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Anotace:

Tato diplomova prace je vénovana krytlim ran z kyseliny hyaluronové. V prvni casti jsou
zhodnoceny dosavadni poznatky o kyselin¢ hyaluronové, jejich vlastnostech a
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pouzitelnych v l1ékafské praxi, typy ran a pribéh procesu hojeni rany. Druha cast této
prace je vénovana piipravé krytl a jejich modifikaci z kyseliny hyaluronové, na které
jsou poté riznymi metodami navazovany biologicky aktivni latky. Kryty jsou posléze
vyhodnoceny na antimikrobidlni G¢innost, proti klasickym bakteriim. MnoZstvi navazané

aktivni latky je vyhodnoceno za pomoci analytickych metod.
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Annotation

This diploma thesis is focused to wound dressing from hyaluronic acid. In the first part,
knowledge about hyaluronic acid, properties and possibilities of spinning are collected.
This part also incudes information about types and properties of wound dressings used in
medical practice, types of wounds and how the wound healing process works. The second
part of this work is focused to the preparation of wound dressings and their modifications
from hyaluronic acid. Biologically active substances are then fixed on these dressings by
a different methods. Dressings are afterwards evaluated for antimicrobial activity against
typical bakteria. The amount of fixed active substace is evaluated using analytical
methods.
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Seznam pouzitych zkratek:

TDDS (transdermal delivery system) - nosi¢ 1é¢ivé latky pro transdermalni pouziti
HA  (hyaluronic acid) — kyselina hyaluronova

HDA dialdehyd hyaluronové kyseliny

LDL (low density lipoprotein) — nizkodenzitni lipoprotein

CBD (cannabidiol) — kanabidiol

THC (tetrahydrocannabinol) - delta-9-tetrahydrokanabinol

GIT gastrointestinalni trakt

IPA propan-2-ol



Uvod

Napfi¢ celou historii miZzeme nalézt rtizné variace, které se pouzivaly K 1é¢eni ran.
Od dob obétovani bohtim jsme se v historii posunuli dale, zacali zkoumat lidské t¢lo a
moznosti jeho léCeni jinymi neZ duchovnimi praktikami. Stejné tak, jako se vyvijela
civilizace, vyvijely se i materidly a technologie 1éceni ran. Fantazii se meze nekladly, a
diky pokroku bylo vyvinuto vice nez 3000 produktt pro 1é¢bu riznych typt ran, které se
1isi tim, Ze se zam¢&fuji na rizné aspekty hojivého procesu. Je to velka rozmanita skupina

pfirodnich i synteticky pfipravenych latek. ™M

Na zaklad¢ predeslych znalosti Vv oblasti kyseliny hyaluronové a jejiho
zvlakiovani na Ustavu organické chemie a technologie, Fakulta chemicko-technologicka,
Univerzita Pardubice, které se ustav vénuje jiz pies 15 let, byla v ramci této diplomové
prace dale zkoumana problematika navadzani biologicky aktivnich latek na staplova
mikrovlakna z kyseliny hyaluronové, resp. hyaluronanu sodného. Kyselina hyaluronova
se v této praci diky svym unikatnim vlastnostem stala nosnym materidlem (krytem ran)
pro biologicky aktivni latky, které by mohly poslouzit pro usnadnéni hojeni urcitych typt

Spatné hojitelnych ran.

Na nami vytvorené kryty ran byly riiznymi metodami navazany biologicky aktivni
latky a nasledné se zkoumalo zachycené mnozstvi na krytu. Pod vedenim Ing. Ivety
Brozkové, Ph.D. na katedfe biologickych a biochemickych véd FCHT Univerzity
Pardubice byly otestovany kryty s obsahem biologicky aktivni latky na jejich
antimikrobialni ucinek. Vysledky jsou dulezité pro potvrzeni antimikrobidlniho u¢inku,

ale také pro spravnou optimalizaci u¢inku celého krytu.
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1 Teoreticka ¢ast

1.1 Kryty ran

1.1.1 Historie

Nejstarsi dochovany zaznam 1écby ran byl nalezen na hlinénych tabulkach
V Mezopotamii v obdobi 2500 pied nasim letopoctem. V této dobé péce o rany fungovala

na principu pokus a omyl a to za pouziti primitivnich staroddvnych technik. [

Ve starobylém Egypté byla péfe o rany duchovni praktikou, lécitelé byli
presvédceni, ze oteviend rana byla vstupni bod pro Spinavé subjekty, a proto vyzadovala
pouziti repelentu ve form¢ stolice od oslii. Rana musela byt zabalena, aby byla zajisténa
celistvost ducha c¢loveéka. Ackoli byl tento postup nechutny, stolice obsahovala tadu

antibiotickych latek a proteind (naptiklad trypsin), které poméhali pii 1écbe. !

Ve starovékém Recku byla situace jina, zde nejvétsi lékat starovéku Hippokratés
pouzival pro oteviené rany predevsim vino a ocet. V téchto tekutinach vyvatil vinu a dale
ji pouzival jako obycejnou gazu. I ve slavném eposu od Homéra jsou popsany zpusoby,

jakymi se 1é¢ila zranéni z bitev. ¥

Zajimavy pohled na lé€eni ran miizeme videt 1 v ¢inské historii. Jejich holisticky
ptistup k léCeni, zajistoval jakousi souhru mezi lécenim fyzické i duchovni stranky.
Starobyla Cina se diky tomu mtize chlubit tisici moznostmi, jak 1é¢it rany. V nalezenych
dokumentech se nejCastéji se docteme o riiznych postupech vétSinou zahrnujicich
bronzové nastroje, zeleny €aj, 1ékoftici, nasaklé houby, rizné typy anestetik, antiseptik a
dalsi bylinné prasky, které byly pouzity k podpofe hojeni, pomoc pii debridementu a

pomoc pii odvraceni infekce. Jako gdzu vétSinou pouzivali nasdklé hedvabi. [5]

Jak bylo vySe zminéno, nejcastéji bylo léCeni ran provadéno za pomoci
upravenych gaz. Samotny termin gdza, zahrnuje dva typy materidlii. Prvnim typem je
tkana textilie, ktera je 100% ptirodni bavinénou tkaninou. Druhym typem je netkana
textilie, ktera se tykd modernéjSich syntetickych obvazii. Jsou vyrobené z umélych vldken

nebo smési syntetickych vlaken.
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U tkanych gédz miizeme nalézt hned n€kolik problémt. Textilie se pfi vyrobnim
procesu zpracovava pomoci fezll. Nedokonalé fezy zpusobuji otfepy materialu a tyto
otfepy mohou zustat Vv lozi rany ve chvili, kdy jsou gazy odstranény. Tyto otfepy jsou
absorbentni a maji tendenci se drzet na rané, coZ ma za nasledek trauma po odstranéni.
Tkané gazy zplsobuji, ze rychle rdna vysycha a latka je tudiz zachycena do rény.[e] Az
donedavna se povazovala suchd rana za optimalni pro hojeni a odstranéni vlozeného
suché¢ho materialu bylo povazovdno za formu fyzického debridementu. Zvrat pfisel az
v Sedesatych letech dvacatého stoleti, kdy byla prezentovana prace Wintera na prasatech,

ktera poukazovala na fakt, ze vlhké rany se hoji daleko rychleji a kvalitné; . [718]

I ptes neselektivni zplsob fyzického debridementu, traumatizace poranéni rany a

vysledné bolesti, je sucha géza stale nejpouzivangjsi na svéts.!

