednotlivych jamkach. Jednotlivé vysledky resazurin testu byly vyjadreny
jako procenta z absorbance bunééné kontroly a byly zpracovany do grafi.

5.2.3.1 Ampicilin a kurkumin

U aktivnich latek bylo postupovano stejné jako v kapitole 4.6.2.1 a po 24 hodinové inkubaci
bylo pfidano barvivo. Po dalsi palhodinové inkubaci pii 37°C byla zméfena absorbance
a vypoctena procentudlni metabolicka aktivita bun€k oproti bunééné kontrole.
pouziti kurkuminu dosazeno u S. Epidermidis (49,37 + 3,25 %) pii koncentraci 0,2 mg/ml
a M. Luteus (51,52 + 2,31 %) pii koncentraci 0,39 mg/ml. U E. Coli byla nejnizsi detekovana
metabolicka aktivita 78,46 = 3,47 % pii koncentraci 0,39 mg/ml. Oproti tomu metabolicka
aktivita C. Glabrata se ve vétsiné ptipadti pohybovala v hodnotach ptes 100 %, a proto nebyla
vysledna data zahrnuta do vysledného grafu.
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Obrazek 32: Vysledek Resazurin testu u kurkuminu

V nasledujicim grafu (Obrazek 33) jsou zpracovany vysledky Resazurin testu pro
koncentra¢ni fadu ampicilinu. U C. Glabrata bylo vzdy dosaZzeno metabolické aktivity bun¢k
pres 100 %, a proto nejsou data zahrnuta do grafu. Tento vysledek byl doptedu ocekavan,
jelikoz ampicilin jako Sirokospektralni antibiotikum neptisobi proti kvasinkdm. Dale mizeme
vidét, ze vysoky nartist metabolické aktivity u E. Coli nastal az u koncentrace ampicilinu
1,56-10° mg/ml, u S. Epidermidis u koncentrace 4,88-10"> mg/ml a u M. Luteus pii koncentraci
9,77-10° mg/ml.
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Obrazek 33: Vysledek Resazurin testu u ampicilinu

Pro ptehlednost byla pro porovnani zjisténych metabolickych aktivit jednotlivych
mikroorganismu se zjisténymi minimalnimi inhibi¢nimi koncentracemi pii pouziti ampicilinu
vytvofena nasledujici tabulka (Tabulka 15). Predpokladame, Ze u koncentraci nizsich nez MIC
bude metabolicka aktivita nulova nebo velmi nizka. V piipadé S. Epidermidis a M. Luteus
muzeme vidét, Ze metabolickd aktivita bunék roste az ve vyssi koncentraci nez je MIC.
V piipad¢ E. Coli toto neplati, a proto miizeme predpokladat, ze MIC u tohoto mikroorganismu
sice inhibuje rast mikroorganismt, ale umoziuje dale jejich metabolickou aktivitu.
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Tabulka 15: Porovnani zjistené MIC a metabolické aktivity mikroorganismii u ampicilinu

Koncentrace [mg/ml]

MIC, bujénova dilu¢ni

Nartst metabolické aktivity,

metoda Resazurin test
S. Epidermidis 2,44-10° 4,88-10°
E. Coli 3,13-10° 1,56:10°
M. Luteus 2,44-10° 9,77-10°

5.2.3.2 Lipozomy

Lipozomy byly ptipraveny podle postupu v kapitole 4.5.3 a dale bylo postupovano podle
kapitol 4.6.2 a 4.6.4. Po 30minutové inkubaci s barvivem byla zméfena absorbance a byla
vypoctena procentudlni metabolicka aktivita jednotlivych mikroorganismi oproti bunééné
kontrole.

Z nasledujiciho grafu (Obrazek 34) muzeme zjistit, ze nizka metabolicka aktivita bunék byla
u S. Epidermidis detekovana pouze v pfipadé ampicilinu enkapsulovaného do lipozomi
bez ptidavku PHB. Ve vsech ostatnich ptipadech byla detekovana metabolicka aktivita pies
100 %.

