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Abstrakt

Diplomové prace byla zaméfena na piipravu a optimalizaci pifipravy koznich krytl ran
z materialti obohacenych bioaktivnimi slozkami. V praci byly pfipraveny nanovlakenné kryty
na bazi polyhydroxybutyratu a nevldkenné kryty z alginatu a chitosanu. Nanovldkna byla
pfipravovana metodami elektrospinning a forcespinning. Bioaktivni slozky pouzité
k funkcionalizaci piipravenych kryti byly rostlinné extrakty, klotrimazol, ampicilin, lysozym
a proteolytické enzymy.

Teoreticka Cast prace je zaméiena na popis vyuziti nanovlakennych a nevldkennych materialt
Vv medicing, charakterizaci materiadlit na vyrobu krytii a bioaktivnich slozek. Dale tato Cast
popisuje metody pouzité pro piipravu a charakterizaci krytu.

V praktické ¢asti byly ptipraveny vodné a olejové extrakty z vybranych rostlin, které byly
charakterizovany na obsah polyfenoll a antioxidacni aktivitu. Pomoci metod elektrospinningu
a forcespinningu byly pfipraveny nanovldkna na bazi PHB. Nanovlakna byla obohacena
vybranymi rostlinnymi olejovymi extrakty a klotrimazolem, u takto modifikovanych
nanovléken byla urena antioxidacni aktivita, kratkodobd a dlouhodobé stabilita. Nevldkenné
kryty byly pfipravovany z alginatu a chitosanu, tyto kryty bylo funkcionalizovany pfidavkem
vybranych vodnych extraktl, ampicilinem, lysozymem, papainem, bromelainem a
kolagenasou. U nevldkennych krytl byla stanovena antioxidacni aktivita, kratkodoba stabilita
a proteolyticka aktivita. Pfipravené kryty byly testovany pro své antimikrobialni G¢inky na
kulturach Micrococcus luteus, Serratia marcescens, Staphylococcus epidermidis a Escherichia
coli. Na zavér byly Gspés$né pripravené kryty s obsahem bioaktivnich latek s antioxida¢nim i
antimikrobialnim u¢inkem podrobeny testliim bezpecnosti na humanni buiky. Stanoveni bylo
provedeno pomoci MTT testu cytotoxicity na lidskych keratinocytech HaCaT.

Klicova slova
kozni rany, kryty ran, polyhydroxybutyrat, alginat, chitosan, rostlinné extrakty, keratinocyty,
cytotoxicita



Abstract

The thesis was focused on the preparation and optimization of the preparation of wound
dressing from materials with bioactive ingredients. In this work were prepared nanofiber
dressings based on polyhydroxybutyrate and non-fibrous dressings from alginate and chitosan.
Nanofibers were prepared by electrospinning and forcespinning methods. The bioactive
components, which were used to functionalize the prepared dressings, were plant extracts,
clotrimazole, ampicillin, lysozyme, and proteolytic enzymes.

The theoretical part is focused on the description of the use of nanofibrous and non-fibrous
materials in medicine, characterization of materials for the production of wound dressings and
bioactive components. Furthermore, this section describes the methods used to prepare and
characterize wound dressings.

In the practical part were prepared aqueous and oil extracts from selected plants. Extracts
were characterized for polyphenols content and antioxidant activity. PHB-based nanofibers
were prepared using electrospinning and forcepinning methods. Nanofibers were enriched with
selected plant oil extracts and clotrimazol. Modified nanofibres were detemined for antioxidant
activity, short-term and long-term stability. Non-fibrous wound dressings were prepared from
alginate and chitosan. These dressings were functionalized by the addition of selected aqueous
extracts, ampicillin, lysozyme, papain, bromelain, and collagenase. Non-fibrous wound
dressings were determined for antioxidant activity, short-term stability and proteolytic activity.
The prepared wound dressings were tested for their antimicrobial effects on cultures of
Micrococcus luteus, Serratia marcescens, Staphylococcus epidermidis and Escherichia coli. In
conclusion, successfully prepared bioactive wound dressings with antioxidant and
antimicrobial agents were tested for safety on human cells. The determination was performed
using the MTT cytotoxicity test on human keratinocytes.

Keyword
skin wounds, wound dressing, polyhydroxybutyrate, alginate, chitosan, plant extracts,
keratynocytes, cytotoxicity
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1 UvoD

Soucasnost pfindsi dynamicky rozvoj nanotechnologii, to je pti¢ina prakticky denniho kontaktu
Clovéka sriznymi formami aplikaci nanomaterialti. Nejednd se pouze o nanomateridly
vyuzivané ve farmacii ¢i medicing, ale uplatiuji se i v kosmetice, zemédélstvi a fad¢ dalSich
prumyslovych odvétvi.

V posledni dob¢ se stala velmi aktudlni problematika 1écby koznich ran. Z celé fady dtvodu,
jako jsou vzrustajici rezistence mikroorganismu, Spatna zivotosprava a genera¢ni choroby,
dochazi ke stale vyssimu vyskytu chronickych koznich ran, jejichz 1écba je financné€ i Casoveé
naro¢na. Kvuli rozsifeni uzivani Sirokospektralnich antibiotik doSlo k nartistu mikrobialni
piirodni latky s antimikrobialnimi a¢inky, které mohou napomoci pii 1é¢bé onemocnéni. Mezi
dalsi vyhody vyuzivani rostlin patii i posilujici vliv na lidsky organismus, diky obsahu mnoha
hodnotnych zivin. Proto jsou rostlinné bioaktivni latky ¢im dal castéji pfedmétem zkoumdani
modernich nanotechnologii.

Pti 1€¢bé ran nachazeji nanotechnologie Siroké uplatnéni ve formé krytl ran, do kterych je
mozno zainkorporovat rizné bioaktivni latky, ptikladem jsou zminéné rostlinné antimikrobialni
slozky, komer¢ni 1é¢iva, enzymy napomahajici ¢isténi rany a dalsi. Vyzkum se zabyva celou
fadou ruznych typl krytd. Podle typu kozni rany se navrhuji idealni materialy K jeji 1é¢be,
oblibené jsou nanovlakna nebo hydrogely. Cilem je podpora rustu tkané a zabranéni vzniku
infekci a jizev. Kryty jsou cCasto pouzivany za ucelem ochrany rany pied prinikem
mikroorganismi, které mohou zpusobovat infekci a tim komplikovat hojeni rany. Z toho
divodu byvaji nanovlakna obohacena slozkami s Sirokospektralni antimikrobialni aktivitou.
Kozni kryty maji za ukol udrzovat vhodnou vlhkost rany, dilezitym faktorem je i snadna
aplikace a odstranéni krytu. Dalsi dillezitou funkci krytli na bazi nanomateridlii je postupné
uvolnovani aktivnich slozek.

Myslenkou neustale se rozvijejicich nanotechnologii, zamétenych na problematiku 1écby
koznich ran, je spojeni vSech kli€ovych vlastnosti do jednoho modifikovaného nanomaterialu,
ktery bude idedlnim feSeni na vzristajici potieby pacienti.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Kuze

Kize je protektivni systém na povrchu téla, vytvaii souvisly pokryv téla a plni fadu
vyznamnych funkei, jako je funkce ochrannd, imunitni, receptorovd, termoregulacni a
metabolickd. Kize tvoii ochranny §tit zabranujici priniku Skodlivému UV zafeni ze Slunce,
pruniku skodlivych patogeniim a odpafovani vody [1][2].

Vlastni kize je slozena ze dvou vrstev, pokozky (epidermis) a Skary (dermis), pod kizi se
nachazi vrstva podkozniho vaziva (subcutis). Pokozka plni funkci primarni chemicky inertni
bariéry, méa zejména statické mechanické funkce. Skara zajistuje pievazné dynamické
vlastnosti kiize, pruznost a taznost. V podkoznim vazivu jsou pak lokalizovany kozni zlazy a
ptidatné kozni organy, ty napomahaji udrzovat a chranit kizi, hraji roli i pfi jejim hojeni [1][2].

Kwvili neustalému poskozovani povrchu kiize vlivy vnéjsiho prostiedi je nutné, aby dochazelo
Kk nepfetrzitému obnovovani kiize. Nahradu poskozenych vrstev kiize zabezpecuji tzv. kmenové
bunky epidermis, ty jsou schopné se neustéale délit, takze zajistuji generace bunék, které¢ dale
tvofi povrchové buiilky pokozky. Funkci koznich kmenovych bunék neni jen obnova kiize, ale
i hojeni pfi poskozeni kuze [1].

Zékladem hojeni ran jsou tedy bunééné a molekularni mechanismy a pochopeni téchto
mechanism je cesta, kterou je mozné ovlivnit a urychlit procesy regenerace rany [2][1].

| 2 3 J 5

B

Obrdzek 1: SChématicky ez kizi; A — stratum corneum, B — Zivd epidermis, C — dermis, D — podkozni
tuk, 1 — cesta potni Zldzou, 2 — cesta mazovou zldzou, 3 — transfolikuldrni cesta, 4 — intercelularni
cesta, 5 — transceluldrni cesta [3]
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2.2 Prostup latek kazi

Obecné¢ latky prostupuji do klize procesem nazyvanym transdermalni absorpce. Jedna se o
proces, ktery je mozné rozdélit do tii krokl. Prvnim krokem je proniknuti latky do konkrétni
vrstvy epidermis (penetrace), druhym krokem je piesun latky mezi koZnimi vrstvami
(permeace), tfetim a finalnim krokem tohoto procesu je vstup latky do cévniho systému téla
(resorpce) [4].

Proces absorpce je ovliviiovan fadou faktori, jako je stav kuize a velikost jejiho povrchu, kde
absorpce probiha, mnozstvi transportované latky, rozpustnost ve vodé a obecny charakter
aktivni latky a nosice [4][5].

Dermis i epidermis maji hydrofilni charakter. Stratum corneum je ale hydrofobni, tento fakt
déla absorpci hydrofilnich latek znaéné slozitou. Z tohoto duvodu dochazi k absorpci
hydrofilnich latek skrze vlasové folikuly ¢i intracelularni cestou pies rohovou vrstvu, G¢innost
absorpce je vSak snizena. Pfenos lipofilnich latek je mnohem jednodussi, dochazi k rozpusténi
transportovanych latek v intercelularnich lipidech [4][5].

2.3 Lécba koznich ran

Kozni rany mohou byt zpiisobeny tadou zranéni, naptiklad mechanickym, chemickym,
biologickym nebo tepelnym. Je mozné rany klasifikovat v zavislosti na jejich trvani na rany
akutni a chronické. Akutni rany jsou povrchni a bézné se vyléci do 3 tydnl. Chronické rany se
obvykle vyskytuji jako komplikace chorobného procesu a pietrvavaji po dobu minimalné
3 mésici. Hojeni koznich ran je komplexni proces, béhem které¢ho se ktize snazi o napravu po
zranéni. Obecné miizeme proces obnovy rany rozdélit do tii zakladnich fazi — zanét, proliferace
a zrani [6].

Pti zanétlivé fazi dochazi k uvoliiovani cytokinii a chemokinii, které zptisobuji migraci
neutrofilii, makrofagh a lymfocyti do rany. Tyto buiiky nasledné vylucuji ristové faktory a
dochazi k tvorbé prozatimni matrice ze sousednich epidermélnich a dermalnich bunék.
Proliferaéni faze se vyznacuje tvorbou granulacni tkané, kterd se vyznacuje zvySenou Urovni
proliferace keratinocytli a fibroblastli, epidermalni migraci bun€k a syntézou extracelularni
matrice. To ma za nasledek reepitelizaci a angiogenezi. Kone¢na faze hojeni ran zahrnuje zrani
rany a remodelovani extracelularni matrice. Faze zrani je zakonena tvorbou acelularni jizvy

[6].

2.4  Kryty ran

Z davodi kritické role kize pro Zivot ¢loveéka a kvili nartstu vyskytu chronickych koznich ran
dochazi k dynamickému rozvoji tkdnového inzenyrstvi, které se zaméfuje na potencialni
alternativy, jez je mozné vyuzit pfi hojeni ran [7][8].

Mezi idealni vlastnosti kozniho krytu bezpochyby patfi vytvoieni vhodného vlhkého prostiedi
na povrchu rany, odstraiiovani odumfelych bunc¢k, zabezpeceni vymény plynti a tvofeni bariéry
proti mikroorganismim. Tradi¢ni kryty ran jsou na bazi bavinénych vat ¢i vldken, pfi jejichz
odstranovani mize dochazet k poskozeni vytvorené tkané [8][9].

To vedlo ke zvySenému z4jmu o biodegradabilni kryty ran, jejichZ zédkladem jsou bioaktivni
materialy, které napomahaji hojeni, podporuji ukladani extracelularniho matrixu. Doposud byla
jako bioaktivni kryty ran aplikovana celé tfada ptirodnich i1 syntetickych biomateriala.
K vétSimu vyuzivani pfirodnich polymert vedla jejich biokompatibilita, nizka imunogenicita a
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toxicita, minimum alergickych reakci a obecné vyssi klinicka funkénost nez vykazuji syntetické
polymery [10].

Kli¢ovym faktorem pro tvorbu ucinného kozniho krytu je vybér vhodného nosice. Riizné
druhy aktivnich latek maji specifické pozadavky na nosi¢, do kterého jsou imobilizovany.
Zvoleny nosi¢ musi spliiovat jistd kritéria. Je nutné pouzivat materialy, které¢ nejsou toxickeé,
maji vhodnou mechanickou pevnost a stabilizuji obsazené aktivni latky biologicky, chemicky
i fyzikalné béhem manipulace a zpracovani. Podle konkrétniho uplatnéni se dale zohlediuji
dalsi kritéria jako je biodegradabilita, rozpustnost, porozita, mira bobtnani, obsah vhodnych
funkénich skupin a cena materialu [11].

2.5 Vyuziti koznich kryti v mediciné

Jiz vroce 2001 byl celosvétovy trh zaméfeny na péci o rany odhadovan na necelych
13 500 miliont USD s ro¢ni mirou rist 15 %, do tohoto odhadu byly zahrnuty chirurgické
zakroky, péce o chronické rany, otlaky, viedy nohou a popaleniny. Tato analyza poukazuje i na
postupny posun péce o rany smérem k pokrocilym obvazim [12].

Ve farmacii je kryty ran mozné rozd¢lit na kryty pasivni, interaktivni a bioaktivni, dle povahy
jejich ptisobeni. Kryty pasivni jsou naptiklad tradi¢ni gazy, tylové obvazy. Mezi interaktivni
kryty se fadi polymerni félie a formy, vétSinou transparentni, propustné pro vodni paru a kyslik,
nepropustné pro bakterie. Bioaktivni kryty ran maji schopnost dodévat latky, které jsou aktivni
pfi procesu hojeni ran, pouzivaji se materidly jako proteoglykany, kolagen, nekolagenni
proteiny, alginat ¢i chitosan [12].

Kvili velkému a rychlému rozvoji nanotechnologii dochazi k i stale castéjSimu zkoumdani
celou skélou zajimavych vlastnosti téchto vldken. Vldkna se vyznacuji nizkou hmotnosti s
vysokym pomérem povrch/objem, nastavitelnou morfologii, kontrolovatelnou funkcionalizaci
a nastavitelnym primérem vlaken. Proto je mozné vldkna vyuZivat jako materialy pro vysoce
efektivni filtrace, jako kryty ran nebo jako scaffoldy v tkanovém inzenyrstvi [13][14].

Nanovldkenné matrice mohou slouzit jako nosice pro buiiky, Iéky, proteiny, malé molekuly
nebo jiné terapeutické latky. Dale je moZzné do elektrospinnovych polymert zaclenit ristové
faktory a tim zlepsit regeneraci poskozené lidské kuze [15].

Pro piipravu krytl se vyuziva fada polymerd, konkrétné PHB, Zelatina, chitosan, polyuretan,
alginat, polykaprolakton, polyvinylalkohol, karboxymethylcelul6za a kyselina polymlécna
[16].

2.6 Polyhydroxybutyrat (PHB)

Poly-(3-hybroxybutyrat) je polyester, ktery je inertni, biodegradabilni a biokompatibilni, ma
termoplastické vlastnosti. PHB je produkovan a intracelularné akumulovén jako rezervni zdroj
energie a uhliku. Existuje fada bakterii, které jsou schopny PHB produkovat, jako je
Cupriavidus necator, nékolik druhti Pseudomonas, Bacillus, Azotobacter a také rekombinantni
Escherichia coli. Avsak vyrabi se i syntetickou cestou [17].

Od svého objeveni je PHB pouZzivano v chemickém primyslu jako ndhrada polyethylenu a
polypropylenu. Na zéklad¢ jeho biokompatibility a biodegradability byl navrzen pro aplikace
ve farmaceutickych oborech, napiiklad p#i konstrukci umélych organi, pro drug delivery
systémy a kryty ran [17].
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Obrdzek 2:Struktura PHB [17]

2.7 Metody pripravy PHB nanovliken
Existuje cela fada metod, pomoci kterych je mozné pfipravovat nanovlakna na bazi PHB. Ty
nejcasteji vyuzivané jsou metody elektrospinning a forcespinning.