Problémy s pfilnavosti obvazli na ranu se zacaly blize zkoumat béhem prvni
svétové valky. Spolec¢nost Lumiere zacala vyrabét prvni nepfilnavé obvazy, které byly
spojenim dvou vrstev. Prvni vrstva byla bavinéné pletivo obsahujici parafin a balzam pro

kontakt s ranou, zatimco druha obsahovala gazu, ktera zajistovala odvodnéni.!”

Tento vicevrstvy format nadale tvoti zdklad pro dnesni pouziti, kazda vrstva ma
na starosti specifické funkce. Zpravidla jedna vrstva slouzi pro mechanickou integritu a

druha vrstva pro absorpci tekutiny.

Dal§im velkym pokrokem bylo béhem druhé svétové valky vyuZiti
sterilizovan¢ho celofanu (ve kterém se prevazely transfuze). Sterilizovany celofan
vyborné fungoval na rany zplsobené popalenim a na hluboké fezné rany. Velkou
vyhodou bylo také to, Ze sterilizovany celofan byl polopropustny pro vodu. Rany se
hojily rychleji a bolest ustoupila hned po n¢kolika hodinach od aplikace takto upraveného
celofanu.™ Bshem druhé svétové valky byly pouzity i dal$i materialy, mezi nézZ patfily
materialy adherentni, neporézni, plastifikované, polyvinylové, polymerni félie spojené s

polstaiky z baviny v prvni pomoci.

Soucasné semipermeabilni folie umoziuji vyménu plynt, vody a zabranuji
migraci bakterii do rany. BéZné pouzivanym piikladem mubze slouzit znacka
BANDAID®, ktera zagala vyrabét adhezivni obvazy v roce 1920 poté, co zaméstnanec

spole¢nosti Johnson & Johnson, Earle Dickson, vyrobil prototypovy obvaz, ktery jeho

14



zen& umoznil pé¢i o rany bez pomoci lékafe. V roce 1938 pak piedstavil Johnson &

Johnson steriln{ obvazy. *?

1.1.2 Soucasny pristup

Primarni funkci modernich obvazii na rany je pfedevSim usnadnéni hojeni rany,
nez jeho pokryti. Tyto obvazy jsou zaméfeny na udrzeni rany pied dehydrataci a na
podporu hojeni. Na zaklad¢ ptic¢iny a typu rany jsou na trhu k dispozici ¢etné produkty,
coz ¢ini vybér velmi obtiznym tkolem. Moderni obvazy na rany jsou obvykle zalozeny
na syntetickych polymerech a jsou klasifikovany jako pasivni, interaktivni a bioaktivni

produkty.

Pasivni produkty jsou neokluzivni, mezi néz patii gazové obvazy a tylové obvazy,
které se pouzivaji k zakryti rany. Interaktivni obvazy jsou semi-okluzivni nebo okluzivni,
dostupné ve formé filmul, pény, hydrogelu a hydrokoloidi. Tyto obvazy pisobi jako
bariéra proti pronikani bakterii do prostfedi rany, ale zaroven slouzi jako permeabilni

membrana pro vodu. [13]024]

Vlastnosti, ide4lniho krytu ran:

e Schopnost udrzet vlhkost v misté poranéni.
e (QOdstranéni ptebyte¢ného exsudatu.

e Bez ¢astic a toxickych kontaminantt.

e Netoxické a nealergenni.

e Moznost ochrany rany pied dal$im traumatem.
e (Odstranéni, aniz by doslo k Urrazu rany.

e Nepropustny pro bakterie.

e Tepelna izolace.

e UmozZiujici vyménu plyni.

e PohodIné a ptizplisobivé.

e Nakladovée efektivni.

Dlouh Zivotnost.*”)
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1.1.3 Rozdéleni modernich krytii ran

Obvazy se klasifikuji fadou zpiisobu v zavislosti na jejich funkci v poranéni
(debridement, antibakterialni, absorpéni, adhezivni), typu materiadlu pouzitého k vyrobé
obvazu (napt. hydrokoloid, alginat, kolagen) nebo dle fyzikalni formy obvazu (mast,
film, péna, gel).

Obvazy se dale d€li na primarni, sekundarni a ostrovni obvazy. Obvazy, které
jsou fyzicky v kontaktu s povrchem rany, se oznacuji jako primarni. Ty jsou dale pokryty
sekunddrnimi obvazy. Ostrovni obvazy maji centradlni absorpéni oblast, kterd je
obklopena adhezivni ¢asti.

Mezi dalsi klasifikacni kritéria patfi tradicni obvazy, moderni obvazy, produkty
pro nadhradu klize a zafizeni pro hojeni ran.

Kritéria klasifikace mohou byt uzite¢na pti vybéru daného obvazu, problémem v
rozhodovani mize byt fakt, ze mnoho obvazl splituje vicero kritérii najednou.

V této praci budou moderni obvazy rozdéleny dle typu materidlu (hydrokoloid,
alginat, hydrogel), ktery byl pouzit pro vyrobu obvazu a jeho fyzické formy (folie,
pény).[le][ﬂ]

1.1.3.1 Hydrokoloidni kryty ran

v

Hydrokoloidni obvazy patii mezi nejpouzivangjsi interaktivni obvazy. Pojem
,hydrokoloid* popisuje skupinu produkti pro 1é€bu ran ziskanych z koloidnich materialt
(gelovych cinidel) kombinovanych s jinymi materialy, jako jsou elastomery a lepidla.
Jsou tedy tvofeny dvéma vrstvami - vnitini koloidni vrstvou a vnéjsi propustnou vrstvou
pro vodu. Typicka ¢inidla tvofici gel zahrnuji karboxymethylcelulosu (CMC), Zelatiny a
pektin.