Z grafu vytvofené¢ho pro vysledky u E. Coli (Obrazek 35) mizeme vycist, Ze stejné jako
v piipad¢ S. Epidermidis je vyrazny pokles metabolické aktivity pozorovan pouze V ptipadé
ampicilinu enkapsulovaného do lipozomi bez pfidavku PHB.
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Obrazek 34: Vysledek Resazurin testu u lipozomii pro S. Epidermidis
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Obrazek 35: Vysledek Resazurin testu u lipozomii pro E. Coli
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Z nasledujiciho grafu (Obrazek 36) zjistujeme, Ze nizka metabolicka aktivita bunék byla
pii Resazurin testu detekovana pouze v piipad¢ ampicilinu enkapsulovaného do lipozomu bez
pfidavku PHB. V ostatnich vzorcich lipozom byla detekovana metabolicka aktivita bunck
mikroorganismu ptes 100 %.

Z grafu pro C. Glabrata (Obrazek 37) vidime, ze metabolicka aktivita niz$i nez 100 % byla
detekovana v piipad¢ lipozomt s enkapsulovanym ampicilinem a lipozomu s enkapsulovanym
kurkuminem, v obou piipadech bez ptidavku PHB.
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Obrazek 36. Vysledek Resazurin testu u lipozomii pro M. Luteus
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Obrazek 37: Vysledek Resazurin testu u lipozomii pro C. Glabrata

5.3  Stanoveni cytotoxicity

Byla testovana také toxicita aktivnich latek (kurkumin, ampicilin) enkapsulovanych
do lipozomi, samotnych lipozomt v 6 riznych kombinacich, pfipravenych vlaken
a pripravenych kombinovanych materiali. Testy byly provedeny podle postupt v kapitole
4.7.2. VSeobecn¢ se latky povazuji za cytotoxické v piipad¢, ze viabilita bunék po 24 hodinové
inkubaci spolu s danymi latkami klesne pod 60 %.

5.3.1 MTT test

Jednotlivé vysledky MTT testii byly vyjadieny jako procenta z absorbance bunécéné kontroly
a nasledné byly graficky zpracovany do ptehlednych grafi.

Pro stanoveni cytotoxicity kurkuminu byly ptipraveny dvé rizné koncentrace aktivni latky,
které byly do jednotlivych jamek dale fedény. Vysledky MTT testu pro kurkumin jsou graficky
znazornény v uvedeném grafu (Obrazek 38).
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Obrazek 38: Zavislost viability bunék na koncentraci kurkuminu

Z grafu (Obrazek 38) je patrné, ze hranice viability 60 % doahuji pouze 3 koncentrace
(0,004 mg/ml, 0,009 mg/ml a 0,012 mg/ml). U dvou z téchto koncentraci dosahovala viabilita
bunék vice nez 100 % (0,004 mg/ml a 0,009 mg/ml). Od téchto koncentraci je mozné kurkumin
povazovat za necytotoxicky, a tedy bezpecny pro dalsi pouziti naptiklad v krytech ran.

Pro stanoveni cytotoxicity ampicilinu byl pfipraven jeho zasobni roztok, ze kterého byla dale
nafedéna koncentracni fada, kterd byla pipetovana do jednotlivych jamek. Vysledky MTT testu
pro ampicilin jsou graficky znazornény v uvedeném grafu (Obrazek 39).
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Obrazek 39: Zavislost viability bunék na koncentraci ampicilinu

Z grafu (Obrazek 39) je patrné, Ze hranice cytotoxicity nedosahly hned 4 nejvyssi
pripravené¢ koncentrace ampicilinu. Prvni necytotoxickd koncentrace ampicilinu je tedy
1,5 mg/ml. Z 10 koncentraci presahujicich 60% viabilitu hned 5 presahuje hranici 100 %, a tedy
vSechny tyto koncentrace mohou byt povazovany za bezpecné.

Pro

stanoveni cytotoxicity jednotlivych ¢astic byly podle postupti v kapitole 4.5.3

piipraveny dvé fady lipozomid. Rada bez piidavku PHB a fada s pfidavkem PHB. Pro

63



prehlednost jsou tyto ¢astice uvedeny niZe v tabulce (Tabulka 16). Takto piipravené lipozomy
byly rozsuspendovany do 10 ml destilované vody a byly déle fedény na 2-14% roztoky, které
byly dale pipetovany do jednotlivych jamek.