2.7.1 Elektrospinning

Elektrospinning je technika znama jiz od minulého stoleti. Jedna se o metodu, ktera se jevi jako
nejvhodnéjsi pro ziskani polymernich vldken s primérem v mikrometrickém a nanometrickém
rozsahu [14].

Jednd se o vyrobni proces, pfi kterém dochazi k tvorbé jemnych polymernich vlaken
z kapaliny za pouziti elektrostatické sily. Systém je obvykle slozeny ze tfi Casti — zdroje
vysokého napéti, stiikacky s jehlou a uzemnéného kovového kolektoru [18].

Po zapnuti zdroje vysokého napéti se mezi jehlou a kolektorem vytvati elektricky potencial.
Ze zacatku tvofi roztok polymeru na Spicce jehly hemisféru kvili povrchovému napéti.
Z diivodu aplikace elektrického potencidlu dochéazi k prodluzovéani hemisféry a vytvari se
Tayloriv kuzel. Zvyseni elektrického potencidlu zptsobi pfekondni povrchového napéti a tvoii
se polymerni proud smérem ke kolektoru. Z proudu polymeru se odpatuje rozpoustédlo a tim
se vlakno zakoncentrovava. V tuhém stavu se polymerni vlakna shromazd’uji na kolektoru [18].

kalekbor

pist

— L +
[ =

stiikacka s rozbokem
blopolymeruy

viysoka napati

Obrazek 3: Schéma elektrospinningu, prevzato a upraveno z [18]

2.7.2 Forcespinning

V poslednich letech dochézi k rozvoji experimentalnich vyzkumi vedoucich k vyvoji a pouziti
metody forcespinningu. Forcespinning je technika rotacniho zvlaknovani, ktera k vyrobé
vladken velikosti mikro a nano pouziva vnéjsi odstiedivou silu. Tato metoda mlze vytvaret
vlakna z riiznych typt tavenin a roztoki, tim umoziiuje vyrobu nanovlaken z mnoha materialt
s dtlezitymi technologickymi aplikacemi. Metoda je pouzitelna k vyrob¢ vlaken z polymerd,
kompoziti, kovi, keramiky. Jeji dalsi velkou vyhodou je vysoka rychlost vyroby [19].
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2.8 Aplikace vlakennych kryti v mediciné

Rozvoj technologii zaméfenych na nanovldkna zpiistupnil nové moznosti v celé tadé
prumyslovych odvétvi a obort. Ptikladem je uplatnéni v kosmetickém pramyslu, kde jsou
nanovlakna vyuzivana jako soucast pletovych masek, které funguji na podobném principu jako
kryci vrstvy pouzivané proti koznim ranam a jizvam. Dale se pravé nanovlakna na bazi
biopolymert V lIékaiském odvétvi pouzivaji jako kryci materidly pii 1écbé akutnich 1
chronickych povrchovych koznich ran [20][21].

Stale Castéj$Si vyuzivani nanovldken v mediciné je zplsobeno kladnymi vlastnosti
nanovlakennych materialt, jako je jejich pruznost kopirujici reliéf rany, podpora hojeni,
simulace mimobuné&cné hmoty. Z téchto ditvodt jsou tvofeny a testovany nanovlakenné kryty
S obsahem antibiotik, které napomahaji rychlejSimu hojeni ran. Nanovldkenna sit’ také ucinné
zabranuje pruniku mikroorganismu do rany diky své hustoté zesiténi. Dalsi aplikaci v medicing
je pouziti nanovlaken jako scaffold, ktery nahradi chybé&jici matrix pfi kultivaci nové tkan¢.
Vyzkum na Technické univerzité v Liberci se zabyva aplikaci nanovlaken ve form¢ umélé
cévni nahrady. Tato uméla céva je béhem operace vlozena do poskozeného mista, kde plni
funkci docasné sité¢ k zachytavani bunék a tvorbé nové cévy. Uméla céva se po splnéni své
funkce degraduje a vstieba do téla. Nanovlakna se testuji také z hlediska vyvoje novych
obvazovych materidli s kontrolovanym uvoliiovanim 1é¢ivych slozek nebo moznosti vyuziti na
drenaz, k odvadéni tekutin z ran [20].

Mezi dalsi sméry, ve kterych jsou nanovlakna zkoumana pro své budouci uplatnéni, je
napiiklad vyuziti vldkennych biomaterialii pro zubni implantaty, ndhrady kosti, kostni cement,
umélé srdecni chlopné, vaskularni $tépy, pfi kosmetickych operacich. Tkanové inzenyrstvi se
dale zabyva i uplatnénim nanovldken ve formé umélych koznich implantatt, umélych cév,
chrupavek, kosti i nervi [22].

2.9 Alginat

Alginat je linearni polysacharid, jenZ se sklada z B-D-mannuronové kyseliny a a-L-guluronové
kyseliny. Alginat je biosyntetizovan hnédymi fasami a n€kterymi druhy bakterii. Pro komer¢ni
ucely se alginat ziskava z hnédych fas rodu Ascophylium, Macrocystis a Laminaria. Mezi
bakterialni rody, které jsou schopné alginat syntetizovat, patii naptiklad Azotobacter nebo
Pseudomonas. Rozdil mezi bakteridlnim a rostlinnym alginatem je v poctu a uspofadani
jednotlivych kyselinovych zbytka [23].

Alginat vykazuje fadu vlastnosti, diky kterym nachazi velké uplatnéni v primyslovém
odvétvi. Do vyctu jeho kladnych vlastnosti patii biodegradovatelnost, biokompatibilita,
rozpustnost ve vod¢, schopnost tvofit hydrogely bez pfidavku toxickych rozpoustédel, jedna se
o pfirozené hemostatikum. Alginatové gely se v biomedicin€ vyuzivaji jako vlhké kryty ran,
které napomahaji procesu hojeni diky tvorbé vhodného vlhkého prostiedi a moznosti
inkorporace a nasledného fizeného uvoliovani 1é¢ivych latek [11][23][24].
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Obrazek 4: Struktura algindtu [23]

2.10 Chitosan

Chitosan je nejbéznéji ziskavan alkalickou deacetylaci chitinu, ktery se v pfirodé hojné
vyskytuje, napiiklad je soucasti skeletu korysi €1 kiidel hmyzu. Chitosan je v ptirodé zastoupen
méné, a to u nékterych rodu hub, napiiklad Mucor a Aspergillus [25].

Tento polysacharidovy polymer (poly-D-glukosamin) ma Siroké uplatnéni v biomedicinskych
aplikacich. Chitosan ma antimikrobidlni uc€inky proti nékterym grampozitivnim 1
gramnegativnim bakteriim, je biokompatibilni, biodegradovatelny, netoxicky, tvoii gely. Proto
je vhodny pro tvorbu transportnich systému s cilenym uvoliiovdnim terapeutickych latek, které
je mozné zainkorporovat do tenkych filmti nebo enkapsulovat do ¢astic [25].

R
H OH H | H H OH
NH
H H o
HO O
NH H‘ 2 NH
H 2H H ZH

R=H or COCHs

Obrazek 5: Struktura chitosanu [26]

2.11 Aplikace nevlakennych kryti v mediciné
Nevlakenné materiadly na bazi hydrogeld jsou velmi popularni, a to diky jejich jedine¢nym
vlastnostem, vysoké vaznosti vody, mekkosti, pruznosti a biokompatibilité. Ptirodni i
syntetické hydrofilni polymery maji schopnost fyzikélniho nebo chemického zesiténi, tim se
vytvaii hydrogely, jejichz podobnost szivou tkani otevira fadu moznosti pro aplikaci
v medicing€. V soucasnosti se hydrogely pouZivaji pro vyrobu kontaktnich ¢ocek, hygienickych
vyrobk, scaffoldd v tkanovém inzenyrstvi, systému pro dodavani 1éciv a krytt ran [27].
Hydrogelové kryty ran jsou velmi modernim tématem, které prochazi neustalym vyvojem.
Pouzivané materialy na ptipravu takovychto krytd jsou napiiklad modifikovana
karboxymethylceluloza, polyethylenglykol, propylenglykol, chitosan nebo alginat. Pro drug
delivery systémy jsou zkoumany materialy jako polyvinylalkohol, keratin, beta-glukan a dalsi
[27].
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2.12 Antimikrobialni a antioxida¢ni latky

Aby mohly byt latky nazyvany antimikrobialni, musi vykazovat schopnost inhibice rustu
mikroorganismil. Detailnéji je mozné antimikrobialni latky d€lit podle typu jejich aktivity na
latky antibakterialni, antimykotické, antiparazitické a antivirové. V rostlinach obecné tyto latky
zprostiedkovavaji funkce stavebni a strukturni, vytvari rostlindam ochranu pied Skudci,
infekcim, mechanickym poskozenim, chladu a dalSim stresovym faktorim. Z chemického
hlediska jsou to nejcastéji fenolické latky, které jsou zodpovédné za barvu, vini a chut’ ploda a
kvéta [28][29].

Antioxidacni latky neboli antioxidanty jsou protektivni latky, které se ucastni ochrany vici
volnym radikalim tvofenych pfi patogennich stavech. Casto jsou antioxidanty diskutovany
kvli jejich tdajnym blahodarnym G¢inktim na lidské zdravi. Biologické systémy vyzaduji staly
pfijem exogennich antioxidantli kvuli kontrole hladiny reaktivnich forem kysliku (ROS).
Mezi ROS patii volné radikaly i neradikalové formy, jejichz mnozstvi prudce nartsta
Vv patogennich podminkach a vyvolava oxidacni stres v biologickych systémech. Oxidacni stres
je mozné si predstavit jako nerovnovahu mezi mnozstvim pfitomnych ROS a schopnosti
biologického systému detoxikovat reaktivni intermediaty ¢i opravit jiz vzniklé poskozeni. U
cloveéka oxidacni stres zpusobuje starnuti, rakovinu, kardiovaskuldrni a neurodegenerativni
onemocnéni [28][29][30].

Zdroji ptirodnich antimikrobidlnich a antioxidacnich latek jsou fenolické latky, ty se
nachazeji v fad¢ rostlinnych organi, v zeleniné a ovoci [30].

2.12.1 Polyfenolické latky
Ptirodni polyfenolické latky jsou, co se tyCe jejich struktury, znaén€ rozmanita skupina latek.
Doposud bylo odhaleno vice jak 8 000 druhti polyfenolickéch latek, z toho 4 000 druht je
fazeno do skupiny flavonoidi, coz je nejvice zkoumana skupina polyfenolickych latek pro sviyj
pozitivni vliv na zdravi ¢lovéka. DalSimi skupinami patfici mezi tyto latky jsou taniny,
izoflavony, ligniny, katechiny atd. Rada pfirodnich polyfenoli méa strukturu podobnou
estrogentim, z toho dtivodu se do skupiny polyfenolickych latek tadi i fytoestrogeny [31].
Jelikoz jsou polyfenolické latky v rostlinach prakticky vSudypfitomné, jsou hojnou soucasti
lidské stravy, Mezi hlavni zdroje téchto latek jsou fazeny rizné druhy ovoce a zeleniny, byliny,
obiloviny, soja, ofechy, olivovy olej, zeleny ¢aj, kava, ¢ervené vino a pivo [31].

2.13 Vybrané rostliny
Pouzivani rostlin kvili jejich lé€ivym vlastnostem mé dlouholetou tradici. Pomoci riznych
aromatickych sloucenin, které jsou schopny syntetizovat, miiZou pozitivn€ ovliviiovat jiné Zivé
organismy. Rada rostlin ma schopnost produkovat latky s antimikrobialnimi a 1é¢ivymi tginky,
jez jim slouzi jako ochrana proti mikroorganismim, hmyzu nebo bylozravctim [32][33].

Za ucelem zkoumani téchto vlastnosti bylo do této prace vybrano 5 bylin, které jsou blize
popsany v bodech 2.13.1 az 2.13.5.

2.13.1 Kozinec blanity

Kozinec blanity (Astragalus membranaceus) je rostlina pochazejici z Ciny, Koreje a
Mongolska, kde je soucasti tradi¢niho 1é¢itelstvi. Za nejvice 1é¢ivou ¢ast rostliny je povazovan
kofen, ale pouziva se i1 kvetouci nat. Mezi kladné vlastnosti kozince jsou fazeny jeho
antioxida¢ni, antibakterialni, antivirové a protizanétlivé u¢inky. Casto byva kozinec ozna¢ovan
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terminem adaptogen, toto oznaceni si kozinec vyslouzil diky schopnosti chranit organismus
vici fyzickému i duSevnimu stresu. Déle jsou zndmy i mocopudné ucinky, schopnosti snizeni
krevniho tlaku a zvyseni odolnosti a celkové vitality [34].

2.13.2 Muskatovy ofiSek

Muskatovy ofiSek je semeno listnatého stromu muskatovniku vonného (Myristica fragrans),
ten je péstovan v tropickych oblastech, ptivodem pochazi z Indie. Zpracovavaji se kvéty, plody
i semena. Muskatovy kvét je v malych davkach pouzivan jako kofeni, duzina plodi se
zpracovava na kompoty. Vysusena semena nebo olej ze semen je vyuzivan k vyrobé mydel,
masti, vonavek a naplasti. Diky obsahu vitamind, polyfenolickych latek, alkaloidii, karotenoidi
a terpenl, ma antimikrobidlni a antioxida¢ni aktivitu. Uplatnéni nachazi v lékafstvi,
potravinafstvi a kosmetice [34][35].

2.13.3 Pepf cerny

Pepf Cerny je plod peprovniku ¢erného (Piper nigrum), ptivodem je z Indie. Vcelku ¢i v mleté
formé je pept jedno z nejvice pouzivanych a zndmych koteni, diky kterému Ize dodavat jidlu
ostrost. Hlavnimi slozkami esencidlniho oleje obsazeného v pepfi jsou aromatické slouceniny,
terpenové uhlovodiky a oxidované terpeny. Esencidlni oleje izolované z ¢ern¢ho pepte maji

-----

2.13.4 Tymian obecny

Tymian obecny (Thymus vulgaris) je trvalka puvodem ze Stiedomofi. Jeho nat’ se pouziva jako
koteni a terapeutikum. Tymién celkové plisobi fytoncidné a antimikrobidlné€. V tymianové silici
jsou pfitomny tfisloviny, organické kyseliny, triterpeny, hoic¢iny, saponiny, flavonové
glykosidy. Jako hlavni slozky silice jsou uvadény thymol a karvakrol. Nejcastéji se tymianové
tinktury pouzivaji ve form¢ nalevu jako antiseptika pti onemocnéni hornich cest dychacich [34].

2.13.5 Zazvor pravy
Zazvor pravy (Zingiber officinale) je bylina pivodem z Asie, kde je nedilnou soucasti jejich
tradi¢ni mediciny 1 kuchyné. Nejbéznéji se oddenek pouziva jako kofeni, dale se pouZiva pfi
1é¢bé nachlazeni a vykazuje antibakterialni a protizanétlivé t€inky. Svou typickou vyraznou a
ostrou chut’ ziskal diky obsahu aromatické latky gingerol [34].

Antimikrobialni u¢inky extrakt z oddenkti zazvoru byly testovany v fadach studii na riznych
mikroorganismech. Nejvétsi antimikrobialni aktivita byla pozorovana na bakteriich Bacillus
subtilis a Staphylococcus aureus [37].

2.14 Klotrimazol

Klotrimazol patii do skupiny imidazolovych derivati, které maji schopnost inhibovat tvorbu
zékladni slozky bunééné membrany mikroorganismil, ergosterol. Jedna se u¢inné lokalni
sirokospektralni antimykotikum, je G¢inné proti plisnim, kvasinkam a dermatofytam. Vykazuje
také ucinnost 1 proti riznym druhim bakterii. Dobra Uc¢innost klotrimazolu je zplsobena
prostupem latky kazi v dostatecné koncentraci. Vyhodou jsou minimélni nezadouci ucinky
kvuli obtiznému prostupu latky do krevniho fecisté [38].
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Obrazek 6:Struktura klotrimazolu [38]

2.15 Ampicilin

Ampicilin, a-aminobenzylpenicilin, je semisynteticky penicilin, ktery vykazuje antimikrobialni
aktivity proti grampozitivnim i gramnegativnim bakteriim. Jevi se jako idealni 1é¢ivo na 1écbu
akutni zanétlivé meningitidy. Ampicilin ma vysokou efektivitu proti Diplococcus pneuminiae,
Neisseria meningitidis a Hemophilus influenzae. Toto antibiotikum vykazuje minimum
vedlejSich ucinkt, pti ordlnim nebo parenteralnim podani je mozné dosahnout vhodné hladiny
1é¢iva v krvi [39].
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Obrdzek 7: Struktura ampicilinu [40]

2.16 Vyuziti enzymi v mediciné

Hlavnim divodem pouzivani enzymu jako 1€¢iv jsou jejich dve unikatni vlastnosti, diky kterym
se odlisuji od jinych druhti 1éCiv. Jedna se o vlastnost specificky se vazat k substratu a
mnohonasobné pfemenit substrat v konecny produkt. Proto jsou enzymy vyznamnou slozkou
v fadé farmaceutickych ptipravku [41].