Hydrokoloidni obvazy jsou klinicky uzite¢né, protoze na rozdil od jinych obvazi
ulpivaji na vlhkych i suchych mistech. Maji vynikajici vlastnosti jako je nepropustnost
pro vodni paru, nepropustnost pro bakterie a maji vyborné vlastnosti debridementu. Tyto
typy obvazi se pouzivaji pro lehké az mirn¢ exsudujici rany, jako jsou otlaky, drobné
popaleniny a traumatické poranéni. Pouzivaji se také k 1é¢bé viedl na nohou, kde se zda,

7e nefunguji klasické metody léceni, 811

Hydrokoloidni obvazy se Casto doporucuji v pediatrické 1€¢bé a to hlavné diky

absenci bolesti pii odstranovani krytu. Tato schopnost je dana vytvofenim gelu ve chvili,
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kdy se hydrokoloidni kryt styka s exsudatem rany. Vytvafti se vlhké prostiedi, které, jak
uz bylo nékolikrat vyse zminéno, pomaha s hojenim. Velikou vyhodou pro pacienty je
také to, ze S hydrokoloidnim krytem nemusi mit obavy z kontaminace pfi dennich
hygienickych ukonech. Pii specialnich 1écbéch, jako je tfeba vied diabetické nohy, je

nutné dasta kontrola. /%)

Ptiklady hydrokoloidnich obvazii zahrnuji Granuflex ™ a Aquacel ™ (Conva Tec,
Hounslow, UK), Comfeel ™ (Coloplast, Peterborough, UK) a TegadermTM (3M
Healthcare, Loughborough, UK). Vyskytuji se ve form¢ tenkych vrstev a folii nebo jako

kompozitni obvazy v kombinaci s jinymi materialy, jako jsou alginaty.

= 90001

?Il-::uiu'm Hydrocolloid
- ‘;/’}) y ‘

Obrazek 1- Hydrokoloidni kryti 2"

1.1.3.2 Alginatové kryty ran

Alginatové obvazy se vyrabéji z vapenatych a sodnych soli kyseliny alginové, coz
je polysacharid obsahujici jednotky kyseliny manuronové a kyseliny guluronové. Obvazy
se vyskytuji bud’ ve formé lyofilizovanych poréznich listi (pén) nebo jako pruzna vlakna,

ktera jsou specialné vyuzivana pro rany.

Pouziti alginatd jako obvazli vychazi piredevs§im z jejich schopnosti tvofit gely, a
to diky pfimému kontaktu s exsudaty rany. Mohou absorbovat 15 az 20 nasobek své
hmotnosti tekutin a jsou vhodné pro vysoce exsudujici rany. Vysoka absorpce probiha
prostfednictvim silné tvorby hydrofilniho gelu, ktery vznika diky vyméné mezi ionty
pritomné v alginatovém vlaknu a ionty piitomné v exsudatu. Vrstva gelu omezuje sekreci
ran a minimalizuje bakteridlni kontaminaci. [151 221 231 pomahé také udrzovat optimalni

obsah vlhkosti a teplotu hojeni.
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Schopnost vapenatych iontd vytvaiet sitové vazby polymeru kyseliny alginové ¢ini
obvazy alginatu vapenatého idealnim materidlem jako zéklad pro tkanové inzenyrstvi. [24]
Ionty véapniku hraji fyziologickou roli pfi mechanismu srazeni béhem prvniho stupné

hojeni ran, proto je uvoliiovani téchto ionti z alginatovych obvazii velice vyhodné. !

Vlakna, které se zachyti v ran¢, jsou snadno biologicky odbouratelné a mohou byt
vycistény fyziologickym roztokem. Nasledné odstranéni proto nezni¢i granulacni tkan,
takze zméena obvazu je prakticky bezbolestna.?® Vzhledem k tomu, e alginatové obvazy
vyzaduji u€innou hodnotu vlhkosti, nemohou byt pouzity pro suché rany a rany, které
jsou pokryty tvrdou nekrotickou tkani. To proto, ze by mohly ranu dehydratovat a oddalit

hojeni, coz je jejich hlavni nevyhodou. [15]

Alginaty bohaté na mannuronat, jako je SorbsanTM (Maersk, Suffolk, UK), tvoii
pii hydrataci mekké ohebné gely, zatimco ty, které jsou bohaté na kyselinu guluronovou,
jako je KaltostatTM (Conva Tec), tvofi po absorpci exsudatu rany pevnéjsi gely. Neékteré
obsahuji vlakninu alginatu vapenatého, jako je TegagenTM (3M Healthcare). Comfeel
PlusTM je kombinovany hydrokoloidni / alginatovy obvaz.

1.1.3.3 Hydrogelové kryty ran

Hydrogely jsou mnerozpustné, botnavé, hydrofilni materidly vyrobené ze
syntetickych polymert, jako jsou polymetakrylaty a polyvinylpyrrolidin. Nékteré obvazy
jako Nu-gelTM (Johnson &Johnson, Ascot, UK) a PurilonTM (Coloplast) jsou
kombinace hydrogel / alginat.

Hydrogely mohou byt aplikovany bud’ jako amorfni gel nebo jako elastické,
pevné listy nebo folie. Pro ptipravu f6lii jsou polymerni slozky zesitovany tak, Ze fyzicky
zachycuji vodu. Listy mohou po kontaktu s hnisavymi ranami absorbovat a zadrzovat
znaény objem vody. Ve chvili kdy se aplikuji na ranu jako gel nebo hydrogelové obvazy
obvykle vyzaduji sekundarni pokryti, jakou je naptiklad gaza, a musi byt ¢asto ménény.

Listy vsak sekundarni kryti nepotiebuji. *'!

Hydrogelové obvazy obsahuji zna¢né mnozstvi vody (70-90%) a v dtsledku toho
nemohou absorbovat mnoho exsudatu. Z tohoto diivodu Se pouzivaji pro lehké az stiedné
vyzafujici rany. Akumulace tekutin mize vést k maceraci klize a bakterialni proliferaci,
kterd zpisobuje zapach v infikovanych ranach. Hydrogely maji nizkou mechanickou

pevnost, a proto je obtizné s nimi manipulovat. 2

18



Jsou vhodné pro ¢isténi suchych nebo nekrotickych ran rehydrataci mrtvych tkani a
zvySeni debridementu. Hydrogelové obvazy jsou nereaktivni s biologickou tkéni,
propustné pro metabolity a jsou nedrazdivé.”® Hydrogely také podporuji vihkost hojen,
jsou nepfilnavé a chladi povrch rany, coz miize vést k vyraznému snizeni bolesti, a proto

ma vysokou pfijatelnost pro pacienta.
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Obrazek 2 - Hydrogelové kryty ran 129
1.1.3.4 Pénové kryty ran

Pénové obvazy jsou vyrdbény bud’ jako polyuretanovd nebo silikonova péna.
Prenaseji pary vlhkosti, kyslik a poskytuji tepelnou izolaci lizku rany. Polyuretanové
pény se skladaji ze dvou nebo tii vrstev, vcetné hydrofilniho kontaktniho povrchu rany a
hydrofobniho podkladu, coZ je ¢ini vysoce savymi. Vrstvy také zabranuji ptilnuti, kdyZ je

rana sucha, nadmérné ztraté tekutin, bakterialnimu poskozeni ¢i kontaminaci. [30][15]

Pénové obvazy udrzuji vlhké prostfedi kolem rany, zajiSt'uji tepelnou izolaci a
jsou vhodné pro noSeni. Jsou vysoce savé, absorbance je fizena vlastnostmi pény, jako je
textura, tlouStka a velikost port. Struktura otevienych pord také poskytuje vysokou

rychlost pfenosu vlhkosti par.