Tabulka 16: Prehled jednotlivych castic pripravovanych pro MTT test

Castice
S ptfidavkem PHB Bez pridavku PHB
Cisté Cisté
Ampicilin 1 mg/ml Ampicilin 1 mg/ml
Kurkumin 0,25 mg/ml | Kurkumin 0,25 mg/ml

Z uvedeného grafu (Obrazek 40) je patrné, ze viability 60 % dosahla vétSina koncentraci
piipravenych &astic. Cisté lipozomy dosahly na uvedenou hodnotu jak s ptidavkem PHB, tak
i bez tohoto piidavku ve v§ech piipravovanych koncentracich. Diky tomuto faktu bylo ovéfeno,
ze takto pfipravované lipozomy jsou bezpecné pro dalsi pouziti v kosmetice ¢i medicinskych
aplikacich.

U lipozoml s enkapsulovanym kurkuminem dosahovaly lepsich vysledki Ccastice
bez ptidavku PHB. Nejvyssi viability bylo v tomto ptipadé dosazeno u lipozomu bez piidavku
PHB ve 4% koncentraci, a to vice nez 120 %. Ve stejné tad¢ ¢astic bylo viability vys$si nez
100 % dosazeno také u 8% a 12% koncentrace. Naopak jedina koncentrace, kterd v této fade¢
nedosahla na hranici 60 %, byla nejvyssi, tedy 14% koncentrace. U kurkuminovych lipozomu

U lipozomii s enkapsulovanym ampicilinem dosahovaly lepsich vysledkil Castice bez
ptidavku PHB, stejné jako tomu bylo u kurkuminu. V této fad¢ piesahly hodnotu 60% viability
koncentrace téchto ¢astic. Oproti tomu u ampicilinovych ¢astic s ptidavkem PHB dosahly 60%
viability pouze ¢astice v koncentracich 2 % a 4 %.

® bunééna kontrola H ¢isté lipozomy Cisté lipozomy s PHB

= lipozomy s kurkuminem PHB lipozomy s kurkuminem = lipozomy s ampicilinem
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Obrazek 40: Zavislost viability bunék na koncentraci lipozomii
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5.4 Kombinované materialy
5.4.1 Vazba lipozomi s pridavkem PHB na PHB vlikna

Kombinované materidly byly piipravovany podle postupu v kapitole 4.5.10.
Pod fluorescenénim mikroskopem bylo sledovano navazani prazdnych lipozomu s ptidavkem
PHB na PHB vlakna (adsorpce). Pro pozorovani téchto materiald pod fluorescenénim
mikroskopem byla pouzita jako fluorescencni sonda Nilska cerven.

Obrazek 41 Snimek z fluorescencniho mikroskopu, zvetseni 100x

V ptilozeném snimku z fluorescenéniho mikroskopu (Obrazek 41) mizeme pozorovat
oranzove¢ shluky ¢astic, coz budou pravdépodobné naSe lipozomy ukotvené ve struktuie
nanovlakenného PHB krytu. Ptedpokladame tedy, Zze vazba lipozomi s piidavkem PHB
na PHB vldkna byla Gspésna.

5.4.2 Uvolnovani u¢innych liatek z kombinovanych materiali

Byly pfipraveny kombinované materialy podle postupu v kapitole 4.5.10 a bylo sledovano
uvolnovani U¢innych latek v ¢asovych intervalech 1, 2 a 3 dny. Uvoliiovani probihalo podle
postupu, ktery je popsan v kapitole 4.5.11.

Toto uvolnovani bylo sledovano ve dvou prosttedich. V destilované vodé pii laboratorni
teplot¢ a ve fyziologickém roztoku pii teplot€¢ 37 °C. Vysledna data byla zpracovana
do nasledujicich grafi.
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Obrazek 42: Uvolniovani ampicilinu do fyziologického roztoku
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Obrazek 43: Uvolnovani ampicilinu do destilované vody

Ve vySe uvedenych grafech je zpracovano uvoliiovdni ampicilinu z kombinovanych
materiali do fyziologického roztoku (Obrazek 42) a destilované vody (Obrazek 43). Je jasné
viditelné, Ze do fyziologického roztoku se ampicilin z Cistych vldken s ampicilinovymi
¢asticemi uvolioval rychleji a ve vétSim mnozstvi. Déle je u fyziologického roztoku viditelné,
ze po druhém dni mnoZstvi uvolnéného ampicilinu ze v§ech materialti kleslo a nasledujici den
zase vzrostlo. To mohlo byt zptsobeno naptiklad ¢aste¢nou degradaci uvolnéné latky.