Lécebné enzymy jsou vyuzivany jako antimikrobidlni Cinidla, trombolytika a onkolytika,
slozky vlhkych kryti ran a masti, dale se pouZivaji pfi Spatné produkci travicich enzymd.
enzymu.. V kombinaci s jinymi 1éCivy se terapeutické enzymy vyuzivaji dvéma zpisoby, bud’
podporuji ucinky 1écivé slozky, nebo snizuji negativni vedlejsi ucinky 1é¢iva [42].

Mezi zéstupce terapeutickych enzyml patfi lysozym, ten je vyuzivan pro své silné
antimikrobialni G¢inky. Pro 1éCbu trombodzy se pouzivaji enzymy streptokinasa, urokinasa a
nattokinasa, které¢ napomahaji rozpoustét krevni sraZzeniny a obnovovat prichodnost cév. Jako
onkolytikum je zkouman enzym arginindeaminasa, ten inhibuje tvorbu lidského melanomu. U
1é¢by pacientd s deficitem vlastnich travicich enzymi jsou podavany piipravky s obsahem
travicich enzymu proteas, lipas a amylas. Pfi terapii koznich ran jsou vyuzivany proteolytické
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enzymy, které maji schopnost ¢istit rdnu pomoci odstranéni nekrotické tkan¢ a aktivace
endogennich proteas, tim dochazi ke snizeni rizika infekce a zkraceni doby 1écby rany. Dale
jsou enzymy pouzivany na substituéni terapii [41][42].

2.17 Lysozym
Lysozym je pfirodni enzym, ktery ma baktericidni a bakteriostatické ucinky zalozené na
schopnosti katalyzovat hydrolyzu vazeb mezi N-acetylglukosaminem a N-acetylmuramovou
kyselinou, coZ jsou slozky buné¢né stény grampozitivnich bakterii. Tento enzym je tvofen
jednoduchym polypeptidickym fetézce slozenym ze 129 aminokyselin [43][44].

Pro své bakteriolytické vlastnosti je lysozym hojné pouzivan ve farmaceutickém pramyslu
jako soucast 1éku na fadu infekénich onemocnéni, vyuZziva se jako pomocna latka do nékterych
antibiotik a analgetika. V potravinaiském primyslu zastava funkci konzervantu [42][43][44].

2.18 Papain a bromelain

Papain a bromelain jsou rostlinné proteasy cysteinového typu. Obecné se cysteinové proteasy
ucastni fady aspektii v rostlinné fyziologii, napiiklad pii vyvoji ¢i starnuti. Dale se zapojuji
béhem fizeni bunééné smrti, pti kliceni semen reguluji ukladani a odbouravani zasobnich latek
a nachazeji uplatnéni i pii riznych reakcich na stres z prostiedi [45].

Tyto enzymy maji velmi rozsahlé spektrum lécebného uplatnéni. Aplikuji se do ptipravkl na
hojeni ran, kde pomahaji pfi odstraiovani odumftelé tkané¢, diky své vlastnosti hydrolyzovat
vlakna kolagenu. Déle se pouzivaji jako trombolytika, protizdnétliva ¢inidla a nachdzeji své
uplatnéni i v kosmetice [45].

Papain je ziskdvan z nezralych plodi papéje. Jedna se o globularni protein, jehoz fetézec je
slozen z 212 aminokyselin. Na rozdil od papainu neni struktura bromelainu zcela popsana.
Doposud je jeho struktura charakterizovana jen z ¢asti, bromelain je popsan jako komplexni
smés slozena ze sacharidu, glykoproteind, thiol-endopeptidas a dalich slozek. Bromelain se
izoluje z nezralych plodu a stonkt ananasu jako surovy vodny extrakt [46][47].

2.19 Kolagenasa

Ptirozenou soucasti prakticky vSech tkani obratlovct je kolagen, v ptipad¢ potieby rozrusit tkan
se vyuZzivaji proteolytické enzymy, konktrétné¢ kolagenasy. Jedna se o enzymy, které mayji
schopnost $tépit peptidické vazby v molekule kolagenu [48][49].

V klinickém vyzkumu se kolagenasy testuji jako slozka prostfedkll pro enzymaticky fizené
¢iSténi ran, pro izolaci kardiomyocytt, adipocytli, hepatocytl a dalSich druhi tkaiiovych bunék.
Kolagenasy pro primyslové uplatnéni jsou nejastéji produkovany pomoci bakterie
Clostridium histolyticum, coz je bakterie schopna tvorby dvou typu kolagenas, které se od sebe
1i81 poctem aminokyselin v peptidickém fetézci. Typ I je tvofen fetézcem 936 aminokyselin a
typ II tvoti 1 021 aminokyselin [49][50].

2.20 Bunécné kultury

Systémy bunécnych kultur jsou moderni metody vyuzivané v tkaiiovém inZenyrstvi, bunééné
biologii, biochemii, pii vyvoji léCiv a farmakokinetickych studiich a to z divodu imitace stavu
in vivo. Bunééné kultury jsou pouzivané ve vyzkumu i ve vyrob¢, kde slouzi prevazné jako
zdroj materialu. Nepostradatelné jsou hybridomové kultury, ty slouzi k vyrob&é monoklonalnich
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protilatek, jiné bunécéné kultury jsou pouzivany na vyrobu riiznych bilkovinnych molekul ¢i
peptidu [51][52].

Vyhodou pouziti bunéénych kultur v porovnani s vyuzitim izolovanych tkani, organti nebo
laboratornich zvifat je zasadni. Experimentdlni priace se provadi na jediném, dobie
charakterizovaném typu bunék, vysledky nejsou ovliviilovany interakcemi s jinymi bunéénymi
populacemi, tkanémi nebo organy. Velké mnozstvi bunéénych linii je mozno snadno kultivovat,
v kratkém casovém obdobi I1ze vypéstovat pomérné velké mnozstvi homogenniho a konkrétné
definovaného bunééného materidlu. Timto zpisobem dochazi k omezeni etickych problémi
spojenych s experimentalni praci se zviraty [52].

Mezi nevyhody bunéénych kultur patii fada omezeni, kviili kterym je prace s nimi limitovana.

Jedno ze zminénych omezeni je i1 fakt, Zze kultivované buiiky nerostou ve fyziologickych
podminkach, nybrz jsou kultivovany v atmosféie S vysSim tlakem kysliku a v umélém
kultivacnim médiu, které svym slozenim ptesné¢ neodpovida slozeni vnitiniho prostiredi
Vv organismu. Péstovanym buiikam tedy chybi obvykly tkanovy kontext [52].
V bunéénych laboratofich je nutné pouzivat jednordzovy sterilni materidl, aby se zamezilo
pfistupu 1 béznym kontaminantim, jako jsou nckteré prechodné kovy, endotoxiny a dalsi
organickym molekuldm. Obecné je prace s bunéénymi kulturami zdlouhava, naro¢na na
pozornost a soustiedéni a pomérné draha [52].

2.20.1 Keratinocyty

Keratinocyty tvoii hlavni slozku epidermis, dale jsou v epidermis piitomny melanocyty,
Merkelovy buriky a Langerhansovy ostrivky. Kozni bariéra se vytvati procesem nazvanym
keratinizace. Nejsvrchngjsi cast epidermis (stratum corneum) se sklada z keratinocyta ve finalni
fazi diferenciace (korneocytll) a lipidické matrix, tato vrstva udavé bariérovou funkci kize.
Keratinocyty se ucastni zanétlivych procesti syntézou protizanétlivych cytokinu, coz vede
k nahromadéni leukocytd. Dale jsou keratinocyty dulezité pii hojeni koznich ran, jejich migraci
a proliferaci dochazi k reepitelizaci poskozenich mist [53].

2.20.2 MTT test cytotoxicity

Testovani in vitro je pouzivanou strategii k urceni toxicity nanoc¢astic, nanovlaken a celé fady
dalsi latek, jedna se o moznou alternativu K testim na zvifatech, které jsou financné i ¢asové
nakladné [54].

MTT test cytotoxicity je nejvice vyuZivanou metodou, ktera je zaloZena na kolorimetrickém
urceni poctu Zivotaschopnych bunék. Hlavnim principem tohoto testu je enzymaticka redukce
zlutého MTT (3—[4,5-dimetyltiazol-2—yl]-2,5-difenyltetrazoliumbromidu) na fialové krystaly
formazanu, ten je nerozpustny ve vodném kultivaénim prostfedi bun€k. Redukce MTT je
zpusobena aktivitou bunécnych NAD(P)H oxidoreduktas, ty se nachazi hlavné v cytoplazmé a
plazmatické membrané€. Zminéné redukce jsou schopny jen zivé buiiky, a proto barevna zména
znazoriiuje miru bunéné metabolické kapacity. Na zavér testu se piidava SDS (dodecylsiran
sodny), vnémz se formazonové krystalky rozpusti a vytvoii se Ciry roztok, které se
spektrofotometricky stanovi [54][55].
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Obrdzek 8: Princip MTT testu cytotoxicity, prevzato a upraveno z [56]

2.21 Mikrobialni kultury

Mikrobialni svét je nejvetsi neprozkoumana zasobarna biodiverzity na Zemi, proto je tato oblast
pod intenzitnim vyzkumem. Zajem o objevovani mikrobialni rozmanitosti je motivovan celou
fadou funkci, které zahrnuji environmentdlni detoxifikaci a kolobéh zivin. Kolekce
mikrobialnich kultur obsahuje vice nez milion riznych kmeni [57].

Pomoci opatrné selekce mikroorganismt a diimysiného navrzeni testl je klicovym krokem
pro rozvoj novych technologii, jako je efektivni vyuziti mikroorganismi pro udrzitelné
zemédé@lstvi, ochranu environmentdlniho prostfedi, lidskou a veterinarni medicinu. Mezi
konkrétni aplikace patii ochrana rostlinného zdravi a produkce plodin, recyklace zemédélského
a pramyslového odpadu, bioremediace pliidy a vody od organickych a anorganickych necistot.
Mikrobidlni kultury se pouzivaji pfi vyrobé biosensorli, syntéze nanomateriald, antibiotik,
probiotik a jinych mikrobialnich produktt. Dale se vyuzivaji v enzymologii, manipulaci s geny,
bioprocesnich technologiich a bioinformatice [57][58].

2.21.1 Kultivace mikroorganismii
Péstovani, jinak feceno kultivace, je zdkladni ukon mikrobiologické prace. Mezi faktory
urcujici spravnost kultivace patii volba vhodného Zivného média, teploty, ptistupu vzduchu dle
pozadavk kultivovanych mikroorganismil. Kultivaéni média se déli podle skupenstvi (pevna,
polotuhd, tekutd), obsahu Zivin (zdkladni, obohacena, limitovand), ptivodu (ptirodni, synteticka,
umé¢la) a Gcelu pouziti (univerzalni, selektivni, diagnosticka, vybérova-diagnosticka) [59].
Zivnych médii je spousta druhti, spoleénym znakem je vieobecné slozeni, konkrétné zdroj
uhliku, dusiku a minerélnich latek, selektivniho ¢inidla, vody, ztuZovadla (Zelatina, agar) a latky
upravujici pH. Kapalna média jsou kultivovana v termostatované trepacce, diky tfepani je
zajistén spravny piisun kysliku k péstovanému mikroorganismu. Kultivace na tuhych médiich
probihaji v termostatu s vyménou vzduchu, Petriho misky jsou v ném uchovavany dnem vzhiru
z divodu kondenzace vody. Cela kultivace probiha n€kolik dni [59].

2.21.2 Pouzité mikroorganismy

V této préaci byly mikroorganismy vyuzity pro ur€eni antimikrobialni aktivity pfipravenych
kryt. Zvoleny byly 4 druhy bakterii, zastupci grampozitivnich 1 gramnegativnich druhd.
Bakterie jsou jednobunééné prokaryotické mikroorganismy s rozmanitou morfologii a velikosti
v fadech mikrometrii. Charakteristickym rysem je jejich specificky metabolismu, ktery jim
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umoziuje rychlé mnozeni a rast. Nejvice zastoupeny jsou bakterie ty¢inkového tvaru, dale
existuji kulovité (koky) a vlaknité bakterie. Lisi se mezi sebou zplsoby zisku energie a zdrojem
uhliku. Podle téchto kritérii se bakterie d€li na fotoheterotrofni, fotoautotrofni,
chemoheterotrofni a chemoautotrofni [60][61][62].

Bunééna sténa bakterii ma velky vyznam, diky fadé svych funkci, jako je ochrana pred
chemickym a mechanickym poskozeni, vysychanim, udrzovani osmotického tlaku a tvaru
buiiky. Hlavni stavebni slozkou bunécné stény je peptidoglykan (murein), dale jsou ve sténé
ptitomny lipidy, proteiny, polysacharidy a dalsi latky. Podle struktury bunééné stény se bakterie
rozde€luji do dvou skupin, a to na grampozitivni a gramnegativni bakterie. K rozliSeni skupin se
pouziva Gramovo diagnostické barveni [60][61][62].

Sténa grampozitivnich bakterii je vytvofena silnou vrstvou peptidoglykant, kterd je vyplnéna
teichoovou kyselinou. Gramnegativni bakterie maji bunéénou sténu tvorenou z tenké vrstvy
peptidoglykanti, neobsahuje teichoovou kyselinu, vnéjSi membrana obsahuje strukturni a
enzymové proteiny, lipoproteiny a fosfolipidy [63].
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Obrazek 9: Struktura bunécné stény gramporzitivni (4) a gramnegativni (B) bakterie [64]

2.21.2.1 Micrococcus luteus

Micrococcus luteus je grampozitivni, aerobni bakterie z ¢eledé Micrococcacea. Bunky této
bakterie maji kulovity tvar, jejich velikost je od 1 do 1,8 pm. Jedna se o rozsifenou bakterii,
ktera se vyskytuje v pude, ve vzduchu i vod€. Je mozné je najit i na kizi savcd véetné cloveka,
mohou byt pfitomny i na sliznicich ustni ¢i v hornich cestach dychacich. U jedinct s oslabenym
imunitnich systémem mize byt Micrococcus luteus pivodcem ruznych infekci, napiiklad
meningitidy, pneumonie, endokarditidy [65].

2.21.2.2 Serratia marcescens

Serratia marcescens je zastupcem skupiny gramnegativnich bakterii, dale se fadi mezi
Enterobacteriaceae. Jedna se o fakultativné anaerobni bakterii, ktera ma ty¢inkovity tvar a sviij
pohyb zajistuje pomoci peritrichalnich bi¢ikli. Tato bakterie ma schopnost tvotit hydrolytické
enzymy (lipasy, DNasy, gelatinasy) a také produkuje ¢erveny pigment prodigiozin. Serratia
marcescens mize u pacientil s oslabenou imunitou vyvolat infekce ran, dychaciho traktu, sepsi,
endokarditidu, meningitidu [66][67].
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2.21.2.3 Escherichia coli

Escherichia coli (E.coli) se fadi do gramnegativni skupiny bakterii, je fakultativné anaerobni,
ma tvar tyCinky a téz jako Serratia marcescens je fazena do celedi Enterobacteriaceae. Vyskyt
této bakterie v jidle ¢i vodé je indikdtorem fekalniho zneciSténi. Nékteré kmeny mohou
produkovat toxiny, byt patogenni a zpusobovat sttevni potize, infekce mocovych cest a jiné
infekce. Jiné kmeny E.coli vSak naopak ziji v symbidze v tlustém stievé a diky produkci
vitaminu K jsou prospésné, déle také znemoznuji mnozeni jinych patogennich bakterii ve
stfevé. V modernich biotechnologiich se tato bakterie pouziva i k molekularnimu klonovani
[67] [68].

2.21.2.4 Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidis je grampozitivni, fakultativné anaerobni bakterie, jez tvofi
nepravidelné shluky. Patii do Celedi Micrococcaceae. Jednotlivé kmeny se od sebe lisi
fermentaci koagulasy a mannitolu. Staphylococcus epidermidis je koagulasa-negativni druh,
ktery je dominantnim patogenem mezi dal§imi koagulasa-negativnimi staphylokoky. Tato
bakterie je soucédsti normalni kozni mikroflory, z kiize snadno kontaminuje ovzdusi a dalsi
osoby, ¢ast je pfic¢inou nemocni¢nich infekci. Staphylococcus epidermidis zpisobuje infekce
chirurgickych ran, mocového traktu a je spojovan s infekcemi z protetickych prostredka [57].

2.22 Metody stanoveni antimikrobialni aktivity

Mezi metody, které se pouzivaji k otestovani antimikrobialni aktivity G¢innych latek, patii
difuzni a dilu¢ni testy a Epsilon test. Béhem testovani jsou kli¢ové vhodné kultiva¢ni podminky
a zivné médium. Pomoci antimikrobidlnich testd se uréuje hodnota MIC, tzv. minimalni
inhibicni koncentrace. Jedna se o nejnizSi koncentraci latky, kterd viditeln€ inhibuje rist
testovaného mikroorganismu [69].