Pouzivaji se jako primarni obvazy na rany pro absorpci a izolaci. Sekundérni
obvaz se obvykle nevyzaduje. Pénové obvazy nejsou vhodné pro suché epitelizacni rany
nebo suché jizvy, protoze se na rozdil od polymernich folii spoléhaji na exsudaty, aby se

doséhlo optimalniho prostiedi pro hojeni ran. 01
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Obrazek 3 - Pénové obvazy 3]

1.1.3.5 Bioaktivni kryty ran

Tyto obvazy jsou vyrobeny z biomateriald, které hraji aktivni roli v procesu hojeni
ran. Bioaktivni obvazy na hojeni ran zahrnuji také produkty tkanového inzenyrstvi

ziskané z p¥irodnich tkani nebo umélych zdroja.

Polymery jako jsou kolagen, kyselina hyaluronova, chitosan, alginaty a elastin,
mohou Vv obvazech fungovat samostatné nebo v kombinaci sjinym polymerem.
Biomaterialy maji tu vyhodu, Ze jsou souc¢asti pfirozené tkdnové matrice, jsou biologicky
odbouratelné a nekteré hraji aktivni roli v normalnim hojeni ran a tvorbé novych
tkani. % VsSechny tyto vlastnosti z nich Cini atraktivni vybér z biokompatibilniho a
toxikologického hlediska. Kryt mize byt také spojen s 1é¢ivou latkou, ¢imz slouzi jako

systém pro dodavani 1éc¢iva.
1.1.3.6 Antimikrobialni kryty ran

Hlavnim ukolem téchto krytl je dodani biologicky aktivnich latek pfimo do rany.
Nejlepsim piikladem jsou antibiotika nebo antibakterialni latky, které slouzi jako
prevence nebo boj proti infekcim, zejména u viedl diabetickych nohou, chirurgickych a
urazovych zranéni, kde vyskyt infekci mize byt vysoky v disledku snizené rezistence

zpusobené extrémnim Urazem. [34]

Mezi béZzna antibiotika zaclenénd do obvazli pro dodéni piimo do rany patii

dialkylkarbamoylchlorid. Dalsi aktivni latkou je stiibro pouzivané ve vétsiné modernich
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obvazli. Moderni obvazy impregnované stiibrem, které jsou k dispozici pro 1écebnou

praxi, zahrnuji vlaknity hydrokoloid, poyuretanovou pénovou folii a silikonové gely.

Také jod ma vybornou schopnost snizit mikrobiologickou zatéz pti chronickych
ranach. Klinicky se pouziva bud’ jako povidon-jod (komplex polyvinylpyrrolidon-jod),
jodofor (slou¢enina jodu spojena s neiontovym povrchové aktivnim ¢inidlem), nebo jako
jodid karboxylové kyseliny (trojrozmérna $krobova mtizka obsahujici 0,9% jodu). Jod
ma dobré absorpéni vlastnosti. Jod se pomalu uvolituje a podle toho jak se tekutina
vstiebava, snizuje se bakteridlni zatéz a rana se postupné zbavuje i necistot. Tento zpisob

pusobeni usnadiuje dodani a udrzeni konstantni hladiny jodu v lozi rany. [15]

Dal$imi pouzivanymi aktivnimi latkami jsou gentamycin z kolagenovych hub,
ofloxacinu ze silikonovych gelovych listi a minocyklin z obvazii chitosanového filmu.
Nékteré nové antimikrobidlni obvazy na hojeni ran zahrnuji lyofilizované fibrinové disky

pro dodani tetracyklinu a systém na bazi kyseliny mlécné. [35]E36)

Dodévani antibiotik do mist lokélniho poranéni mtze byt vyhodnou moznosti pro
systémové podavani z nékolika divodd. Jednim z nich miize byt fakt, Zze antibiotické
davky pottebné k dosazeni dostatecné ucinnosti ¢asto vedou k toxickym reakcim, jako je

kumulativni toxicita aminoglykosidt v usich, ledvinach i v dal$ich organech. 371

Pouziti obvazl k dodani antibiotik do mist poranéni mize poskytnout tkanovou
kompatibilitu a nizky vyskyt bakterii. Lokalni dodavani z obvazii muze pickonat
problém neucinné systémové antibiotické terapie, kterd je vysledkem S$patného krevniho

ob&hu v kongetinach u viedd diabetické nohy. B!
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Obrazek 4 - Kryt ran s aktivnim stfibrem 139}

1.1.3.7 Kryty ran z polymernich latek

Nejmodernéjsi kryty ran jsou vyrobeny z polymert. VéEtSina z nich slouzi jako
nosice pro 1é€ivou latku, zabezpecuji dodani 1é¢iva do mista poranéni a také jeji postupné
uvoliiovani. Tato skupina krytii se prolina i s ostatnimi skupinami. Pro fizené dodavani
1é¢iva do ran se pouzivaji hydrogely, jako je polylaktid-ko-glykolid, polyvinylpyrrolidon,
polyvinylalkohol, polyhydroxyalkylmethakrylaty, polyuretanova péna, a obvazy na bazi
hydrokoloidi a alginatu.

Dalsi polymerni kryty vhodné pro dodévani 1é¢iva do ran zahrnuji nové formulace
pfipravené z polymernich biomateriali, jako je kyselina hyaluronova, kolagen a chitosan.
| syntetické polymery zde maji své zastoupeni a to pifedevsim kryty slouZzici jako botnavé

pro fizené dodani 1é¢iv. Mzeme zde zahrnout silikonové gelové listy, kyselinu mlé¢nou.

rrrrrr

Jak uz bylo vyse né€kolikrat zminéno, kryty ran mohou fungovat jako dodavaci
systém pro 1é¢ivé latky. Rizené uvoliovani 16¢ivé latky k danému cili obecné zahrnuje
prodlouzeni uc¢inku aktivniho léfiva v priibéhu casu tim, ze umoziiuje kontinudlni

uvoliiovani z polymerni davkové formy. 401
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Pouziti hydrofilnich polymert jako obvazl s fizenym uvolfiovanim mohou byt
vynikajicim prostfedkem pro dodavani 1€kt do mist poranéni konzistentnim a trvalym
zpisobem po dlouhou dobu lé&eni bez nutnosti Gasté vymény obvazil. “ Takovéto kryty

jsou snadno biologicky odbouratelné, a proto jsou snadno dostupné.