Ve vodném prostiedi potom v prvnich dvou dnech koncentrace uvolnéného ampicilinu u
vSech materiali roste a po 3 dnu klesd. Stejn¢ jako v ptipadé fyziologického roztoku
predpokladdme, Ze po 3 dnech zacalo dochéazet k degradaci uvolnéného ampicilinu.

Nejvice ampicilinu do destilované vody se wuvolnilo zampicilinovych vlaken
s kurkuminovymi ¢asticemi, a to po 3 dnech od zagatku uvoliovani (3,18 + 0,5 mg/ml). Do
fyziologického roztoku se potom nejvice ampicilinu uvolnilo po 2 dnech opét v pripadé
ampicilinovych vlaken s kurkuminovymi ¢asticemi (2,09 + 0,32 mg/ml). Obecné¢ mizeme
pozorovat, ze ampicilin se z pfipravenych materidli uvoliioval ve vétSim mnozstvi do
destilované vody.
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Obrazek 44.: Uvolnovani kurkuminu do fyziologického roztoku
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Obrazek 45: Uvolnovani kurkuminu do destilované vody

Ve vySe uvedenych grafech je zpracovdno uvoliiovani kurkuminu z kombinovanych
materialt do fyziologického roztoku (Obrazek 44) a destilované vody (Obrazek 45). Stejné jako
v pfedchozim pfipadé¢ je zuvedenych grafi zifejmé, Ze V piipadé Ccistych vlaken
s kurkuminovymi c¢asticemi se do fyziologického roztoku kurkumin uvolfioval rychleji
a ve veétsim mnozstvi nez do destilované vody.

Nejvetsi mnozstvi uvolnéného kurkuminu do destilované vody bylo detekovano po 2 dnech
u  ampicilinovych  vlaken s kurkuminovymi  &asticemi (0,012 + 0,001 mg/ml).
Do fyziologického roztoku se potom nejvice kurkuminu uvolnilo po 2 dnech, opét
v pripadé ampicilinovych vldken skurkuminovymi ¢&asticemi (0,140 + 0,005 mg/ml).
V tomto piipad€ je jasné viditelné, Ze kurkumin se u vSech materidlti uvolnoval ve vétSim
mnozstvi do fyziologického roztoku.

Muzeme vidét, Ze hodnoty uvolnéného kurkuminu ve fyziologickém roztoku i v destilované
vod¢ v jednotlivych dnech kolisaji. Toto mize byt opét zplsobeno castecnou degradaci
uvolnéné aktivni latky.
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Z vySe uvedenych zjisténi je zfejmé, Ze bude tieba experimenty pro uvoliiovani aktivnich
latek z kombinovanych materialti zopakovat v uzsich ¢asovych intervalech. Kolisdni hodnot
uvolnénych latek mohlo byt v obou piipadech zpisobeno nedostate¢nou citlivosti analytické
metody nebo Vv piipadé kurkuminu nedostatecnym vytfepanim do chloroformu.

5.4.3 Antimikrobialni testy
5.4.3.1 Bujonova diluéni metoda

Pro testovani antimikrobidlni aktivity vldken a kombinovanych materiald byla tato vlakna
a materialy pfipraveny podle postupi v kapitolach 4.5.6 a 4.5.10. Nasledné byl sledovan nartist
jednotlivych mikroorganismii po 24 hodinové inkubaci s danymi materialy.

uS. Epidermidis ®E.Coli =M. Luteus = C.Glabrata
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Obrazek 46. Narist jednotlivych mikroorganismit pri puZiti pripravenych vidken a kombinovanych
materialil

Z vyse uvedeného grafu (Obrazek 46) je patrné, Ze nejlepSich vysledkt dosahovala
s vyjimkou u C. Glabrata ampicilinova vlakna s kurkuminovymi ¢asticemi a kurkuminova
vlakna. Rust S. Epidermidis byl inhibovan u vSech pfipravenych materiald, kromé ¢istych
vlaken s Cistymi Casticemi a Cistych vldken s kurkuminovymi casticemi. Tohle miZze byt
zpusobeno nizkou koncentraci kurkuminu ve vyslednych ¢asticich. NejlepSiho vysledku bylo
Vv tomto piipadé dosazeno u ampicilinovych vlédken s kurkuminovymi ¢asticemi, a tedy miizeme
predpokladat, ze ampicilin a kurkumin budou mit v tomto pfipad¢ synergicky efekt.