2.22.1 Diflzni metody

Tyto metody jsou zaloZeny na principu difiize antimikrobidlnich latek ze vzorku do jeho okoli.
V této oblasti se vytvaii klesajici koncentracni gradient, ktery zabrafuje riistu mikroorganismu
a tim se vytvafi inhibi¢ni zony. Diflizni testovani se provadi na pevnych agarovych plotnach a
jedna se o jednoduché a rychlé méfeni antimikrobidlni aktivity. Difizni metody se déli na
diskovou a jamkovou agarovou metodu [69].

Difuzni diskovéa metoda aplikuje testované vzorku na agarové médium nasaté do papirovych
diskt, uvolnovani vody z media zptisobuje difuzi antimikrobialni latky v disku a kolem ngj se
tvoti koncentracni gradient a inhibi¢ni zona, kde dochazi k inhibici ristu mikroorganismu [69].

Difuzni jamkova metoda ma shodny princip jako metoda diskova. Mezi sebou se lisi
Vv aplikaci antimikrobialni latky, pfi této metod¢é se do agarovych ploten hloubi jamky, do
kterych se poté testované latky aplikuji a opét se pozoruji vzniklé inhibi¢ni zony [69].

2.22.2 Dilu¢ni metody

Diluéni metody se pouZivaji pro ur€eni a kvantifikaci hodnoty MIC. Principem téchto metod je
vyhodnoceni nepfitomnosti riistu mikroorganismi. Vystupem jsou piesné informace o ti¢incich
aktivnich latek. M¢feni je mozné provadét v tekutych ¢i1 pevnych médiich, je nutné do
kultivaénich médii ptidavat pifesné mnozstvi analyzované latky. Tato metoda se tedy d¢li na
bujonovou a agarovou metodu [69].
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Dilu¢ni bujoénova metoda je nejcastéji provadéna v mikrotitracni destickach, do kterych je
nadavkovano médium s klesajici koncentraci antimikrobialni latky. Po uplynuti daného
casového intervalu (napf. 24 hodin) se vyhodnoti minimélni inhibi¢ni koncentrace latky pomoci
méteni absorbance, prutokové cytometrie, turbidimetricky ¢i vizudln€. Vzorek, ve kterém
nedoslo ke vzniku zakalu ¢i sedimentu, vykazuje nejvyssi antimikrobidlni aktivitu [69].

Dilu¢ni agarovd metoda se provadi na agarovém médiu, do kterého jsou aplikovany testované
antimikrobialni latky o rizné koncentraci. Tato metoda slouzi jako srovnavaci metoda [69].

2.22.3 Epsilon test

Epsilon test (E-test) je technika spojujici diluéni a difizni metody. Touto metodou je mozné
konkrétné urcit hodnotu MIC. Na pevny agar se zaockovanou mikrobialni kulturou je aplikovan
E-testovy prouzek, ktery na svych krajich tvofi koncentra¢ni gradient testované latky. Po
probéhnuti inkubace dochazi ke vzniku inhibi¢nich z6n elipsového tvaru. MIC se urcuje v bodé,
ve kterém protina okraj testovaného prouzku okraj vzniklé inhibi¢ni zony [70].
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3 CILE PRACE
Cilem prace je ptiprava vlakennych a nevlakennych krytd ran s obsahem bioaktivnich latek,
naptiklad proteolytick¢é enzymy, léCiva a rostlinné extrakty. U piipravenych krytd jsou
testovany jejich interakce s humannimi buiikami a jsou zkoumany pro své antimikrobialni
ucinky. V ramci této prace byly plnény nasledujici ukoly:

1. optimalizace piipravy nanovldkennych koznich krytii na bazi PHA

2. optimalizace ptipravy nevlakennych kryta ran

3. pfiprava kryti ran s aktivni slozkou

4. testovani interakce pfipravenych kryti s humannimi buiikami
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité pristroje a pomiicky
* Analytické vahy, Boeco (DE)
» Pifedvazky Kern 440-43, Kern & Sohn GmbH (DE)
» Vortex, TK3S, Kartell spa (USA)
« Centrifuga, Sartorius, Biotech (CR)
+  Magneticka micha¢ka s ohfevem, Lavat — Verkon (CR)
+ ELISA Reader BioTek ELx808, Biotek (DE)
« Ultrazvukova lazeti PS02000 (CR)
» Spektrofotometr — Helios y, Unicam (UK)
* IMPLEN Nanophotometer UV-VIS
» Vakuova rotacni odparka Werke RV06-ML: IKA (DE)
» Temperovana tiepacka, Heidolph Inkubator 1000, Labicom V((V?R)
* Biohazard box, model Airstream, tfida II -ESCO, Biotech (CR)
» Automatické pipety v rizném rozsahu objemu — Discovery (DE)a Biohit (DE)
» Soxtherm, SOX 412, Gerhardt (DE)
+  Exsikator, Kavalier (CR)
* Rotacni zvldknovaci pfistroj
+ CellCulture CO> Inkubator, ESCO (SRN)
« Inverzni biologicky mikroskop I-101 L-Scientific, Laboserv (CR)

4.2 Pouzité chemikalie

4.2.1 Chemikalie pouzité ke spektrometrickym stanovenim
+ Folin-Ciocalteauovo ¢inidlo, Penta (CR)
+  Uhli¢itan sodny, Lach-Ner (CR)
+ Kyselina gallova, Sigma-Aldrich (DE)
+ ABTS - 2,2-azinobis(3—ethylbenzothioazolin-6-sulfonoova kyselina), Sigma-Aldrich
(DE)
* Peroxodisiran draselny, Sigma-Aldrich (SRN)
« Trolox, Sigma-Aldrich (SRN)
«  Ethanol pro UV/VIS 99%, Lach-Ner (CR)
+  Hydroxid sodny, Lach-Ner (CR)
» Azoalbumin, Sigma-Aldrich (UK)
+  Kyselina trichloroctové, Lach-Ner (CR)

4.2.2 Chemikalie pouzité na pripravu kryta
+ Hexan, Lach-Ner (CR)
«  Chloroform, Lach-Ner (CR)
* Polyhydroxybutyrat, Biomer (SRN)
» Tetraethylamonium bromide, Sigma Aldrich (UK)
» Alginat sodny, Sigma Aldrich (UK)
» Chitosan, Sigma Aldrich (UK)
+  Chlorid vapenaty, Lachema (CR)
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» Trifosfat sodny, Sigma Aldrich (UK)
+  Kyselina octové, Lach.Ner (CR)

+ Klotrimazol, Sigma-Aldrich (UK)

+ Ampicilin, Sigma-Aldrich (UK)

* Lysozym, Sigma-Aldrich (UK)

» Papain — AppliChem (DE)

« Bromalein, Serva (SRN)

+ Kolagenasa, Serva (SRN)

4.2.3 Chemikalie pouzité na kultivaci keratinocytii a MTT testy

«  DMEM medium, Sigma-Aldrich (UK)

* Dodecylsiran sodny, Serva (SRN)

* MTT, Duchefa Biochemie (NL)

«  Trypsin, Versene EDTA, P-Lab (CR)

* FBS fetalni bovinné sérum, HyClone (USA)

+ Dihydrogenfosforeénan draselny p.a., Vitrum-LachNer (CR)
+  Chlorid sodny p.a., Vitrum-LachNer (CR)

« Antibiotic-Antomycotic 100X (Biosera), Biotech (SRN)

4.2.4 Chemikalie na kultivaci mikroorganismi

* Nutrient Broth (NB), Himedia (India)
* LB medium, Sigma-Aldrich (DE)
« BHI medium, Himedia (India)

4.3 Pouzité humanni bunky

Pro stanoveni cytotoxicity krytd byly pouzity bunky HaCaT Human keratinocytes cell line,
permanent cell line, které pochazely ze zdravého muzského darce, ze sbirky bunéénych kultur
Cell Lines Service, Eppelheim (Némecko).

4.4 Pouzité mikroorganismy

V experimentalni ¢asti této prace byly pouzivany na testovani antimikrobidlni aktivity kultury
Micrococcus luteus CCM 1569, Serratia marcescens CCM 8587, Escherichia coli CCM 3954
a Staphylococcus epidermidis CCM 4418. Vsechny pouzité bakterialni kultury byly ziskany
z Ceské sbirky mikroorganismii Masarykovy univerzity v Brné.

4.5 Pouzité byliny a kofeni
Kozinec (Valdemar Gresik — Natura s.r.0.), muskatovy ofisek (Kotanyi), pept ¢erny (Kotanyi),
tymian (Kotanyi), zazvor mlety (Valdemar Gresik — Natura s.r.0.).

4.6 Priprava extrakti
Z vybranych rostlin byly pfipraveny dva typy extraktl, konkrétné extrakty vodné a olejové.

4.6.1 Priprava vodnych extrakta

Na ptipravu vodnych extrakti byl pouzit vzdy 1 g vzorku, ten byl zalit 10 ml vrouci destilované
vody. Dale byly vzorky ponechany louhovat po dobu 30 minut na tfepaci plosin€ vyhiivané na
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teplotu 30 °C. Nasledné byly vzorky zcentrifugovany po dobu 10 minut pii otackach 9 000 rpm.
Z kazdého vzorku byly poté odebrany 2 ml roztoku a uskladnény v Eppendorfové zkumavce na
dalsi pouziti.

4.6.2 Priprava olejovych extrakti

Olejové extrakty byly piipravovany pomoci piistroje Soxtherm, jako extrakéni ¢inidlo byl
pouzit hexan. Pro pfipravu bylo pouzito 10 g vzorku, ten byl navaZen do patrony, kterd byla
utésnéna vatou. Utésnéna patrona se vzorkem byla dana do sklenéné nadobky a byla pielita
100 ml hexanu. Do sklenéné nadobky byl dan varny kaminek a poté byla nadobka nasunuta do
ptistroje Soxtherm. Nastaveni extrakéniho programu naleznete v Tabulka 1. Po dokonceni
extrakce byl olej se zbytky hexanu pielit do pfedem zvazené odpatfovaci banky. Hexan byl
z oleje odpaten pomoci vakuové odparky. Po odpateni byla baiika s olejem ponechdna ptes noc
v exsikatoru. Druhy den byl olej zvazen a uchovavan v mrazicim boxu pro dalsi pouziti.

Tabulka 1: Parametry nastaveni extrakce

T-Klasifikace 200 °C
Extrakéni teplota 170 °C
Reduk¢ni interval 3min3s
Redukéni puls 3s

Horka extrakce 1 h 30 min
Evaporace A 5x interval
Extrak¢ni ¢as 1lh
Evaporace B 2X interval
Evaporace C 10 min
Délka program 3h4 min

4.7 Charakterizace extraktu

Pro zakladni charakterizaci pfipravenych extraktli bylo pouZito celkové stanoveni koncentrace
polyfenoll a stanoveni antioxidacni aktivity.

4.7.1 Stanoveni celkové koncentrace polyfenoli

Stanoveni celkového obsahu polyfenolt je spektrofotometricka metoda. Folin-Ciocalteauvo
¢inidlo bylo zfedéno vodou v poméru 1:9 a k1 ml nafedéného ¢inidla byl ptidan 1 ml
destilované vody a 50 pl vzorku. Pomoci vortexu byl roztok promichan a po 5 minutach byl
piidan 1 ml nasyceného roztoku uhli¢itanu sodného. Roztok byl opét promichan a ponechan
stat 15 minut. Poté byla zmétena absorbance pii vinové délce 750 nm. Jako blank byl pouZit
roztok, do kterého bylo misto vzorku ptidano 50 pul destilované vody.

Pro vytvofeni kalibracni zavislosti byla jako standard pouzita kyselina gallova
v koncentra¢nim rozmezi od 0,1 do 0,7 mg/ml.

4.7.2 Stanoveni antioxidacni aktivity

Jedna se o spektrofotometrické stanoveni, které vyuziva roztok ABTS-*. ABTS byl rozpustény
V destilované vodé na koncentraci ¢ =7 mmol/l. Radikalovy ion ABTS-* byl ziskan reakci
s 2,45 mmol/l peroxodisiranem draselnym. Poté byl roztok ponechan nejméné¢ 12 hodin ve tmé
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pii laboratorni teploté. Vzdy pied pouzitim byl roztok ABTS-* nafedén ethanolem na
absorbanci A = 0,700+0,020 pfi vinové délce 734 nm proti ethanolu.

Pfi stanovovani antioxidaéni aktivity vzorki byl napipetovan 1 ml ABTS " do zuzené kyvety
a bylo ptidano 10 pl vzorku, poté byl zméten pokles absorbance v 10. minuté pti vinové délce
734 nm. Jako blank byl pouzit 1 ml ABTS-", ke kterému bylo ptidano 10 ul destilované vody
pfi méteni vodnych extrakt a 10 pl ethanolu pfi méteni olejovych extrakti.

Pro stanoveni kalibracni zavislosti byl jako standard pouzit roztok Troloxu v koncentracnim
rozmezi 0d 50 do 400 pg/ml.

4.8 Priprava nanovlakennych kryti na bazi PHB

Nanovldkna z PHB byly pfipravovany dvéma metodami, elektrospinningem a forcespinningem.
Pomoci obou metod byly pfipravovany vldkna z roztok PHB o riznych koncentracich.
Zasobni roztoky PHB byly pfipravovany rozpusténim navazky PHB v chloroformu za ohfevu
ve vodni lazni na magnetické michacce. Metody byly optimalizovany na pfipravu vlaken
z roztoku PBH o koncentraci 2, 3 a 4%.

4.8.1 Metoda elektrospinning
Do stiikacky byl nasan roztok PHB, do kterého bylo pfidano 0,2 % tetraethylamonium bromidu.
Stiikacka byla dana do pumpy, konec stiikacky byl obalen kouskem alobalu a elektrodou
ptipojen ke zdroji vysoké napéti, kolektor byl také ptripojen ke zdroji. Byla upravena vzdalenost
konce stiikacky a kolektoru na 15 cm a pratok pumpy byl nastaven na 5 az 9 ml/hod. Po
dokonceni nastaveni byl spustén zdroj vysokého napéti (15 kV). Po dokonceni zvlakiovani
byla vlakna opatrné sloupnuta z kolektoru a dana do Petriho misky, vzorky vlaken byly
uskladnény v suchu a tmé pii laboratorni teploté.

Pti ptipravé vladken s obsahem olejového extraktu byla do roztoku PHB pfidana pfislusna
navazka extraktu, stejné byla pfipravena vlakna s obsahem klotrimazolu.

4.8.2 Metoda forcespinning
Pti produkci vldken touto metodou se vyuzival rotacni zvlaknovaci ptistroj. Po zapnuti ptistroje
se pfipraveny roztok PHB pomalu a opatrné ptikapava na rotujici stfed pfistroje. Vznikla vlakna
byla opatrné sundana ze stiedu a kolektorovych ty¢i pfistroje, poté byla uchovavana v Petriho
miskach v suchu a tmé pti laboratorni teploteé.

Pro ziskani vlaken s obsahem olejovych extraktii byl extrakt pfidan do chloroformového
roztoku PHB. Stejnym zptsobem byly piipraveny i vlakenné kryty s obsahem klotrimazolu.

4.9 Priprava nevlakennych kryti

Na vyrobu krytl byly pfipraveny zdsobni roztoky algindtu sodného, chitosanu, chloridu
vapenatého a trifosfatu sodného. Pti ptipravé chitosanového roztoku bylo nutné upravovat pH
roztoku pomoci kyseliny octové. Ze zdsobnich roztokl byly pfipraveny roztoky o koncentraci
1, 2 a 3%. Do malych Petriho misek (primér 5 cm) bylo nalito pfiblizn€ 5 ml roztokd, aby byla
vytvofena vrstva vysokd cca 3 mm. Tato vrstva byla nasledné pfelita minimalné stejnym
mnozstvi polymerizacniho roztoku o shodné koncentraci, jako mél pouzity roztok alginatu nebo
chitosanu. Nasledna polymerizace probihala po dobu 20 minut. Jako polymeriza¢ni roztok pro
alginat byl pouzit chlorid vapenaty a pro chitosan byl pouzit trifosfat sodny.
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Timto postupem byly pfipraveny alginatové a chitosanové kryty o koncentracich 1, 2 a 3 %.
Do krytl byly rovnéz ptidany aktivni latky, konkrétné ampicilin, lysozym, kolagenasa, papain,
bromelain a vodné extrakty z muskatového ofisku a zazvoru. Po piipravé byly Kkryty
uchovavany v lednici.

4.10 Charakterizace kryti

U piipravenych nanovldkennnych krytd byla stanovena antioxida¢ni aktivita, kratkodoba a
dlouhodobd stabilita a antimikrobialni aktivita. Pfipravené nevlakenné kryty s aktivnimi
slozkami byly charakterizovany podle povahy aktivni latky. Kryty, které obsahovaly vodné
extrakty, ampicilin a lysozym byly podrobeny antimikrobialnim testi. Kryty s obsahem
vodnych extraktd byly zkoumany také pro svou antioxidacni aktivitu a kratkodobou stabilitu.
U krytt s obsahem kolagenasy, papainu a bromelainu byla stanovena enzymaticka aktivita.