Uvoliovani 1éCiva z polymernich formulaci je fizeno jednim nebo vice

fyzikalnimi postupy, které zahrnuji nékolik procest:

e Hydrataci polymeru kapalinami.
e Botnani za vzniku gelu.
e Difuzi lé¢iva pres nabobtnaly gel.

e pfipadnou erozi polymerniho gelu. [421143]

Dochazi tedy k tomu, Ze pti kontaktu suchého polymerniho obvazu s vlhkym
povrchem rany pronika exsudat rany do polymerniho fetézce. To zplsobuje vysokou
miru hydratace a nasledné nabotnani krytu za vzniku gelu na povrchu rany. [44] Stejné
jako u vSech polymerta je proces botnani zptisoben solvataci polymernich fetézcl, coz
vede ke zvySeni vzdalenosti mezi jednotlivymi molekulami polymeru. Bylo prokazano,
ze ve vodném prostiedi polymer také podléhd relaxacnimu procesu, jehoz vysledkem je
pomala ptima eroze (neboli rozpousténi) hydratovaného polymeru. [45] [46] Bylo zjisténo,
7ze botnani 1 eroze pulsobilo souCasné na ranu, pii¢emz kazdy z procestu pfispivd k
celkovému uvoliiovacimu mechanismu. Obecné se vSak rychlost uvolfiovani 1éciva
stanovi rychlosti difuze disolu¢niho média (exsudatll) do polymerni matrice. Faktory,
jako je eroze polymerni matrice po difuzi vody a botnani v jinych davkovych formach

jsou hlavnim diivodem pro odchylky od druhé odmocniny ¢asové kinetiky. [47]

Byly proto navrzeny rizné modely pro vyzkum mechanismid s fizenym
uvolfiovanim 16¢iv, které kombinuji diftizi, nabotnani a erozi. “ Tyto modely jsou
zaloZeny na pronikdni vody do suché matrice a rozpousténi polymeru na zaklad¢ teorie

polymerti v roztoku. [491[50]
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1.2 Hojeni ran
Poranéni je definovano jako naruseni kontinuity epitelidlni vystelky kiize nebo
sliznice v dusledku fyzického nebo tepelného poSkozeni. Podle délky trvani a povahy

hojivého procesu je rana klasifikovana jako akutni ¢i chronicka.®!

1.2.1 Kilasifikace ran

Akutni rana je zranéni kaze, ke kterému dochazi nahle v dasledku nehody nebo
chirurgického zranéni. Léci se v piedvidatelném a predpoklddaném Casovém ramci,
obvykle v rozmezi 8-12 tydnti (v zavislosti na velikosti, hloubce a rozsahu poskozeni v
epidermis a dermis vrstvé pokoiky).[sz] Akutni rany byvaji nejcastéji mechanického typu,
zahrnuji pronikavé rdny zplsobené ostrymi predméty, vystiely ze zbran¢ a chirurgické
rany zpusobené chirurgickymi fezy naptiklad pti odstrafiovani nddort. Dalsi kategorie
akutnich ran zahrnuje popaleniny a chemickd zranéni, kterd vznikaji z riznych zdrojd,
jako jsou zéreni, elektfina, korozivni chemikalie a tepelné zdroje. Teplota zdroje a doba
expozice ovliviiuji stupen tepelného popélleni.[53] Popéleniny obvykle vyzaduji odbornou

péci kvili souvisejicimu traumatu.

Chronické rany jsou takové, které neprochazi normalnim stupném hojeni a
nemohou byt zahojeny fadnym a v€asnym zptusobem. Tyto rany se hoji déle nez 12 tydnd
a Casto se znovu Vraceji.[54] Rany se obvykle nezahoji pofadné a to v disledku rtiznych
faktorti v organismu, které prodluzuji délku jedné nebo vice hojivych fazi. Mezi tyto
faktory patii infekce, tkaiiova hypoxie, nekroza, exsudat a nadmeérné hladiny zanétlivych
cytokinﬁ.[55] Vysledkem je tedy naruSeni pfirozeného postupu procesu léceni. Mezi
Chronické rany také patii dekubitové viedy (prolezeniny nebo otlaky) a viedy nohou

(vendzni, ischemické nebo traumatické). [54]

Poslednim typem jsou tzv. komplexni rany (také nazyvané komplikované rany).
Jsou specialnim druhem a jsou nej€astéji definovany jako kombinace infekce a tkanového
defektu. Pricina defektu se vyviji v disledku traumatické nebo postinfekéni etiologie
nebo rozsahlé resekce tkan€ (operativni odstranéni organu, napi u nadorovych
onemocnéni). Kazda rana je kontaminovdna bez ohledu na pfi¢inu, velikost, umisténi.
na mistnim krevnim zasobeni a pfirozené rezistenci pacienta. Typicka charakteristika

infekce je pét ptiznaka, které byly dobfe zdokumentovany: zarudnuti, teplo, bolest, edém
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a ztrata nebo omezena funkce v postizené Casti. Frekvence infekci rany zavisi na typu
nebo chirurgické technice a umisténi rany. Dalsi kritéria zohlednéna pii klasifikaci ran
zahrnuji etiologii, stupeni kontaminace, morfologické charakteristiky a komunikaci s

dutymi nebo pevnymi organy. P’

Podle stupné kontaminace jsou rany rozdéleny do tii skupin takto:

. aseptické rany (operace kosti a kloubit)
o kontaminované rany (operace bficha a plic)
o septické rany (abscesy, operace stiev, atd.)

Rany mohou byt také oznacovany jako uzaviené, kde podkladova tkan byla
traumatizovana, ale kiize nebyla odd¢lena, nebo jako oteviena, kde byla vrstva klze

poskozena vystavenou podkladovou tkani. [58][59]

Zranéni i1 hojeni ran se odehrava ve vSech tkanich i organech téla. Mnoho z téchto
hojicich postupti je spolecnych pro vSechny tkané. Cely proces hojeni je kontinualni, ale
muzeme ho rozdélit do ne€kolika fazi, pro snazsi pochopeni fyziologickych procesii, které
probihaji v ran¢ a v jejim okoli. Léceni je komplexni proces zahrnujici koordinované
interakce mezi riznymi imunologickymi a biologickymi systémy. Zahrnuje kaskadu
peclivé a presné regulovanych krokt a udalosti, které musi nasledovat v jasné daném

postupu.®”