U E. Coli byl minimalni nartst pozorovan v piipadé ampicilinovych vlaken
s kurkuminovymi ¢asticemi a u kurkuminovych vlédken. Toto bylo zpiisobeno pravdépodobné
vysokou koncentraci kurkuminu.

U M. Luteus byl nizky nartst (15-25 %) detekovan u vSech pfipravenych materiald
s vyjimkou Cistych vldken, Cistych vlaken s ampicilinovymi ¢asticemi a ampicilinovych vlaken.
Vibec nejlepsiho vysledku bylo dosazeno u ampicilinovych vldken s kurkuminovymi
Casticemi, stejné jako S. Epidermidis a E. Coli. Muzeme tedy ptredpokladat vysoké
antimikrobidlni G¢inky tohoto kombinovaného materialu.
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U C. Glabrata byl detekovan vysoky narist u vSech mikroorganismui a tedy nemizeme
V tomto pfipad¢ predpokladat antimikrobidlni u¢inky pfipravenych kombinovanych materiala
a vlaken.

Z provedeného testu miizeme konstatovat, ze pro dalsi vyzkum jsou velmi zajimava
ampicilinovd vlakna s kurkuminovymi ¢ésticemi, kurkuminovd vldkna s ampicilinovymi
casticemi a samotna kurkuminova vlakna.

5.4.3.2 Resazurin test

Pouzita vldkna a kombinované materidly pouzité v tomto testu byly pfipraveny podle postupli
uvedenych v kapitolach 4.5.6 a 4.5.10.

u S. Epidermidis E. Coli mM. Luteus C. Glabrata
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Obrazek 47: Vyhodnoceni Resazurin testu u pripravenych vidken a kombinovanych materiali

Z vysledného grafu (Obrazek 47) je patrné, ze u vSech mikroorganismi a vSech typu
pfipravenych materiali byla metabolicka aktivita téchto mikroorganismi po 24 hodinach stéle

vice nez 50 %. Nejnizs§i metabolicka aktivita mikroorganismi byla dle tohoto testu pozorovana
u vSech typt materialti u S. Epidermidis , nejvyssi pak naopak u C. Glabrata.
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544 MTT test

Pro stanoveni cytotoxicity vlaken a kombinovanych materialt byla pfipravena vlakna a tyto
materidly podle postupti v kapitoldch 4.5.6 a4.5.10. Vysledky MTT testu pro pfipravena vlakna
a kombinované materialy jsou uvedeny v grafu (Obrazek 48).
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Obrdzek 48: Vyhodnoceni MTT testu pro pripravend vidakna a kombinované materialy

Z vysledného grafu (Obrazek 48) je patrné, ze hranice 60% viability dosahly pouze 4 druhy
testovanych materiald. Z ptipravenych vlaken to byla Cistd vlakna a ampicilinova vlakna.

Z kombinovanych materialti potom této hodnoty dosahla Cista vlakna s navazanymi Cistymi
¢asticemi a ampicilinova vldkna s navdzanymi kurkuminovymi ¢asticemi. Toto mohlo byt
u kurkuminovych vlaken zplsobeno naptiklad pfili§ vysokou koncentraci samotné ucinné
latky, stejné tak jako vysokou koncentraci uvolnéné ucinné latky z ampicilinovych ¢astic.
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6 ZAVER

Predlozena diplomova prace se zabyva optimalizaci pfipravy a samotnou piipravou
kombinovanych nanostrukturnich antimikrobialnich biomateriala, stejn¢ tak jako
charakterizaci téchto materiali. Dale se zabyva testovanim vyslednych kombinovanych
materiali a antimikrobialnich latek inkorporovanych do struktury téchto vytvofenych
materidlti. VSechny vytvofené materialy a pouzité antimikrobidlni latky byly také testovany
na ptipadné cytotoxické ucinky pomoci MTT testu.

Byly pfipraveny dva druhy lipozomt, jedny s ptidavkem PHB a druhé bez tohoto ptidavku.
Do obou druht takto pfipravenych lipozomii byly inkorporovany tyto aktivni latky: ampicilin
a kurkumin. U kurkuminu bylo testovano né¢kolik koncentraci a byla zméfena jejich
enkapsula¢ni G¢innost. Nejvyssi enkapsulacni ucinnost byla detekovana u PHB lipozomi
s koncentraci kurkuminu 0,1 mg/ml (65,5 %) a 0,25 mg/ml (47,84 %) a u PHB lipozomu
s koncentraci ampicilinu 1 mg/ml (53,3 %). Tyto lipozomy byly nasledné podrobeny testim na
uvoliovani u¢innych latek.