4.10.1 Stanoveni antioxidacni aktivity kryti

Pro stanoveni antioxida¢ni aktivity kryti byl pouzit postup popsany v Kapitole 4.7.2.
Z ptipravenych nanovlaken byl vystfizen kus o velikosti pfiblizné 1 cm?, Z nevldkennych kryti
bylo vyfiznuto kolecko o priméru pfiblizné 0,7 mm, charakterizovany kus krytu byl vzdy
zvazen. Ke krytu byly pfidany 2 ml roztoku ABTS-*, v 10. minuté pti vinové délce 734 nm byl
zmeéfen pokles absorbance.

4.10.2 Stanoveni kratkodobé stability kryta

Pti uréeni kratkodobé stability krytti bylo pouzito spektrofotometrické stanoveni postupného
uvolnovani polyfenolt do prostiedi. Jako modelova prostiedi byly pouzity voda, 50% ethanol
a Cisty ethanol.

Z ptipravenych nanovlaken byl vystiizen ¢tveredek o velikosti 1 cm?, z nevlakennych kryti
bylo vytiznuto kole¢ko o praméru cca 0,7 mm, kryt byl zvazen a dan do zkumavky. Poté byly
ke krytlim ptidany 2 ml modelového prostiedi. Dale byla stanovovana koncentrace uvolnénych
polyfenolt v ¢asech 0, 5, 10, 20, 30, 60 minut a 12, 24 hodin u nanovlakennych krytti a v asech
0, 5, 10, 20, 30, 60 minut a 4 hodiny u nevlakennych krytt. Postup stanoveni polyfenoli je
popséan v bod¢ 4.7.1.

4.10.3 Stanoveni dlouhodobé stability nanovlikennych kryta

Pro stanoveni dlouhodobé stability byla zméfena antioxidacni aktivita vlaken po mésici
skladovani v suchu a ve tmé pfi laboratorni teploté. Postup byl stejny jako v bod¢ 4.10.1.

4.10.4 Stanoveni proteolytické aktivity nevlakennych kryti
Pro urceni proteolytické aktivity papainu a bromelainu a nespecifické proteolytické aktivity
kolagenasy bylo pouzito spektrometrické stanoveni, které jako substrat vyuziva modifikovany
protein azoalbumin. Dochazi k enzymatické hydrolyze, diky které se uvoliiuji barevné peptidy,
které se poté rozpousti v kyselin¢ trichloroctové. Jednotka aktivity je poté stanovena jako
mnoZzstvi enzymu katalyzujici pfeménu substratu, ktera se projevi nariistem absorbance o0 0,001
za 1 minutu.

Z ptipravenych nevldkennych kryti s obsahem proteolytickych enzymt byly vyfiznuty
kole¢ka o priméru 0,7 mm, kazdy testovany kus krytu byl zvazen, objemové odpovidal
ptiblizné 100 pl. Ke vzorku krytu bylo nasledné ptidano 100 pl roztoku azoalbuminu o
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koncentraci 5 mg/ml. Vzorky byly ponechany inkubovat po dobu 60 minut v inkuba¢nim boxu
pii 37 °C. Po uplynuti pozadované¢ho casu inkubace bylo pfiddno 410 ul 10% kyseliny
trichloroctové a tim doslo k zastaveni enzymatické reakce. Vzorky byly poté zcentrifugovany
po dobu 2 minut pii 14 000 otackach. Poté bylo odebrano 500 ul supernatantu, ke kterému bylo
dale pridano 700 pul 1 M NaOH. Na zavér byla zmétfena absorbance pii vinové délce 440 nm.
Jako blank byl pouzit vzorek, do kterého byla pfidana kyselina trichloroctova jest¢ pred
inkubaci.

4.11 Kultivace mikroorganismi

Celkové bylo pracovano se ¢tyfmi druhy mikroorganismd, konkrétné Micrococcus luteus,
Serratia marcescens, Escherichia coli a Staphylococcus epidermidis. Pro kultivace bylo vzdy
zvoleno a pfipraveno vhodné tekuté médium (Tabulka 2). Do 50 ml sterilniho média bylo
zaockovano stérem zpevného média pomoci klicky nebo napipetovanim 1 ml Kultury
z tekutého média. Po zaoCkovani byly mikroorganismy kultivovany v inkubaénim boxu
S ttepanim pfi teplot¢ 37 °C. Kultivace probihala 24 hodin, poté byly mikroorganismy
pieockovany a zpracovany.

Tabulka 2: Pouzitd média pro vybrané mikroorganismy

Mikroorganismus Pouzité médium Navazka média na 100 ml [g]
Micrococcus luteus NB medium 25
Serratia marcescens NB medium 25
Escherichia coli LB medium 20
Staphylococcus epidermidis BHI medium 37

4.12 Antimikrobialni testy

U pfipravenych vodnych extrakti a nanovldkennych i nevlakennych krytd byly otestovany
jejich antimikrobialni Gi¢inky na ¢tyfech vybranych bakterialnich kmenech, dva grampozitivni
(Micrococcus luteus, Staphylococcus epidermidis) a dva gramnegativni (Serratia marcescens,
Escherichia coli). Méfeni bylo provedeno pomoci bujénového diluéniho testu na 96-jamkovych
nebo 24-jamkovych mikrotitraénich destickach.

4.12.1 Bujénova diluéni metoda
Pfed zahajenim testu byla bakterialni kultura vhodné natfedéna. Z 50 ml bakterialni kultury,
ktera byla inkubovana po dobu 24 hodin v Erlenmeyerové bance byl odpipetovan 1 ml kultury
do 50 ml nového sterilniho média. Takto nafedéna kultura byla rozpipetovana do jamek
mikrotitranich desti¢ek. Pro testovani extrakti byly pouzity 96-jamkové desticky, do kterych
bylo napipetovano 150 pl bunééné kultury a 50 pl vzorku. Jako blank byly pouzity jamky, do
kterych bylo k 150 ul kultury ptidano 50 ul destilované vody. Testovani krytt bylo provadéno
na 24-jamkovych destickach, do jamek byly napipetovany 2 ml kultury, poté byly do jamek
pomoci pinzety piidany pfedem zvazené kusy krytl, které byly vysterilovany UV svétlem.
Nasledné byly desti¢ky ponechdny 24 hodin v inkuba¢nim boxu.

U vzorki v destickach byla zméfena absorbance pii vinové délce 630 nm v ¢ase t=0 a
t =24 hod. Ze ziskanych dat byla stanovena antimikrobialni aktivita testovanych vzorkd a
krytu.
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4.13 Kultivace keratinocytu

Kultivace keratinocytt HaCaT byla provadéna ve sterilnim inkuba¢nim boxu, ktery byl
nastaven na teplotu 37 °C, s5% obsahem CO: a relativni vlhkosti 90 %. Jako kultivacni
médium bylo pouZito komercni DMEM médium, do které¢ho bylo pifiddno 10% FBS a
1% antibiotikum. DMEM médium bylo uchovavano v lednici pfi teploté 4 °C, pied praci s nim
bylo nutno médium ohfat na laboratorni teplotu. BEhem manipulace s keratinocyty byl kladen
velky ditkaz na sterilitu prace. Pti kultivaci keratinocyti bylo potfeba bunky kontrolovat denné
pod mikroskopem. Podle vysledku kontroly byl zvolen dalsi postup.

4.13.1 Vyména Zivného média

Pokud byla pfi kontrole bun¢k pozorovana barevnd zména zivného média z Cervené na
oranzovou barvu, byla provedena vyména média. Z kultivacni lahvicky bylo slito staré médium
a napipetovano médium nové. Do velkych kultiva¢nich lahvicek bylo pipetovano 15 ml média,
do malych 5 ml média.

4.13.2 PasaZovani

Pii kontrole bun¢k pod mikroskopem byla vzdy zkoumana konfluence bun€k, coz je mira
zaplnéni dna kultivaéni lahvi¢ky. Pokud byla konfluence nad 70 %, bylo tieba lahvicku
zpasazovat, tedy pievést bunky ze staré kultivacni lahvicky do dvou novych.

Z lahvicky ptipravené na pasazovani bylo nejprve slito médium. Poté byla lahvicka nejméné
dvakrat proplachnuta PBS pufrem, aby doslo k vyplachnuti vapenatych ionti. Dale byl do
lahvic¢ek napipetovan trypsin, do velkych lahvicek 1 ml, do malych 0,5 ml. Trypsin byl
ponechan piisobit 10 minut v inkubaénim boxu. Po uplynuti této doby byly lahvicky
zkontrolovany pod mikroskopem, zda doslo k uvolnéni bun€k ze dna lahvicky. Pomoci tdert
na stény lahvicek bylo mozno napomoci uvolnéni bunék. Pokud byly buiiky stile ptichyceny,
byla pouZita sterilni Skrabka a jeji pomoci byly buiky Setrné seSkrabany ze dna lahvicky.
Nasledné bylo do kultivaéni lahvi¢ky napipetovano 5 ml PBS pufru, lahvicka byla fadné
oplachnuta a cely jeji obsah byl pfeveden do centrifugacni zkumavky. Roztok byl centrifugovan
po dobu 5 minut pfi otd€kach 320-360 rcf pii teploté 25 °C. Po sto€eni byl slit supernatant a
peletka bun¢k byla rozsuspendovana v 5 ml DMEM média. Médium s buikami bylo poté
rozdéleno do novych kultivac¢nich lahvicek. Na zavér byly lahvicky zkontrolovany pod
mikroskopem a dany do inkubac¢niho boxu.

4.14 Stanoveni rustové kirivky keratinocyti

Postup byl ze zacatku totozny s postupem pouzivanym béhem pasazovani (viz. kapitola 4.13.2).
Po centrifugaci byla po sliti supernatantu rozsuspendovana peletka v médiu a pomoci
Biirkerovy komiirky byla ur¢ena koncentrace bunék. Podle jejich poctu byly bunék vhodné
nafedény médiem a byly rozpipetovany do 6-jamkové desticky po 2 ml. Kazdy den byl spoc¢itan
pocet zivych bun€k vjedné jamce desticky. Mezi méfenim byla desticka uchovavana
V inkubac¢nim boxu. Z poctu Zivotaschopnych bunék v jamkéch byla sestavena rastova kiivka
pouzivanych keratinocytt.

4.15 MTT test cytotoxicity

Uréeni cytotoxicity vybranych latek a kryti bylo stanovovano na lidskych keratinocytech
HaCaT.
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Prvotni postup byl stejny jako pii pasazovani (viz. bod 4.13.2) az do centrifugace, sliti
supernatantu a rozsuspendovani peletky bun¢k v médiu. Poté byla stanovena koncentrace
bunék pomoci Biirkerovy komirky. Vhodn¢ nafedéna bunécna kultura byla napipetovana do
testovacich desti¢ek. V piipadé pouziti 6-jamkové desticky bylo pipetovani 2 ml kultury, do
24-jamkové desticky 500 pul kultury, do 96-jamkové desticky 100 pl kultury. Bunééna kultura
Vv jamkach desti¢ky byla ponechana riist v inkubacnim boxu po dobu 24 hodin.

Druhy den bylo u 96-jamkovych desticek odpipetovano médium z jamek a misto n¢ho bylo
ptidano 100 pl vzork® nafedénych médiem. Pfi ptipravé vzorkil bylo nutné prve vzorky natedit
se sterilni destilovanou vodou v poméru 1 : 1. Dale byly vzorky zfiltrovany pfes sterilni filtry,
takto upravené vzorky byly poté nafedény médium do Skaly koncentraci od 2 do 14 %. Pti
testovani krytti byly pouzivany 6-jamkové nebo 24-jamkové desticky. Z nanovlakennych kryta
byly vystiizeny étverecky o velikosti 1 cm?, z nevlakennych krytl byly vyiiznuty kolecka o
pruméru 0,7 mm. Kusy kryta byly uchovavany v Eppendorfovych zkumavkach, byly piedem
zvazeny a vysterilizovany UV zafenim. Vzorky krytt byly ptidany do jamek k bunééné kultufe.
Desti¢ky byly dany do inkubaéniho boxu na 24 hodin.

Tteti den bylo z jamek odpipetovano médium a do kazdé jamky bylo pfidano sterilni MTT,
které bylo rozpusténé v PBS pufru s vyslednou koncentraci 2,5 mg/ml. Do 6-jamkové desticky
bylo pfidano 400 ul MTT, do 24-jamkové desticky bylo piidano 100 ul MTT a do 96-jamkové
desticky bylo ptfidano 20 pul MTT. Desticky byly nasledné kultivovany po doby 3 hodin, poté
bylo do kazdé jamky piidano 10% SDS rozpusténé v PBS pufru, které zpusobilo zvySeni
rozpustnosti tmavé fialovych krystalt formazanu. Do 6-jamkové desti¢ky byly ptidany 2 ml
SDS, do 24-jamkové desti¢ky bylo pfidano 500 ul SDS a do 96-jamkové desticky bylo ptidano
100 pul SDS. Poté byly desticky uschovany do tmy na nejméné 24 hodin.

Stanoveni cytotoxicity bylo zméfeno spektrofotometricky pti vinové délce 562 nm, jako
kontrola byla pouzita absorbance ¢isté bunééné kultury. Pokud absorbance vzorku klesla pod
60 % absorbance kontroly, byl vzorek urcen jako cytotoxicky.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Tato diplomova prace byla zaméfena na ptipravu a optimalizaci pfipravy novych krytl ran
s obsahem aktivnich slozek a testovani jejich interakce s humannimi bunikami. V praci byly
piipraveny nanovldkenné a nevldkenné kryty z pfirodnich polymerii. Déle byla provadéna
funkcionalizace kryth pomoci bioaktivnich slozek. Nanovldkenné¢ kryty byly
funkcionalizovany rostlinnymi olejovymi extrakty a klotrimazolem. Pro pfipravu olejovych
extraktii byly vybrany kozinec, muskatovy ofisek, pept, tymian a zazvor. U nevldkennych krytt
byla specifikovana jejich aplikace pfidanim rostlinnych vodnych extrakti z musSkatového
ofiSku a zazvoru, ampicilinu, lysozymu a proteolytickych enzymi (papain, bromalein a
kolagenasa). Kryty s obsahem antimikrobialni slozky byly podrobeny testovani antibakterialni

ucinnosti. Na zavér bylo provedeno testovani cytotoxicity pfipravenych kryti na humannich
bunkach.

5.1 Charakterizace rostlinnych extrakti

V této praci byly ze vSech vybranych bylin a kofeni pfipraveny olejové extrakty, z muskatového
ofisku a zdzvoru byly pfipraveny i vodné extrakty. Na ptipravu olejovych extraktii byla pouzita
metoda extrakce pomoci Soxthermu, jejiz ptesny postup je uveden v Kapitole 4.6.2, vodné
extrakty byly pfipraveny podle postupu popsaném Vv kapitole 4.6.1. Olejové i vodné extrakty
byly zcharakterizovany pomoci uréeni celkového obsahu polyfenolti a stanovenim jejich
antioxidaéni aktivity.

5.1.1 Celkovy obsah polyfenoli v extraktech

Obsah polyfenoli ve vzorcich byl uren podle postupu z kapitol 4.7.1. Jako prvni byla
zhotovena kalibra¢ni zavislost, dale byla pomoci kalibra¢ni rovnice y = 1,520 7 X vypocitana
koncentrace polyfenoltu v extraktech.

M olejové extrakty
vodné extrakty

160 A
140 ~
120 4

100 A

60 -

40 A
20 .
o ~ _

kozinec muskatovy ofisek pept tymian zazvor

¢ [mg polyfenolli/g vzorku]

Obrazek 10: Obsah polyfenolit v olejovych a vodnych extraktech
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Z vySe uvedeného grafu (Obrazek 10) jsou patrné koncentrace polyfenoli na gram vzorku u
olejovych a vodnych extrakti. Z olejovych extrakti bylo nejvice polyfenold stanoveno
Vv extraktu ze zdzvoru, konkrétn€ 164,69+1,43 mg/g, coz je zadroven nejvétsi hodnota polyfenola
ze vSech pripravenych extraktli, olejovych i vodnych. Nejmensi mnozstvi polyfenola
z olejovych extraktii bylo zjisténo v extraktu z kozince (22,27+1,48 mg/qg).

Vodné extrakty byly pfipraveny pouze z muskatového ofisku a zazvoru. Extrakt ze zdzvoru
obsahoval vétsi mnozstvi polyfenolt (5,81+0,01 mg/g) nez extrakt z muskatového ofisku
(2,28+0,04 mg/g). Ze srovnani obsahti polyfenoli v olejovych a vodnych extraktech je zfetelné
patrné, Ze olejové extrakty obsahuji mnohem vice polyfenolt nez extrakty vodné.