1.2.2 Faze procesu hojeni
Nejcastéji se cely proces 1é¢eni rozdéluje podle ¢asu do ¢tyf na sobé zavislych fazi:
a)  koagulace a hemostaza (faze zacinajici ihned po poranéni)

b)  zanétliva faze (také zacinajici bezprostiedné po poranéni)

c)  proliferace (za¢ina v prub&éhu dnid po poranéni, zahrnuje procesy hojeni)

d)  remodelacni faze (dochazi k dozrani a tvorbé jizev, muzZe trvat aZ rok) (!
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Obrazek 5 - Faze hojeni ran

Koagulace a hemostaza. Jak jiz bylo vySe zminéno, dochazi k nim ve chvili
poranéni. Hlavnim ukolem je zabranit krvaceni. Je to hlavni ochranny cévni systém,
respektive zpisob, jak ochranit cévy tak, aby nebyla porusena funkce Zivotné dulezitych
organd. 521 zakladem této faze je vytvoreni fibrinové sité, kterd zachytava okolim se
pohybujici erytrocyty, leukocyty a trombocyty z krevniho fecisté. Vytvoti se trombus.
Fibrinova sit’ vznikd polymerizaci fibrinu, ktery se vznikd z plazmatické bilkoviny
fibrinogenu, ktery je tvofen v jétrech.[63] Cytoplazma trombocytd obsahuje o-
granulocyty naplnéné ristovymi faktory a cytokiny. Tyto molekuly plsobi jako
promotory v kaskadé hojeni ran aktivaci a pfitahovanim neutrofil a pozdé¢ji makrofagi,
endotelovych bunck a fibroblastii. Krevni desticky také obsahuji vazoaktivni aminy
(jako je serotonin), které zapti¢inuji vasodilataci a zvySenou propustnost cév, coz vede

k vytvoreni edému, ktery je dilezity pro dalsi faze hojeni.[*”
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Zanétliva faze nasleduje po vytvoreni trombu. Hlavnim ukolem této faze je

vytvofit imunitni bariéru proti invazivnim mikroorganismtim. Je mozné ji rozdélit do

’ o . v o N1t L O ISP CEN a4 65
dvou samostatnych fazi a to jsou ¢asnd zanétliva fize a pozdni zanétliva faze. %!

Pti casné fazi zanétlivého procesu dochazi k aktivaci komplementované kaskady a
iniciaci molekularnich pochodi vedoucich k infiltraci mista poranéni. Neutrofily,
jejichz hlavni funkci je prevence infekce, zaCinaji byt pfitahovany do mista poranéni
béhem 24-36 hodin po poranéni a to rlznymi chemoatraktivnimi Ccinidly. Pfi
dostatecném mnozstvi neutrofilt dochdzi k Gtoku za ucelem zniceni a odstranéni
bakterii, Cizich latek a poSkozeni tkané. Tento proces je velmi dilezity pro nasledné
faze hojeni, protoze akutni rany, které nebyly fadné “ociStény* se dale hojit nebudou.®
Aktivita neutrofild se méni v pribéhu hojeni. Jakmile jsou patogenni bakterie
odstranény, hlavni ukol je splnén a neutrofily jsou z rany odstranény. Extruzi se
dostavaji neutrofily na povrch, kde se odstrani redundantni bunky apoptdézou a
naslednym odlupovémim.[GO][Ge] Soucasti pozd¢jsi faze je fagocytéza zapfic¢inéna
makrofagy. Nedostatek makrofagli v rané zptisobuje zavazné poruchy hojeni zpisobené
Spatnym odbourdvanim, zpozdénou proliferaci a zranim fibroblasti a také zpozdénou
angiogenezi, coz ma za nasledek nedostateCnou fibrézu a slabé zahojenou ranu.
Posledni buiiky, které vstupuji do mista rany v pozdni zanétlivé fazi, jsou lymfocyty
ptitahované 72 h po poranéni plisobenim interleukinu-1 (IL-1), slozek komplementu a
produkti rozkladu imunoglobulini G (IgG). IL-1 hraje dilezitou roli v regulaci
kolagenazy, kterd je pozd€ji potfebnd pro remodelaci kolagenu, produkci slozek

extracelularniho matrixu a jejich degradaci. [*4[%"]

Proliferacni faze nastava, kdyZ je dosazeno hemostazy, hojeni se posouva
smérem k opravé tkang. Proliferacni faze ptichdzi bezprostfedné po fazi zanétlivé, od
posSkozeni tkdné€ to je druhy az tfeti den a trva piiblizné dva tydny. Hlavnim znakem je
migrace fibroblastli a depozice nove syntetizované extraceluldrni matrice, kterd ptisobi
jako ndhrada za prozatimni sit’ sloZzenou z fibrinu a fibronektinu. Na makroskopické
urovni Ize tuto fdzi hojeni rdny povaZovat za hojnou tvorbu granula¢ni tkang.[°®]
Fibroblasty a myofibroblasty jsou v okolni tkani stimulovany k proliferaci béhem prvnich
3 dni. Poté migruji do rany a jsou pfitahovany faktory, které jsou uvoliovany
zangtlivymi bunikami a destickami. Jakmile jsou fibroblasty v rané, hojné€ proliferuji a
produkuji matricové proteiny hyaluronan, fibronektin, proteoglykany a prokolageny. [69]

Ke konci prvniho tydne od poranéni dochazi hromadéni matrixu, fibroblasty se méni na
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specidlni myofibroblasty a svazky aktini se piipojuji k fibronektinu a kolagenu. Diky
kontrakci ran dochéazi ke stahovani bunécného rozsifeni a nasledné jsou redundantni
fibroblasty zni¢eny apoptozou.l’” Velice daleZité, pro cely proces hojeni a piedeviim
prolifera¢ni a remodelac¢ni cast, jsou kolageny. Neporanéna dermis obsahuje 80%
kolagenu typu 1 a 20 % koagenu typu 3, poranéna dermis ma az 40% kolagenu typu 3.5

Syntéza kolagenu je dana fibroblasty.