Ptipravené lipozomy byly podrobeny méfteni jejich velikosti a dlouhodobé stability, pticemz
bylo zjisténo, ze PHB lipozomy byly vétsi a vykazovaly vétsi stabilitu. Celkové bylo zjisténo,
ze lipozomy s ptidavkem PHB i lipozomy bez tohoto ptidavku vykazovaly vysokou stabilitu
béhem prvnich 3 tydnii.

U obou typt lipozom1l, s kurkuminem i ampicilinem, bylo sledovano postupné uvoliiovani
téchto latek do destilované vody pfti laboratorni teploté a do fyziologického roztoku pti 37 °C.
V ptipad¢ ampicilinu se vétsi mnozstvi, a daleko rychleji, uvoliiovalo do destilované vody
i do fyziologického roztoku v ptipadé lipozomi bez ptidavku PHB. Toto bylo zplsobeno
pravdépodobné pravé pridavkem PHB, ktery byl inkorporovany do stény lipozomi, coz
pravdépodobné ovlivnilo rychlost uvoliiovani. Bylo také vypozorovéano, Ze pfiblizné¢ po
5 hodinach zacinalo pravdépodobné dochazet k degradaci této uvolnéné latky.

U kurkuminu bylo detekovano nejvys$si mnozstvi uvolnéné latky v koncentraci 0,25 mg/ml
v piipadé lipozomu s pfidavkem PHB i bez tohoto ptidavku, do destilované vody
i do fyziologického roztoku.

Dale byly ptipraveny 4% PHB vlakna metodou forcespinningu. Kdy nejvhodnéjsi objem
roztoku PHB v chloroformu pro pfipravu jednoho nanovlakenného krytu byl stanoven na 20 ml.
Bylo zjisténo, Ze tato vldkna jsou po dobu 25 dni velmi stabilni v prosttedi destilované vody
a fyziologického roztoku a po dobu 14 dni v 50% roztoku ethanolu.

Nasledné byla pfipravena PHB vlakna s inkorporovanymi ucinnymi latkami. V obou
ptipadech se jako nejlepsi ukazala inkorporace ucinné latky v této hmotnosti: 10 % hmotnosti
z celkové hmotnosti PHB. U takto pfipravenych vlaken bylo nésledné sledovano uvoliiovani
inkorporovanych u¢innych latek. U ampicilinovych vldken byl v pribéhu 7 dni sledovan
postupny nardst uvolnéné latky. U kurkuminovych vlaken koncentrace uvolnéného kurkuminu
Vv nepravidelnych Casovych intervalech rostla a zase se snizovala (nejvyssi narast pred dalSim
poklesem byl sledovan v ¢asovych intervalech 5 hodin, 24 hodin a 7 dni).

Po zhodnoceni ptedchozich méteni byly z PHB vldken s u¢innymi latkami a lipozomu
s pifidavkem PHB (kvili pfedpoklddanému navazani pomoci adsorbce) vytvoreny
kombinované materialy, u kterych bylo nasledné sledovano uvoliiovani uc¢innych latek. Pomoci
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fluorescen¢niho mikroskopu bylo prokdzano, ze byla opravdu piipravena vlakna
s adsorbovanymi Casticemi, tedy nase kombinované materialy.

U vsech vytvotenych nanovldkennych krytii a kombinovanych materialdi, spolu s G¢innymi
latkami a vytvofenymi lipozomy, byly provedeny testy mikrobidlni aktivity. Na zaklad¢ téchto
testi byly stanoveny minimalni inhibi¢ni koncentrace kurkuminu. Tato koncentrace byla
u S. Epidermidis stanovena na piiblizn¢ 60 mg/ml, M. Luteus piiblizn¢ 20 mg/ml, E. Coli
ptiblizné 20 mg/ml a C.Glabrata ptiblizn¢ 60 mg/ml. Dale byly stanoveny minimalni inhibi¢ni
koncentrace u ampicilinu. Tato koncentrace byla u S. Epidermidis 2,4-10-5 mg/ml, M. Luteus
2,4-10-4 mg/ml a E. Coli 3,13-10-3 mg/ml.