5.1.2 Antioxidaé¢ni aktivita extrakti
Pro urCeni antioxidacni aktivity extraktti byl pouzit postup uvedeny v bodé 4.7.2. Hodnoty
aktivity byly vztaZzeny na ekvivalent Troloxu v mg na gram vzorku z vytvoiené kalibra¢ni
zavislosti, jejiz kalibra¢ni rovnice bylay = 1,183 5 x. V dale uvedeném grafu (Obrazek 11) jsou
shrnuty antioxidacéni aktivity olejovych i vodnych extrakta.

B olejové extrakty

40 - M vodné extrakty

35 A
30 A
25 A
20 ~
15 A
10 A
5
0

kozinec muskatovy ofisek pepf tymian zazvor

c [mg/g]

Obrazek 11: Antioxidacni aktivita olejovych a vodnych extraktii
Pti obecném porovnani antioxida¢ni aktivity olejovych a vodnych extraktl vykazuji vSechny
olejové extrakty vySsi aktivitu neZ vybrané extrakty vodné. Mezi olejovymi extrakty nejvyssi
antioxidacni aktivitu vykazovaly extrakty s obsahem zézvoru (38,15+0,03 mg/g) a tymidnu

cv v

Z vodnych extraktl byla vysSi antioxidacni aktivita stanovena u extraktu ze zazvoru
(5,64+0,01 mg/g), aktivita extraktu z muskatového ofisku byla ur¢ena na 3,51+0,07 mg/g.

5.2 Vytéinost olejovych extrakti

Vytéznost olejovych extraktii byla vyjadiena jako procento hmotnosti ziskaného olejového
extraktu z pivodni navazky vzorku, vysledky byly zpracovany do grafu (Obrazek 12).
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Obrazek 12.:Vytéznost olejovych extraktit

Ziskané extrakty mély hustou konzistenci a charakteristickou pfijemnou viini daného kofeni ¢i
byliny. Nejvyssi vytézek byl ziskan z muskatového ofisku (22,08 %), tento vysoky vytézek je
dan vysokym obsahem lipidickych latek. Vytéznost dalSich extraktti byla pro pept 6,66 %,
zazvor 5,65 % a tymian 3,05 %. Nejnizsi vytézek olejového extraktu byl stanoven u kozince,
pouze 1,10 %.

5.3 Priprava a optimalizace pripravy nanovlakennych kryti

PHB nanovlakna byla pfipravovana pomoci metod elektrospinning a forcespinning, postupy
téchto metod jsou popsany v bodech 4.8.1 a 4.8.2. Béhem méfeni této prace bylo pifipraveno
ptes 25 ruznych typti nanovlaken, ta se mezi sebou liSila koncentraci PHB, metodou ptipravy a
pfidavkem aktivni sloZky.

Pro optimalizaci ptipravy byla vyrobena nanovlakna o rizné koncentraci PHB (2, 3 a 4 %)
obéma metodami, déle byla pfipravena nanovldkna s obsahem olejovych extraktli a s riznym
obsahem klotrimazolu. V ramci optimalizace byla pfipravena nanovlakna s riiznou koncentraci
PHB zkoumana z hlediska jejich antioxida¢ni aktivity, kratkodobé stability a cytotoxicity. Jako
nejvhodnéjsi koncentrace PHB pro metodu elektrospinning byla urcena koncentrace 2 %, pro
metodu forcespinning pak koncentrace 4 %.

Z optimalizovanych koncentraci PHB byla poté obéma metodami pfipravena nanovldkna
s obsahem olejovych extrakti z muSkatového ofisSku, pepte, tymidnu a zdzvoru. Nanovlakna
s obsahem oleje z kozince nebyla pfipravovana z divodu nizké vytéznosti extrakce, malého
obsahu polyfenoli a nizké antioxida¢ni aktivity. Po pfipraveni byla vSechna nanovlakna
uchovavana v suchém prostiedi ve tm¢e v Petriho miskach pii laboratorni teploté.
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Obrazek 13: Porovndni 2% (vlevo) a 4% (vpravo) PHB nanovidaken pripravenych forcespinningem

5.4 Charakterizace nanovliken s obsahem olejovych extraktii

Ptipravend nanovldkna byla zkouména pro své antioxidacni a antimikrobidlni G¢inky, byla
sledovana jejich kratkodoba 1 dlouhodoba stabilita. Na zavér byla nanovlékna podrobena testim
cytotoxicity na lidskych keratinocytech.

5.4.1 Antioxidacni aktivita nanovliken

Antioxida¢ni aktivita nanovlaken byla uré¢ena metodou popsanou v bod¢ 4.10.1. Béhem méteni
byl porovnan rozdil antioxida¢ni aktivity prazdnych PHB nanovlaken a nanovlaken s obsahem
aktivni latky (Obrazek 14).
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Obrazek 14: Vizudlni porovnadni antioxidacni aktivity viaken bez obsahu extraktu (vievo) a vidken
S obsahem olejového extraktu ze zazvoru (Vpravo)
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mus.ofisek mus.ofisek

Obrazek 15: Antioxidacni aktivita nanovldaken

V uvedeném grafu (Obrazek 15) jsou zpracovany vysledky stanoveni antioxida¢ni aktivity
nanovléken. Vzorky v grafu oznacené pismenem E byly pfipraveny metodou elektrospinningu,
vzorky oznacené pismenem F byly piipraveny metodou forcespinningu. Z grafu je vidét, Ze
obecné vykazuji nanovldkna pfipravené elektrospinningem vyssi antioxidacni aktivitu nez
nanovlakna pfipravena forcespinningem. Roli miiZze hrat pouzita koncentrace PHB na piipravu
nanovlaken, ktera ovlivituje naptiklad primér pfipravenych vldken. U nanovléken pfipravenych
forcespinngem z 4% roztoku tak mize dochazet k pomalejSimu uvoliiovani aktivnich latek nez
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z nanovlaken pripravenych elektrospinningem z 2% roztoku PHB z divodu jejich vétsi
velikosti. Charakter vlaken je vSak ovlivnén i zvolenou metodou piipravy. Vyjimkou
v rychlosti uvoliiovani aktivni latky byla pouze nanovldkna s obsahem tymianu, u téch
vykazovala vyssi antioxida¢ni aktivitu nanovldkna pfipravend forcespinningem.

Ze vSech nanovlaken byla urCena nejvyssi antioxidacni aktivita u elektrospinningovych
nanovlaken s obsahem zazvoru (418,25 mg/g) a muskatového ofisku (352,58 mg/g). Nejmensi
antioxida¢ni G¢innost byla stanovena u nanovlaken s obsahem pepfe, elektrospinningova
vlakna 88,34 mg/g a forcespinningova vlakna 53,34 mg/g.

5.4.2 Kratkodoba stabilita nanovlaken

Kratkodoba stabilita pfipravenych nanovldken byla stanovena pomoci postupu uvedeném
v kapitole 4.10.2.

W 2% E +voda 2% E + 50% ethanol W 2% E + ethanol
140 -~

120 4

[y
[e)] (o] o
o o o
1 1 1

¢ [mg polyfenoll/g vldknal
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o

ot ol WKL B g

0 min 5 min 10 min 20 min 30 min 60 min 12 hod 24 hod

Obrazek 16. Postupné uvolnovani polyfenolii z elektrospinningovych nanovlaken s obsahem zazvoru

Ve vySe uvedeném grafu (Obrazek 16) jsou pro ukazku zpracovany vysledky stanoveni
kratkodobé stability nanovldken pfipravenych metodou elektrospinningu s piidavkem
olejového extraktu ze zdzvoru. Na prvni pohled je patrné, Ze nejveétsi mnozstvi polyfenoli se
do prostiedi uvolnilo do 60 minut. Jednalo se o aktivni latky, které byly vazany na povrchu
nanovléken, ty v prostfedi poté degradovaly. Po 12 a 24 hodinach jiz poté doslo k uvolnéni
mensiho mnozstvi latek, pomaleji se uvolnujici polyfenoly byly pravdépodobné enkapsulovany
prostfedi, se do vodného prostiedi do 60 minut uvolnilo nejvétsi mnozstvi polyfenoli.
Nejmensi koncentrace uvolnénych polyfenolii byla uréena do prostiedi 50% ethanolu.

V nasledujicich tabulkach (Tabulka 3 a 4) jsou pro piesné porovnani zpracovany vysledky
kratkodobé stability vSech nanovldkennych kryti s obsahem olejovych extraktli ve tfech
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zkoumanych prosttedi. Z obecného hlediska doslo v uvolnéni vétsSiho mnozstvi enkapsulované
latky z vlaken piipravenych metodou elektrospinning.

Tabulka 3: Vysledky krdtkodobé stability elektrospinningovych nanovidken

koncentrace koncentrace koncentrace

uvolnénych uvolnénych uvolnénych

Typ krytu ¢as méreni polyfenolu polyfenolu polyfenolu

[mg/g] [mg/g] [mg/g]

VODA 50% ETHANOL ETHANOL
0 min 0,00+0,00 11,33+1,10 0,00+0,00
5 min 0,00+0,00 11,33+0,37 0,00+0,00
10 min 0,00+0,00 24,84+1,46 0,00+0,00
o . 20 min 0,00+0,00 28,50+0,73 0,00+0,00
2% E + mus. oFiSek 30 min 0,00=0,00 32,5143,29 0,00+0,00
60 min 0,00+0,00 38,00+1,46 0,00+0,00
12 hod 0,00+0,00 0,00+0,00 15,54+1,79
24 hod 1,67+0,48 0,00+0,00 40,65+1,20
0 min 4,05+0,51 0,00+0,00 18,08+0,33
5 min 7,08+1,01 0,00+0,00 19,73+0,66
10 min 11,89+0,25 0,00+0,00 25,32+0,99
2% E + pepk 20 m?n 17,20+0,51 0,00+0,00 30,91+0,66
30 min 34,90+3,54 0,00+0,00 35,18+0,33
60 min 113,81+7,59 2,63+0,53 39,78+1,64
12 hod 3,79+1,26 3,95+0,26 0,00+0,00
24 hod 10,62+1,52 43,40+1,84 7,234+0,66
0 min 0,00+0,00 0,00+0,00 6,12+0,31
5 min 7,95+0,82 0,00+0,00 13,15+0,31
10 min 12,06+0,55 0,00+0,00 14,99+0,61
2% E + tymidn 20 m!n 28,22+1,37 0,00+0,00 15,45+0,15
30 min 38,91+3,29 0,00-+0,00 19,88+1,53
60 min 135,90+6,03 0,00+0,00 21,10+0,61
12 hod 26,85+1,64 3,36+0,61 0,00+0,00
24 hod 9,86+1,10 4,28+0,31 5,20+0,61
0 min 9,77+1,50 0,00+0,00 22,09+0,51
5 min 11,84+0,19 12,48+0,13 33,22+0,17
10 min 14,47+1,32 13,69+0,27 35,91+1,85
294 E + zézvor 20 min 38,89+2,82 14,36+0,67 37,60+3,20
30 min 75,90+1,13 16,91+1,61 44,01+0,84
60 min 134,34+1,69 18,39+1,48 45,69+0,17
12 hod 22,73+1,32 26,84+2.15 10,96+1,52
24 hod 15,59+1,32 28,85+1,21 16,36+1,18
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Tabulka 4: Vysledky krdtkodobé stability forcespinningovych nanovidken

koncentrace
koncentrace . koncentrace
- uvolnénych v s
uvolnénych uvolnénych
« v polyfenolu
Typ krytu ¢as méieni polyfenolu [ma/a] polyfenolu
[mg/g] s [my/g]

VODA ETHANOL ETHANOL
0 min 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
5 min 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
10 min 0,00+0,00 7,59+0,19 0,00+0,00
4% E + muk. ofi¥ek 20 m!n 0,00+0,00 8,80+0,09 0,00+0,00
30 min 0,00+0,00 11,30+0,37 0,00+0,00
60 min 0,00+0,00 18,52+0,37 0,00+0,00
12 hod 0,00+0,00 0,00+0,00 4,51+0,28
24 hod 1,50+0,38 0,00+0,00 7,41+0,28
0 min 1,14+0,013 0,00+0,00 8,02+0,64
5 min 3,16+0,38 0,00+0,00 9,78+0,48
10 min 4,55+0,25 0,00+0,00 13,00+0,16
v 20 min 15,18+2,02 0,00+0,00 18,28+0,64

4% E + pepr -
30 min 20,49+0,25 0,68+0,08 31,28+0,80
60 min 28,07+3,54 2,18+0,15 33,68+4,17
12 hod 4,05+0,76 4,47+0,49 2,254+0,96
24 hod 7,84+0,51 7,21+0,53 8,50+0,48
0 min 0,00+0,00 0,00+0,00 3,64+0,62
5 min 0,29+0,17 0,00+0,00 6,04+0,18
10 min 0,63+0,17 0,00+0,00 8,44+0,09
i + + +
4% E + tymidn 20 m!n 3,17+0,75 0,00+0,00 9,15+0,44
30 min 10,67+0,29 0,00+0,00 11,64+0,27
60 min 15,11+1,04 0,13+0,04 16,08+0,98
12 hod 3,52+0,17 0,54+0,27 0,00+0,00
24 hod 5,60+0,75 4,34+0,13 11,91+0,53
0 min 0,42+0,18 0,00+0,00 5,06+0,41
5 min 1,99+0,54 0,00+0,00 15,28+0,33
10 min 5,07+0,24 0,00+0,00 19,77+0,74
, 20 min 5,61+0,90 10,04+0,72 20,91+0,33
4% E + zazvor -

30 min 7,60+0,48 12,31+0,60 22,71+0,82
60 min 19,85+0,90 13,63+0,24 24,26+0,98
12 hod 3,38+0,12 17,93+0,48 15,81+0,94
24 hod 3,98+0,97 26,18+0,84 20,79+0,61
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5.4.4 Dlouhodoba stabilita nanovlaken

Dlouhodoba stabilita nanovlaken byla urCena za pouziti postupu, ktery byl popsan v bodé
4.10.3.
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Obrazek 17: Dlouhodoba stabilita nanovlaken

V grafu vySe (Obrazek 17) je zpracovano porovnani antioxidacnich aktivit zméfenych ihned po
vyrob¢ nanovldken a po mésici skladovani v suchu a tmé pii laboratorni teploté. Obecné doslo
u vSech vldken kjisté ztrat¢ antioxidacni aktivity. NejvySsi aktivitu stale vykazovaly
elektrospinningové kryty s pfidavkem zazvoru (390,35 mg/g) a musSkatového ofiSku

(254,73 mg/qg).
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Obrazek 18. Zistatek antioxidacni aktivity po mesici skladovani

Do grafu (Obrazek 18) byl vyjadien zlstatek aktivnich latek s antioxidaénimi G¢inky po mésici
skladovani v procentech. K nejmensi ztraté aktivity doslo u elektrospinningovych vlaken
s obsahem zazvoru (ziastatek 93,33 %) a forcespinningovych vlaken s muskatovym ofiskem
(zustatek 92,21 %). Naopak nejvétsi ubytek aktivnich latek byl zjistén u tymianovych vldken
pfipravenych obéma metodami. Ostatni vlakna vykazovala zachovani aktivnich antioxida¢nich
slozek nad 50 %.

5.5 Priprava a optimalizace pripravy nevlakennych krytu
Nevlakenné kryty byly pfipravovany z dvou materidll, alginatu a chitosanu. Jako soucést
optimalizace ptipravy téchto krytl bylo pfipraveno vice typu krytd, které se mezi sebou lisily
koncentraci alginatu ¢i chitosanu (1 az 4 %), dale se do krytl ptidavaly rizné aktivni latky podle
zamyslené aplikace. Byly pfipraveny kryty prazdné, sobsahem vodného extraktu
z muskatového ofisku a zadzvoru, s obsahem ampicilinu, lysozymu a proteolytickych enzymi
papainu, bromelainu a kolagenasy.

Po optimalizaci ptipravy krytt byly jako nejvhodné;jsi zvoleny 1% koncentrace alginatu a 3%
koncentrace chitosanu.
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Obrazek 19: Nevldikennych kryt z 1% algindtu (vlevo) a z 3% chitosanu (vpravo)

5.6 Charakterizace nevlakennych krytia

Pfipravené nevldkenné kryty byly zcharakterizovany dle typu aktivni slozky, kterou
obsahovaly. Kryty s obsahem vodnych extrakti byly zkoumany z hlediska antioxida¢ni aktivity
a kratkodobé stability, spolu s kryty s ptidavkem lysozymu a ampicilinu byly podrobeny
antimikrobialnim testim. U kryti s obsahem papainu, bromelainu a kolagenasy byla otestovana
proteolyticky aktivita. VSechny pfipravené kryty byly testovany na huménnich burikach.