Finalni fazi je Remodelacni faze. Ta je zodpovédna za vyvoj nového epitelu a
konecnou tvorbu jizvy. Syntéza extracelularni matrice v proliferacnich a remodela¢nich
fazich je zahdjena soucasné s vyvojem granula¢ni tkan¢. Tato faze mulize trvat 1 az 2 roky
nebo i déle. Remodelace akutni rany je ptisné kontrolovana regulaénimi mechanismy s
cilem udrzet kiehkou rovnovdhu mezi degradaci a syntézou, coz vede k normélnimu
hojeni. Spolu s maturaci intraceluldrni matrice se zvétSuje prumeér svazkii kolagenu a
degraduje se kyselina hyaluronovd a fibronektin. Kolagenova vldkna se postupné
dostanou na 80% plvodni pevnosti ve srovnani s neposSkozenou tkdni. Ziskana konecna
sila zavisi na lokalizaci opravy a jeji délce, ale pivodni sila tkdn¢ nemiize byt nikdy

ziskana [

Béhem celého hojeni dochdzi k nékolika dalS§im procesim, které se nedaji
jednoznaéné zahrnout do vySe zminénych fazi. Jednim z nich je vyluCovani exsudatu.
Exsudat je zanétliva extravaskularni tekutina, v podstaté jde o krev zbavenou Cervenych
krvinek a krevnich desti¢ek. Exsudat ma kli¢ovou roli ve vSech fazich hojeni, kontinualné
zavlazuje ranu a udrzuje ji vlhkou, poskytuje Ziviny a pfiznivé podminky pro migraci a
mitozu epitelidlnich bunék. Exsudat také dodavd do rany leukocyty, které pomahaji
kontrolovat bakterie a snizuji mozny vyskyt infekce na povrchu rény.m] U n¢kterych
chronickych ran miize dochdzet k nadmérné tvorbé exsudatu. PrebyteCny exsudat je

vysledkem edému zplisobeného zanétem.

1.2.3 Faktory ovliviiujici hojeni ran

Mezi tyto faktory mizeme zahrnout vihkost. Neékolikrat uz bylo vyse zminéno, ze
vlhka rana podporuje bunéné pohyby a urychluje hojici proces, zatimco sucha kize
brani pohybu epidermélnich bun€k a hojeni ran prodluzuje. Obvazy na rany by mély
poskytovat dostate¢né procento vlhkosti v misté poranéni, aby se podpofilo hojeni ran a

ptenesly piebytecné exsudaty z mista poranéni a tim se chranila rana pied infekei.l"
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pro bunécny metabolismus, poskytuje energii pro spravnou bunécénou funkci a syntézu
proteini. Bylo zjisténo, Ze na okrajich rany je vyssi obsah kysliku, z ¢ehoz bylo
vyvozeno, Ze rostouci tkané jsou zavislé na kysliku. Syntéza kolagenu, zakladni krok v
procesu opravy ran, ktery poskytuje matrici pro remodelaci tkdn€¢, ma mnoho
posttranslac¢nich kroku, které zavisi hlavné na pfitomnosti kysliku. Prolylhydroxylaza,
lysyl oxidasa a lysylhydroxyldza jsou primarnimi enzymy potiebnymi k pfemén¢ prolinu
na hydroxyprolin, ktery umoziuje, aby prokolagenové fetézce mély svou konfiguraci
Sroubovice. Jakmile jsou vytvoreny, jsou kolagenova vldkna uspofadana do linedrnich
fibril a podeptena zesiténim. VSechny tyto procesy v zasad€ zavisi na pfitomnosti O V
mikroprostiedi rany. Vliv kysliku na prevenci proti mikrobialni infekci v misté poranéni
béhem procesu opravy je klicovou otazkou pro ochranu proti mikrobiim. Mikrobialni
infekce ran podstatné zdrzuje proces hojeni a tim zptusobuje vazné Skodlivé nasledky, kdy

je tfeba ranu neustale Cistit. (731 74]

1.2.4 Faktory zhorSujici hojeni

Mezi takovéto faktory mize patfit nadmérné mnozstvi exsudatu, ktery muze
zpusobit mékéeni a to i zdravé tkané v okoli rany. I takovy pach a skvrny zplsobené
exsudatem mohou ptispét nepohodli a nepfijemnému stavu samotného pacienta.[75]

DalSim faktorem muze byt vnik ciziho télesa hluboko do rany. Takovéto téleso
muze zpusobit zanétlivé reakce, které samoziejme zdrzuji proces hojeni. Zanétlivé reakce
mohou zptisobovat granulomy nebo abscesy. Pfi nedostate¢ném opatieni muze dojit
k infekci rany a to nasledné vede k zanétim. Bylo prokazano, Ze pfitomnost patogennich
bakterii jako jsou Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus
pyrogenes a nékteré druhy Proteus, Clostridium a Coliform, zhorSuji cely proces

hoj eni.l"™

Debridement je nazev pro odstranéni nekrotické tkané nebo ciziho predmétu
Z rany. NedostateCné ocisténi by také mohlo vést k zanétlivé reakci a néslednym
zavaznym problémim. Pro debridement rany se pouziva nékolik metod, které zahrnuyji:
chirurgické odstranéni skalpelem a niizkami, hydroterapii nebo zavlaZzovani ran a
autolytické odstranéni rehydrataci nekrotické tkan¢, napiiklad pouzitim hydrogelovych

obvazl,, enzymatického odstranéni za pouziti kolagendz odvozenych od bakterii nebo
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piipravki, jako je streptokinaza "8 problémem mize byt 1 sekundarni debridement,

neboli nechtény, ke kterému dochézi pii strhnuti suchych naplasti nebo obvazt.

1.3 Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronova je linedrni nerozvétveny polysacharid, patiici do skupiny
glykosaminoglykanti. Ma chemickou strukturu linearniho polyelektrolytu slozenou
z pravideln¢ se opakujicich disacharidovych jednotek obsahujicich glukuronovou

kyselinu a N-acetyl-glukosamin. Tyto zakladni cukry jsou mezi sebou spojeny stfidavymi

glykosidickymi vazbami -1->4 a $-1->3.

HA je schopna interagovat se specifickymi bunéénymi receptory, které jej mohou
selektivné rozpoznavat a vazat. 77 Specifické molekuly a receptory, které interaguji s
HA, se ucastni pfenosu bunééného signdlu; Prikladem bunéénych slozek, které se vazou
na HA, jsou molekuly, jako je agrekan, versican a neurokan a receptory zahrnujici CD44,
RHAMM, TSG6, GHAP a LYVE-1. Mezi témito receptory se zda, ze CD44 a RHAMM

ziskaly vEtsi pozornost, protoze se zjistilo, Ze se podileji na rakovinovych metastazach.!™®!