Témét nulovy nartst S. Epidermidis byl potom pozorovan u lipozomu s enkapsulovanym
ampicilinem (lipozomy s PHB i bez PHB). V ptipadé¢ E. Coli byl stejné jako v piipadé
S. Epidermidis indikovan témét nulovy narist u lipozomi s enkapsulovanym ampicilinem
(lipozomy s PHB i bez PHB). Také byl u E. Coli indikovan témé&f nulovy narist v ptipadé PHB
lipozomu s enkapsulovanym kurkuminem. U M. Luteus byl nasledné pozorovan téméi nulovy
narGst opét u lipozomt s enkapsulovanym ampicilinem (lipozomy s PHB i bez PHB)
a u lipozomi s enkapsulovanym kurkuminem. Nakonec u C. Glabrata byl nardst nizsi nez
50 % pozorovéan pouze u PHB lipozom1 s enkapsulovanym ampicilinem a kurkuminem.

Z kombinovanych materiali a nanovldken potom dosahovaly nejlepsich antimikrobidlnich
vysledkii ampicilinovd vldkna snavazanymi kurkuminovymi c¢asticemi a samotna
kurkuminova vlakna, kde s vyjimkou C. Glabrata byl nartst v§ech pouzitych mikroorganismu
niz8i nez 20 %. Mizeme tedy piedpokladat, ze tyto materialy mohou byt vyuzity v budoucich
experimentech ke tvorbé antimikrobialnich kryti ran.

Nakonec byl proveden MTT test cytotoxicity pro zjisténi bezpecnosti pfipravenych
materiald. U kurkuminu byla jako bezpecna pro bunky zjisténa koncentrace 0,012 mg/ml.
U ampicilinu byla tato hodnota stanovena na 1,5 mg/ml. V piipadé piipravovanych lipozomtl,
prosSly bezpecn& vSechny castice v koncentracich 2—-8%. U koncentraci 10-14 % ptesahly
viabilitu 60 % pouze prazdné lipozomy s PHB, prazdné lipozomy bez PHB a lipozomy
s ampicilinem. Dale bylo zbezpeCnostnich testli zjisténo, Zze z piipravenych vlaken
a kombinovanych materialli miiZeme povaZovat za bezpecné pro pouZiti s huméannimi butikami
Cista vladkna, Cistd vlakna s prazdnymi lipozomy, ampicilinova vldkna a ampicilinova vldkna
S kurkuminovymi ¢asticemi. Kurkuminova vldkna a kurkuminova vldkna s ampicilinovymi
casticemi pravdépodobné nedosahly hranice bezpecnosti kvili pfilis vysoké koncentraci
kurkuminu.

Propojeni dat zprovedenych experimenti vytvaii podklady pro budouci testovani
kombinovanych antimikrobidlnich nanostrukturnich biomaterialti. MuZeme piedpokladat,
ze tyto materidly maji svou budoucnost na poli biodegradabilnich kryta ran.
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9 PRILOHY

Priloha 1: Hmotnosti kombinovanych materialii pouzitych pri MTT testu

Kombinovany material

Hmotnost pred
adsorbci [mg]

Hmotnost po
adsorbci [mg]

Adsorbované

mnozstvi ¢astic[mg]

1 7,2 7.7 05
Cista vlakna + &isté &astice | 2 7.8 8,3 05
3 4,8 5,2 0,4
Cista vidkna + L 9.4 10,3 0.9
kurkuminové &astice 2 5,0 6,4 1,4
3 6,1 75 14
1 15,2 15,4 0,2
Cista vlakna + ampicilin | 2 17,3 17,9 06
3 13 13,0 0,0
Ampicilinova vlakna + 1 5,7 6,4 0,7
kurkuminové &astice 2 5,7 6,0 0,3
3 8,7 9,2 05
: 1 10,0 10,5 0,5

C Ulakna +
ampicilinovt cisice | 2|62 73 11
3 54 5,8 0,4

Material

Hmotnost [mg]

8,4

Cista vlakna

7,9

7,6

5,3

Ampicilinova vlakna

7,6

8,1

3,5

Kurkuminova vlakna

5,4

WINIFPWINIFPWIN|F

4.4

Priloha 2: Hmotnosti jednotlivych viaken pouzitych pri MTT testu
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