5.6.1 Antioxidac¢ni aktivita nevlakennych kryti s obsahem vodnych extrakti

Postup pro stanoveni antioxidacni aktivity nevlakennych krytt, do kterych byly pfidany vodné
extrakty z muskatového ofiSku a ze zazvoru je uveden v kapitole 4.10.1. Ukazka antioxida¢nich
ucink krytt je k vidéni nize (Obrazek 20).
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Obrazek 20: Vizualni porovnani antioxidacni aktivity nevidkennych kryti

¢ [mg ABTS/g ktyru]

1% A mus.orisek 1% A zazvor 3% CH mus.orisek 3% CH zazvor

Obrazek 21: Antioxidacni aktivita nevlakennych kryti

Ve vypracovaném grafu (Obrazek 21) je patrné, ze obecné vykazovaly vyS$si antioxidacni
aktivitu kryty s obsahem vodného extraktu ze zazvoru. Nejvétsi aktivita byla stanovena u
chitosanového krytu se zazvorem (7,77 mg/g), nejmensi antioxidacni ucinnost naopak
vykazoval chitosanovy kryt s pfidavkem muskatového ofisku (1,02 mg/g).

5.6.2 Kratkodoba stabilita nevlikennych kryti s obsahem vodnych extrakti

Kratkodoba stabilita krytd byla ur¢ena jako postupné uvoliiovani polyfenolti do dvou typi
prostiedi, kterd méla simulovat prostfedi kozni rany, pfesny postup je popsan v bod¢ 4.10.2.
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Obrazek 22: Kratkodoba stabilita krytit ve vodném prostiedi

Graf (Obrazek 22) znazornuje postupné uvoliiovani polyfenolickych latek z nevlakennych
krytl s obsahem vodnych extrakt do vodného prosttedi. Po dobu 60 minut dochéazelo k nartstu
mnozstvi uvolnénych latek, poté jiz pravdépodobné nastala degradace polyfenold uvolnénych
Z povrchu krytu. Méfenim Vv ¢ase 4 hodiny bylo ur¢eno mnozstvi uvolnénych polyfenoli
Z vnitini struktury krytu. Nejvétsi koncentrace polyfenoll byla uvolnéna z chitosanového krytu
s pfidavkem vodného extraktu z muskatového ofisku.
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Obrazek 23: Kratkodoba stabilita krytit v prostredi 50% ethanolu
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V grafu (Obrazek 23) je zpracovana kratkodoba stabilita nevldkennych kryta v prostfedi
50% ethanolu. Na rozdil od vodného prostiedi nedochazelo ziejmé k degradaci, respektive k
zastaveni uvolilovani aktivnich latek z krytu po jedné hodin€. Nejvyssi mnozstvi uvolnénych
polyfenoll bylo uréeno u chitosanového krytu s obsahem extraktu ze zazvoru.

Ptehled ptesnych vysledkii stanoveni kratkodobé stability nevlakennych kryti je uveden
v Tabulka 5.

Tabulka 5: Vysledky stanoveni krdtkodobé stability nevlakennych krytit

koncentrace uvolnénych koncentrace uvolnénych

Typ krytu ¢as méreni polyfenoli [mg/g] polyfenoli [mg/g]
VODA 50% ETHANOL

0 min 0,00-+0,00 0,00+0,00

5 min 0,09+0,03 0,00+0,00

1% A + muskatovy 10 m?n 0,12+0,02 0,02+0,01

ofiSek 20 min 0,27+0,05 0,10+0,03

30 min 0,25+0,02 0,13+0,02

60 min 0,30+0,01 0,08+0,01

4 hod 0,07+0,02 0,11+0,02

0 min 0,00+0,00 0,00+0,00

5 min 0,00+0,00 0,00+0,00

10 min 0,00+0,00 0,13+0,05

1% A + zazvor 20 min 0,13+0,03 0,35+0,06

30 min 0,26+0,12 0,40+0,06

60 min 0,60+0,22 0,47+0,03

4 hod 0,05+0,01 0,70+0,18

0 min 0,00+0,00 0,00+0,00

5 min 0,00-+0,00 0,00+0,00

3% CH + muskétovy 10 m?n 0,04+0,01 0,28+0,04

oFiSek 20 min 0,41+0,05 0,46+0,09

30 min 0,68+0,04 0,59+0,10

60 min 1,60=0,13 0,66+0,12

4 hod 0,84+0,04 0,96+0,07

0 min 0,00+0,00 0,00+0,00

5 min 0,00+0,00 0,07+0,02

10 min 0,25+0,02 0,30+0,09

3% CH + zazvor 20 min 0,40+0,02 0,46+0,02

30 min 0,42+0,01 0,60+0,02

60 min 0,64+0,14 0,86+0,03

4 hod 0,09+0,05 1,02+0,05
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5.6.4 Proteolyticka aktivita nevlakennych kryti s obsahem enzymu

Proteolyticka aktivita kryti byla testovana podle pracovniho postupu z kapitoly 4.10.4. Pro
kazdy enzym byla stanovena hodnota referen¢ni aktivity, nasledné byla hodnota aktivity vzorka
vztazena na hodnotu aktivity reference, vyjadieni bylo pfevedeno na procenta. Vysledky méteni
proteolytickych aktivity krytt jsou zpracovany v Tabulka 6.

- - LYV
: ), WA
P

Obrazek 24: Vizualni porovnani stanoveni proteolytické aktivity blanku (nahore) a vzorku (dole)

Tabulka 6: Vysledky stanoveni proteolytické aktivity

o <
Typ krytu AAug reference [-] | AAuso vzorkii [-] % Zaftfs?f;cm
1% A + papain 0,217 0,207 95,39
1% A + bromelain 0,019 0,014 73,68
1% A + kolagenasa 0,394 0,349 88,58
3% CH + papain 0,26 0,057 21,92
3% CH + bromelain 0,136 0,084 61,76
3% CH + kolagenasa 0,154 0,039 25,32

Ze ziskanych vysledki stanoveni proteolytické aktivity nevlakennych kryti byla potvrzena
proteolyticka aktivita pfipravenych kryti s obsahem enzymi. Dale bylo zjisténo, ze obecné
vys§i enzymatickou aktivitu vykazovaly kryty vyrobené z 1% alginatu. Niz§i proteolyticka
aktivita kryt z 3% chitosanu byla pravdépodobné zplisobena vyssi koncentraci chitosanu, ktera
ziejmé vedla k hustSimu zesiténi gelu, coZ znesnadiovalo uvolnéni imobilizovanych enzymd.
Z testovanych krytl vykazoval nejvyssi proteolytickou aktivitu alginatovy kryt s obsahem
kolagenasy.
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Obrazek 25: Proteolyticka aktivita kryti vyjadrena pomoci referencni aktivity

Ve vyse uvedeném grafu (Obrazek 25) byla vyjadiena proteolyticka aktivita krytt v procentech
Z hodnoty referen¢ni aktivity. Opét byly zjiStény u alginatovych krytl vyssi hodnoty nez u kryti
chitosanovych. Proteolytickd aktivita krytd z alginatu byla u vSech nad 70 % z referen¢ni
aktivity. Z alginatovych krytt tedy dochazelo k dobrému uvoliiovani stanovovanych enzymd.
Nejvyssi hodnota byla stanovena u alginatového krytu s obsahem papainu, 95,39 % z referen¢ni
aktivity.

5.7 Antimikrobialni testy pfipravenych krytu

Antimikrobidlni testy byly provadény na 4 rtiznych bakteriich, konkrétné Micrococcus luteus,
Serratia marcescens, Escherichia coli a Staphylococcus epidermidis. Stanoveni antimikrobialni
ucinnosti bylo provedeno u pfipravenych vodnych extraktli, nanovlakennych i1 nevldkennych
krytu.

5.7.1 Antimikrobialni aktivita vodnych extraktu

Utinnost vodnych extraktti z muskatového ofisku a zazvoru proti bakteriim byla zméfena
pomoci postupu sepsaném v bodé 4.12.1. Piipravené extrakty mély koncentraci 0,1 g/ml, ty se
dale vhodné natedily, aby byla vytvofena koncentra¢ni Skala, u které byla antimikrobidlni
aktivita zkoumana. Na testy byly pouZzity nefedéné extrakty, dale byly extrakty nafedény
dvakrat, desetkrat, dvacetkrat a stokrat.
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Obrazek 26: Antimikrobidlni test vodnych extraktii — Micrococcus luteus

V grafu (Obrazek 26) je zpracovana antimikrobialni u¢innost vodnych extraktii na bakterii

Micrococcus luteus. Testy bylo zjisténo, Ze vodny extrakt ze zazvoru nevykazoval

antimikrobialni aktivitu na testovanou bakterii. Nejvys§i ucinnost byla stanovena u
neziedéného vodného extraktu z muskatového ofisku.
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2X 10x 20x 100x 100x

Obrdzek 21: Antimikrobidlni test vodnych extraktii — Serratia marcescens
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Ve vySe uvedeném grafu (Obrazek 27) je patrné, ze pfipravené vodné extrakty nevykazovaly
velkou antimikrobialni aktivitu vié¢i bakterii Serratia marcescens. Nejvyssi aktivita byla
stanovena u nezfedéného extraktu z muskatového ofisku, poté u neziedéné¢ho extraktu ze
Zazvoru.
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m.ofisek m.ofiSek m.ofiSek m.ofiSek m.ofiSek  zdzvor  zdzvor 2x zazvor 10x zazvor 20x  zazvor
2X 10x 20x 100x 100x

Obrdzek 28. Antimikrobidlni test vodnych extraktii — Staphylococcus epidermidis

Graf (Obrazek 28) ukazuje, Ze vodné extrakty nemély antimikrobialni Gi¢innost proti bakterii
Staphylococcus epidermidis.
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2X 10x 20x 100x 100x

Obrdzek 29: Antimikrobidlni test vodnych extraktii — Escherichia coli
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Z vypracovaného grafu vySe (Obrazek 29) lze konstatovat, Zze piipravené vodné extrakty
nevykazovaly ucinnost ani proti bakterii Escherichia coli.

5.7.2 Antimikrobialni aktivita kryta
Testim na antimikrobidlni aktivitu proti vybranym druhiim bakterii byly podrobeny vSechny
pfipravené nanovldkenné kryty s obsahem olejovych extrakti a vlakna s pfidavkem
klotrimazolu ve dvou koncentracich, které slouzily jako srovnavaci. Z nevlakennych krytti byly
testovany kryty, které obsahovaly vodné extrakty, lysozym a ampicilin. Ampicilinové kryty
opét slouzily jako srovnavaci. Dale byly zkoumany i ucinky samotnych alginatovych a
chitosanovych kryti bez obsahu aktivnich latek. Postup antimikrobidlnich testli je uveden
v bodé 4.12.1.

Testy byly provadény v 24-jamkovych destickach, ukazka vysledku testu je k vidéni nize
(Obrazek 30). Vysledky byly vyjadieny jako procento absorbance z absorbance v kontrolni
jamce. Vyhodnoceni bylo zpracovano do grafli, ve kterych kontrola bun¢k ma hodnotu 100 %.

Obrazek 30.: Mikrotitracni desticka po ukonceni antimikrobialniho testu krytii proti Staphylococcus
epidermidis; CC — kontrola bunék, E — Fada elektrospinningovych vidken, F — rada
forcespinningovych viaken, A — rada alginatovych krytii, CH — Fada chitosanovych krytii
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Obrdzek 31.: Antimikrobidlni test krytii — Micrococcus luteus

Vsechny ptipravené kryty s obsahem aktivnich slozek vykazovaly antibakterialni aktivitu proti
bakterialnimu kmeni Micrococcus luteus (Obrazek 31). Pouze alginatovy kryt neobsahujici
aktivni slozky byl bez antimikrobialniho u¢inku. Nejvyssi antimikrobialni ¢innost pak mély
vzorové kryty s obsahem ampicilinu a 10% klotrimazolu. Z nanovlakennych kryti vykazovaly
nejvetsi aktivitu kryty s pridavkem olejového extraktu ze zdzvoru u obou metod piipravy
(viabilita bun¢k u elektrospinningu 21,08 % a u forcespinningu 38,22 %). U nevlakennych
kryt byla zjiSténa nejvyssi G€innost u krytu s obsahem muskatového ofisku (alginatovy kryt
20,38 %, chitosanovy kryt 26,56 %).
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Obrdzek 32: Antimikrobidlni test krytii — Serratia marcescens

Z vypracovaného grafu (Obrazek 32) lze tvrdit, Ze vSechny pfipravené kryty mély
antimikrobialni ucinky proti bakterii Serratia marcescens, viabilita se pohybovala pod 60 %.
Vzorové kryty s ampicilinem a 10% klotrimazolem vykazovaly viabilitu bunék od 0,20 % do
1,81 %. Z elektrospinningovych vlaken mél nejlepsi tcinnost kryt s pridavkem extraktu z pepie
(viabilita 28,93 %), u vlaken piipravenych pomoci forcespinningu to byla vlakna s pfidavkem
zazvoru (30,82 %). Antimikrobialni aktivita alginatovych krytti byla vSeobecné nejslabsi.
Naopak u chitosanovych krytii byla stanovena velké antimikrobidlni aktivita a to i u prazdného
chitosanového krytu. Tato G¢innost se da zdivodnit obecn€ znamymi antimikrobialnimi G€inky
chitosanu, které byly podpofeny pfidanymi aktivnimi latkami. Builky po pilisobeni
chitosanovych kryti s obsahem extraktu z muskatového ofisku mély viabilitu pouze 1,02 % a
s extraktem ze zazvoru 1,10 %.
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Obrazek 33: Antimikrobidlni test krytii — Staphylococcus epidermidis

V grafu (Obrazek 33) je zpracovana antibakterialni t€innost ptipravenych kryti proti kmenu
Staphylococcus epidermidis. Ze vzorovych krytt byla stanovena vys$$i G¢innost proti rtstu
bakterie u nanovldken s obsahem klorimazolu nez u krytd s ptidavkem ampicilinu. Nejvyssi
alginatového krytu s lysozymem (44,19 % viabilita bun¢k), jako druhy nejucinnéjsi byl urcen
elektrospinningovy kryt s obsahem zazvoru (45,32 % viabilita bun¢k). Z obecného hlediska

vykazovaly nejlepsi antibakteridlni ucinky nanovldkna pfipravena elektrospinningovou
metodou.
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Obrazek 34: Antimikrobialni test krytii — Escherichia coli

Vysledky antimikrobialniho testu (Obrazek 34) proti Escherichia coli stanovily jako nejvice
aktivni kryt s obsahem tymidnu pfipraveny metodou forcespinning (viabilita 2,22 %), dale
elektrospinningovy kryt s muskatovym ofiskem (viabilita 19,73 %). Naopak Zadna
antimikrobialni aktivita byla zjisténa u elektrospiningovych vlaken s pepfem a tymidnem a u
alginatového krytu s muskatovym ofiSkem.

Kompletni shrnuti vysledkd antimikrobialnich u¢inka krytt byla zpracovana do Tabulka 7.
Pfipravené kryty mély obecné nejvyssi ucinky proti gramnegativni bakterii Serratia
marcencens. Dale vétsina krytli vykazovala antimikrobialni aktivitu nad 50 % (viabilita pod
50 %) proti grampozitivni bakterii Micrococcus luteus. Proti Staphylococcus epidermidis a
Escherichia coli byly z obecného pohledu kryty neucinné. Z hlediska pouzitého materialu krytt
byly zjistény nejlepsi antimikrobialni G¢inky u chitosanovych kryti.
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Tabulka 7:Shrauti vysledkii antimikrobidalnich testi krytii

2% E + mus. ofiSek + + - 4+
2% E + pepr + ++ - —
2% E + tymian — + - —
2% E + zazvor ++ ++ + _
2% E + 1% Clotr. — ++ ++ —
2% E + 10% Clotr. +++ +++ + T+
4% F + mus. ofiSek + + —— _
4% F + pep¥ — + - +
4% F + tymian — + - +++
4% F + zazvor + + — _
4% F + 1% Clotr. + ++ - _
4% F + 10% Clotr. +++ +++ ++ +4++
1% A + ampicilin ++ +++ - +
1% A + lysozym + - + 4+
1% A + mus. ofiSek ++ — - __
1% A + zazvor + + — _
1% Alginat —— + - —
3% CH + ampicilin +++ +++ - F4++
32% CH + lysozym ++ +++ - —
3% CH + mus.oriSek ++ +++ - _
3% CH + zazvor + +++ - _
3% Chitosan +++ +++ - _
+++ - viabilita pod 20 %; ++ - viabilita mezi 20 a 30 %; + - viabilita mezi 30 a 50 %; — -
viabilita nad 50 %; — — - viabilita nad 100 %

5.8 Rustova krivka keratinocytu

Pomoci ristové kiivky keratinocyti bylo ovéfeno chovani bunék v pribehu testii cytotoxicity,
které ke svému spravnému zhotoveni potifebuji Zivotaschopné bunky V prostfedi
mikrotitra¢nich desti¢ek po dobu 3 dnd. Postup stanoveni rustové kiivky je uveden
v kapitole 4.14.
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Obrazek 35: Riistova krivka keratinocytit HaCaT

Z grafu rastové kiivky keratinocytd (Obrazek 35) je viditelné, Ze do tfetiho dne se testované
bunky nachazely ve fazi exponencionalniho rustu. Mezi tfetim az patym dnem byly bunky ve
stacionarni fazi. Poté nastalo odumirani bunék. Testované bunky tedy vykazovaly idealni
chovani v dob¢ provedeni MTT testu cytotoxicity.

59 MTT testy cytotoxicity

Testim cytotoxicity byly podrobeny vodné extrakty z muskatového ofiSku a zdzvoru a také
nanovlakenné i nevlakenné kryty. Postupy, které byly ke zhotoveni testli pouzity, jsou popsané
v bod¢ 4.15. Obecné plati, Ze vzorky nejsou brany jako cytotoxické, pokud viabilita bunck
neklesla pod hranici 60 %.

Obrazek 36: Srovnani barevné zmeény zivného média — kultivacni lahve s Cerstvym médiem (vilevo),
kultivacni lahve s médiem po 2 dnech kultivace (vpravo)
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Obrazek 37: Lidske keratinocyty (vlevo, zvétseni 200x), keratinocyty po pusobeni trypsinu (vpravo,
zveétseni 400x)

5.9.1 Stanoveni cytotoxicity vodnych extrakti

Urceni cytotoxicity vodnych extrakti z muskatového ofisku a zazvoru bylo provedeno dle
postupu Vv bod¢ 4.15. Stanoveni bylo provedeno ve dvou opakovéni, vysledky testli byly
zpracovany do grafu (Obrazek 39) a shrnuty do Tabulka 8.
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Obrazek 38: Mikrotitracni desticka se vzorky po ukonceni MTT teStu
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Obrazek 39: Zavislost viability bunék na koncentraci vodného extraktu

Z grafu (Obrazek 39) je viditelné, ze pouze 14% zazvorovy extrakt ve druhém opakovani testu
vykazoval hodnotu viability bun¢k pod 60 %, pisobil tedy cytotoxicky na buiiky keratinocytti.
U prvniho MTT testu viabilita u v§ech vzorkii nad 60 %. Rozdily mezi testy je mozné odtivodnit
odchylkami v koncentraci bunék v jamkach, pomalejSim rustem bunék béhem testu ¢i
nepiesnostmi pii méfeni. Pfesné hodnoty viability a obsah polyfenolickych latek ve vzorcich
jsou uvedeny v Tabulka 8.
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Tabulka 8: Vysledky MTT testii cytotoxicity vodnych extraktii

;)'(‘t’f;gt bggﬁiﬂt[éjgf po:(yofzzirllgﬁf;/g] viabilita test & 1[%] | viabilita test & 2 [%]

2 116,13+0,13 113,77+6,91 74,64+11,23

4 232,26+0,26 92,92+12,39 95,31+3,38

6 348,39+0,39 105,36:8,64 96,836,55

Zazvor 8 464,53+0,53 91,84+3,81 86,4143,11

10 580,65+0,66 92,07:£6,40 88,05+4.78

12 696,78+0,79 80,69+6,48 66,68+3,62

14 812,92+0,92 82,6+8,39 54,79+5,40

2 45,57+0,72 104,07:6,06 68,44+4,86

01,14+1,45 92,13+7,49 90,008,30

Mutkitons 136,7142,17 91414781 112,05424,18
skato

oriek 182,28+2,89 93,8048,51 104,49:14,72

10 227,.86+3,61 102,55+16,38 121,86::29,49

12 273,43+4,34 94,56:+4,06 102,74+21,94

14 319,00+5,06 80,19+7,68 85,06+14,27

5.9.2 Stanoveni cytotoxicity kryta

Stanoveni cytotoxicity ptipravenych krytti bylo provedeno podle postup z bodu 4.15. Testovani
bylo provedeno ve dvou opakovanich. Ukézka hotového MTT testu krytlh je k vidéni
v Obrazek 40. Vysledky jednotlivych testi byly vyjadieny jako procento z absorbance kontroly

bun¢k a byly zpracovany do graft (Obrazek 41 a 42).

Obrdazek 40: Mikrotitracni desticka po ukonceni MTT testu krytit
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Obrazek 41: Vysledky MTT testu krytii ¢. 1

Na prvni pohled je z grafu (Obrazek 41) ziejmé, ze velka Cast krytti nedosahla hranici viability
60% a tedy se chovala cytotoxicky. Nejvice cytotoxické byly elektrospinnigoveé,
forcespinningové a chitosanové kryty s obsahem zazvoru. U zadného alginatového krytu nebyla
zjisténa cytotoxicita, nejlepsi vysledky pak byly stanoveny u krytu s piidavkem bromelainu.
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Obrazek 42: Vysledek MTT testu kryti ¢. 2

U druhého opakovani MTT testu cytotoxicity byly potvrzeny vysledky z prvniho testovani.

Jedinou vyjimkou byl chitosanovy kryt s obsahem papainu, ten byl podle prvniho testu

vyhodnocen jako necytotoxicky, v druhém testu ovSem uz vykazoval cytotoxické chovani.
Podrobné vysledky obou MTT testu jsou zpracovany v Tabulka 9.
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Tabulka 9: Vysledky MTT testi cytotoxicity krytit

Test 1 Test 2

Typ Krytu m [mg] viabilita [%0] m [mg] viabilita [%0]
2% E + mus. ofiSek 2,60 92,16 2,40 75,49
2% E + pepF 3,20 50,09 3,90 12,14
2% E + tymian 2,30 39,18 2,50 38,04
2% E + zazvor 5,40 10,56 8,00 9,66
4% F + mus. oFiSek 7,30 78,71 6,20 74,32
4% F + pepF 6,90 35,43 5,90 28,09
4% F + tymidn 9,30 81,60 8,70 63,94
4% F + zazvor 7,20 18,57 15,50 9,95
1% A + mus. oFiSek 59,60 84,84 60,10 72,86
1% A + zazvor 51,10 77,34 68,90 71,10
1% A +lysozym 70,00 95,57 48,70 116,61
1% A + ampicilin 34,30 80,24 54,90 99,20
1% A + papain 67,30 95,06 48,80 78,13
1% A + bromelain 60,50 124,87 52,70 73,30
1% A + kolagenasa 51,70 82,45 33,40 81,05
3% CH + mus. oFisek 101,10 21,47 119,50 11,41
3% CH + zazvor 131,20 10,39 91,50 15,36
3% CH + lysozym 48,70 52,98 45,60 45,35
3% CH + ampicilin 73,00 24,53 65,30 21,95
3% CH + papain 63,20 86,20 26,30 52,67
3% CH + bromelain 41,50 28,45 43,90 29,26
3% CH + kolagenasa 79,50 17,38 107,70 16,68

Vysledky MTT testl cytotoxicity pfipravenych kryti byly zobecnény a shrnuty do Tabulka 10.
Z krytl ptipravenych metodou elektrospinning byla jako necytotoxickd vyhodnocena pouze
vlakna s obsahem extraktu z muskatového ofisku, ostatni vlakna byla cytotoxicka. U vlaken
vyrobenych forcespinningovou metodou byla jako necytotoxickd stanovena ta s ptidavkem
muskatového ofisku a tymianu. Cytotoxicita nanovldkennych krytl s obsahem olejovych
extraktii muze byt zplsobena vysokou koncentraci antimikrobidln¢ aktivnich latek, které
mizou V této koncentraci buinkam skodit. VSechny alginatové kryty vykazovaly necytotoxické
chovani, nejlepsi vysledky byly ur€eny u krytli s lysozymem a bromelainem. Chitosanové kryty
v obou testech vykazovaly cytotoxicitu a u krytu s obsahem papainu nedoslo ke shodé vysledku
testd. Cytotoxické chovani chitosanovych krytii mize byt zptisobeno antimikrobialni aktivitou
chitosanu obecné, dal§im moznym vysvétlenim je bobtnani chitosanu v médiu béhem testovani.
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Tabulka 10: Shrnuti vysledkit MTT testii cytotoxicity krytii

Typ Krytu Test 1 Test2 | Shrnuti
2% E + mus. ofisek +++ + i+
2% E + pep¥ — _ _
2% E + tymian —— - ——
2% E + zazvor —— - -
4% F + mus. ofiSek + + +
4% F + pepr —— - _
4% F + tymian ++ + +
4% F + zazvor -—— - _
1% A + mus. oFiSek ++ + +
1% A + zazvor + + +
1% A +lysozym +++ +++ +++
1% A + ampicilin ++ +++ ++
1% A + papain +++ + ++
1% A + bromelain +++ + ot
1% A + kolagenasa ++ ++ ++
3% CH + mus. oFiSek —— - __
3% CH + zazvor —— - -
3% CH + lysozym — - __
3% CH + ampicilin —— - -
3% CH + papain ++ - +

3% CH + bromelain

3% CH + kolagenasa

+++ - viabilita nad 90 %; ++ - viabilita mezi 90 a 80 %; + - viabilita 80 a 60 %; — - viabilita
mezi 60 a 50 %; — — - viabilita pod 50 %
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6 ZAVER

Ptedlozena diplomova prace byla zaméfena na pfipravu a optimalizaci piipravy bioaktivnich
kryti znovych materidli a jejich vliv na humanni buiiky. V praci byly pfipraveny
nanovlakenné kryty na bazi PHB a nevldkenné kryty z alginatu a chitosanu. Kozni kryty byly
funkcionalizovany ptidavkem antibiotik (klotrimazol, ampicilin), proteolytickych enzymu
(papain, bromelain a kolagenasa), lysozymu a olejovych nebo vodnych extrakti z rostlin.
Vybranymi rostlinami byly kozinec, muskatovy ofiSek, pepf, tymian a zazvor.

Rostlinné extrakty byly charakterizovany z hlediska obsahu polyfenol a antioxida¢ni
aktivity. U krytd, které obsahovaly rostlinné extrakty, byla urCena antioxidacni aktivita,
kratkodoba a dlouhodoba stabilita a antimikrobialni aktivita proti Micrococcus luteus, Serratia
marcescens, Staphylococcus epidermidis a Escherichia coli. U nevlakennych krytd s obsahem
enzymu byla stanovena jejich proteolyticka aktivita. Na zavér byly vSechny piipravené kryty
otestovany na lidskych keratinocytech a byla uréena jejich cytotoxicita.

U pripravenych vodnych i olejovych extraktii bylo zjisténo nejvyssi mnozstvi polyfenold u
extraktd pripravenych ze zazvoru, koncentrace u vodného extraktu 5,81+0,01 mg/g a u
olejového extraktu 164,69+1,43 mg/g. Nejvétsi antioxidacni aktivitu opét vykazovaly extrakty
ze zazvoru (vodny extrakt 5,64+0,01 mg/g, olejovy extrakt 38,154+0,03 mg/g). Vodné extrakty
byly otestovany pro své antimikrobialni i¢inky proti vybranym bakterialnim kmenim. Samotné
extrakty nevykazovaly vysokou antimikrobialni aktivitu. Dale byly vodné extrakty podrobeny
testim cytotoxicity, dle vysledki MTT testil nebyly pfipravené vodné extrakty uréeny jako
cytotoxickeé.

Po optimalizaci metod pfipravy nanovldkennych krytd byla vybrana jako nejvhodnéjsi
koncentrace PHB pro metodu elektrospinningu koncentrace 2 % a pro metodu forcespinningu
koncentrace 4 %. Ptipravena nanovlakna byla charakterizovana z hlediska antioxida¢ni
aktivity. Nejvyssi antioxidacni G¢inky byly uréeny u vlaken ptipravenych elektrospinningem
s obsahem zazvoru (418,25 mg/g) a s obsahem muskatového ofisku (352,58 mg/g). Kratkodoba
stabilita vlaken byla stanovena pomoci postupného uvolfiovani polyfenolti do modelovych
prostiedi (voda, 50% ethanol, ethanol). V ¢asovém rozmezi doSlo k uvolnéni nejvétsiho
mnozstvi sledovanych latek obecné z nanovldken vyrobenych elektrospinningovou metodou.
Pomoci méfeni dlouhodobé stability byly jako nejvice stabilni uréeny elektrospinningova
nanovlakna s obsahem zazvoru, u kterych byl stanoven zistatek antioxida¢ni aktivity po mésici
skladovani na 93,33 % a forcespinningovd nanovladkna s pfidavkem muskatového ofiSku,
jejichz zustatek antioxidaéni aktivity ¢inil 92,21 %.

Na piipravu nevlakennych krytd byly po optimalizaci jako nejvhodnéjsi koncentrace zvoleny
1% koncentrace alginatu a 3% koncentrace chitosanu. Nevldkenné kryty s obsahem vodnych
extraktii byly zcharakterizovany na antioxida¢ni aktivitu a kratkodobou stabilitu. Nejvyssi
hodnota antioxidac¢ni aktivity byla zjisténa u chitosanovych kryti s pfidavkem zazvoru
(7,77 mg/g). Kratkodoba stabilita byla sledovana ve dvou modelovych prostfedich (voda,
50% ethanol) a byla stanovena jako mnozstvi postupné se uvoliujicich polyfenolii. Do vodného
prostiedi doSlo k nejvétsimu uvolnéni polyfenoltt z chitosanového kryty s obsahem
muskatového ofisku, do prosttedi 50% ethanolu se uvolnilo nejvice polyfenolt z chitosanového
krytu s ptidavkem extraktu ze zazvoru. U krytl Sobsahem enzymu byla Gspé$né urCena
proteolytickd aktivita enkapsulovanych enzymii. Obecné vykazovaly vySsi proteolytickou
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aktivitu kryty vyrobené z alginatu. Nejvyssi aktivita byla zjiSténa u alginatového krytu
s obsahem kolagenasy.

Soucésti prace bylo dale urceni antimikrobidlni aktivity ptipravenych kryt proti vybranym
bakteriim. Pfipravené kryty mély nejvy$si GCinnost proti gramnegativni bakterii Serratia
marcescens. Dale vykazovala antimikrobialni aktivitu nad 50 % (viabilita bun¢k pod 50 %)
proti grampozitivni bakterii Micrococcus luteus. Proti bakteriim Staphylococcus epidermidis a
Escherichia coli byly kryty neucinné. Z obecného hlediska byly uréeny jako nejvice
antimikrobialné aktivni chitosanové kryty.

Zavérem této prace bylo podrobeni ptipravenych kryti testim cytotoxicity na humannich
keratinocytech HaCaT. Z 8 nanovlakennych krytt funkcionalizovanymi olejovymi extrakty
byly jako necytotoxické urceny pouze elektrospinningové kryty s obsahem muskatového ofisku
a forcespinningové kryty s obsahem muskatového ofiSku a tymianu. Cytotoxicita zbylych
slozek. Alginatové kryty byly vSechny stanoveny jako necytotoxické. Chitosanové kryty byly
zjistény jako cytotoxické, divodem mohl byt opét obecny antimikrobialni charakter chitosanu
nebo znaéné bobtnani krytti v zivném médium v pribéhu testu.

Moznym praktickym uplatnénim poznatki této prace by mohli byt nové kozni kryty pro
oteviené i jiz uzaviené kozni rany. Nanovlakenné kryty by mohly napomahat kone¢nému hojeni
uzavienych ran, zamezovat druhotnym bakteridlnim infekcim a zabranovat tvorbam jizev.
Nevldkenné kryty by mohly najit uplatnéni pfi 1é€bé otevienych ran, kde by napomahaly
udrzovat vhodné vlhké prostredi. Po dalsi optimalizaci by mohly slouzit Kkryty jako systémy
S postupnym uvolilovanim aktivnich slozek. Dals$i vyzkum v této oblasti by mohl byt zaméten
na optimalizaci koncentraci a rozloZzeni aktivnich slozek ve strukturach krytt, aby byla
eliminovana jejich cytotoxicita. Dale by mohly byt zkoumdny moznosti kombinaci aktivnich
slozek, které byly v této praci testovany samostatné. Také by mohly byt zkoumdny kryty
s ptidavkem proteolytickych enzymu, které by byly imobilizovany na povrchu krytu, coz by
mohlo vést ke zvySeni aktivity enzym1l.

Dalsi mozné uplatnéni piipravenych kryti by mohlo byt sméfovano do kosmetického
pramyslu, naptiklad na pfipravu pletovych masek, kde by mohly byt uplatnény antioxidacni
ucinky kryth proti starnuti pleti.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

A
ABTS
BHI
CC
DMEM
E

F

FBS
HaCaT
CH

LB
MIC
MTT
NAD(P)H
NB
PBS
PHA
PHB
ROS
SDS
uv

Alginat
2,2—azinobis(3—ethylbenzothioazolin-6-sulfonoova kyselina)
Brain Heart Infusion Broth

Cell control (kontrola bunék)

Dulbecco's Modified Eagle Medium
Elektrospinning

Forcespinning

Fetalni bovinné sérum

Human keratinocytes cell line

Chitosan

Lysogeny broth

Minimalni inhibi¢ni koncentrace
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid
Nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

Nutrient Broth

Phosphate Buffered Saline (fosfatovy pufr)
Polyhydroxyalkanoaty

Polyhydroxybutyrat

Reactive oxygen species (reaktivni formy kysliku)
Dodecylsulfat sodny

Ultrafialové

75