D-glukuronova kyselina N-acetyl-glukosamin
COOH CH,OH
\[\o o s
HO n
OH NH

Obrazek 6 - Struktura kyseliny hyaluronové

131 Vyskyt

HA obvykle existuje ve vysoké molekulové hmotnosti, v synovidlni tekuting
obklopuje klouby, chrupavky a tkané oka a kize.'? V t&le se HA vyskytuje ve formé soli,
hyaluronatu a nachazi se ve vysokych koncentracich v n¢kolika mékkych pojivovych
tkanich, vcetné¢ klze, pupecni Silry, extracelularni tekutiny a sklivce. Vyznamna
mnoZzstvi HA jsou také nalezena v plicich, ledvin, mozku a svalovych tkani.[™®! Kyselina

hyaluronova muze byt ziskana ze Sirokého spektra tkani a zvitat a jeji struktura, pokud je
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purifikovana, je identicka v celém druhu. HA byla izolovéna z rGznorodych prostiedi,

z ¢ervu druhu Ascaris, z krys, kralikt, a samoziejmé i ze Eloveka, B [B1I [62]

1.3.2 Fyzikalné-chemické a strukturni vlastnosti

HA vytvaii neskupujici polymery, které, kdyz jsou extrahovany, typicky vazi

nékolik miliont daltont [

a mohou se sklddat z vice nez 30 000 opakujicich se
jednotek, jako takové jsou jednou z vétSich slozek extracelularni matrice. Pocet
opakovanych disacharidii v dokoncené molekule hyaluronanu mutze dosahnout 10 000
nebo vice, molekulova hmotnost ~ 4 miliony daltonii (kazdy disacharid je ~ 400 daltonit).
Primérna délka disacharidu je ~ 1 nm. Molekula hyaluronanu s 10 000 opakovanimi by
tedy mohla byt rozsitena o 10 um, pokud by se narovnala od zacatku ke konci, pticemz

délka by se ptiblizné rovnala priméru lidského erytrocytu.[84]

Primarni a sekundarni hydroxylové skupiny jsou mirné kyselé a mohou byt
ionizovany alkalickou ionizaci, naptiklad hydroxidem sodnym. Karboxylové skupina je
ze skupiny stiednich kyselin, neutralizované alkaliemi na alkalické kyseliny nebo soli,
vznikaji pak hyaluronaty naptiklad hyaluronat sodny. Smés soli a volné kyseliny se

oznacuje jako hyaluronan.

Molekula kyseliny hyaluronové je snadno rozpustna ve vodé za vzniku visk6zni
kapaliny nebo gelu, ktery se chova jako lubrikant. Viskozita souvisi s délkou fetézci;
delsi fetézce jsou vice zapleteny a maji tak zvySenou viskozitu.®®®! Soucasn& molekula s
velkym fetézcem vykazuje hygroskopické vlastnosti a adsorbuje vodu z bezprostiedniho
prostiedi, tvotici gel pfi nizkych koncentracich a materialim tak dodava homeostatické

vlastnosti. [

Ve fyziologickém roztoku je zdklad molekuly hyaluronatu vyztuzen kombinaci
chemické struktury disacharidu, vnitinich vodikovych vazeb a interakci s rozpoustédlem.
Axialni vodikové atomy tvofi nepolarni, relativné hydrofobni plochu, zatimco rovnikové
postranni fetézce tvoifi vice polarni hydrofilni plochu, ¢imZz se vytvaii struktura
zkrouceného pasu. Terciarni struktura je stabilizovana pfitomnosti intermolekularnich
vodikovych vazeb. Hydrofobni a vodikové vazebné interakce v kombinaci s protikladem
elektrostatického odpuzovani umoznuji agregaci velkého poctu molekul, coz vede k

tvorbé molekularnich siti (matric) HA. [87]
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Obrazek 7 - Struktura HA se znazornénymi vodikovymi vazbami'®”!

Roztoky hyaluronatu vykazuji velmi neobvyklé reologické vlastnosti,
mimofadnou mazivost a jsou velmi hydrofilni. V roztoku ma polymerni fetézec formu
expandované, ndhodné civky. Tyto fetézy se navzajem zaplétaji jiz pfi velmi nizkych
koncentracich, coz mize pfispét k neobvyklym reologickym vlastnostem. Pii vysSich
koncentracich maji roztoky extrémné vysokou, ale smykové zavislou viskozitu. Nazorny
priklad 1% roztok pfipomina formou zelé, ale kdyz je pod tlakem, pohybuje se snadno a
muze byt podavan pomoci jehly s velice izkym otvorem. Z téchto diivodu mizeme HA
nazvat ,,pseudo-plastickym® materialem. Existuji dikazy o tom, Ze hyaluronat oddéluje
vétsinu povrcht tkang, které se posouvaji podél sebe. Mimotfadné kluzké vlastnosti
hyaluronatu ukazaly, Ze snizuji pooperacni tvorbu adheze po abdominalni a ortopedické
operaci. Jak bylo zminéno, polymer v roztoku zaujiméd ztuzenou Sroubovicovou
konfiguraci, kterou lze pfi¢ist vodikové vazbé mezi hydroxylovymi skupinami v fetézci.
Vysledkem je vytvofeni struktury jednodussi Sroubovice, kterd zachycuje pfiblizné

1000 krat v&tsi hmotnost ve vodg. B4

Hydroxylové skupiny v fetézci hyaluronatu, pfesnéji v opakujicich se jednotkach
D-glukuronové kyseliny, maji redukéni vlastnost.[®® Kyselina hyaluronova se tedy chova

jako redukujici sacharid.

Hyaluronan je za fyziologickych podminek zcela ionizovan. Také slouzi jako
lapa¢ volnych radikalt a jako antioxidant. Tyto funkce hyalurondtu mohou byt zvlasté

potiebné ve fyziologii klize, jako ochrana proti slune€nimu zéfeni. (891
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1.3.3 Vyroba

Kyselina hyaluronova se v primyslovém méfitku vyrabi predevSim za pomoci
bakterii. Mohou ji produkovat geneticky upravené kmeny naptiklad Escherichia coli
nebo i jiné. Ve firme Contipro a.s je vyroba biotechnologickym zptisobem, HA se ziskava

fermentaci z bun&enych stén bakterii druhu Streptococcus zooepidemicus. P% Y

1.3.4 Farmakokinetika

Normalni systémova kinetika HA je dobfe zavedena u nckolika druhti vcetné
cloveéka. Odstranéni HA z organismu je velmi G¢inné, s polocasem 2—6 minut a celkovy
normalni obrat 10-100 mg/den u dosp€lého clovéka. Hlavni pfijem z krve probiha v
endotelovych buiikach jater. Dikazy o roli ledvin v eliminaci HA se vSak akumuluji.
Nedavno publikovana data naznacuji, ze elimina¢ni kinetika HA ze systémové cirkulace
muze byt ovlivnéna fadou faktorli, saturaci eliminace zplisobené zvySenym lymfatickym
vstupem HA do ob¢hu, zménou pritoku krve pres vylucovaci orgadn a konkurence s
jinymi makromolekuldrnimi latkami, jako je chondroitin sulfdt nebo proteoglykany.
Mnoho z téchto faktorii mize byt funkénich béhem riznych chorobnych stavi, a proto
muze ¢astecné vysvétlit pozorované rozdily mezi normdlni a patologickou kinetikou HA.
Normadlni a patologicky obrat hyaluronanu z obéhu byl stanoven u mnoha raznych druht,

N X1 i oo o [92
véetné Clovéka mnoha riznymi autory pouzivajicimi rizné technlky.[9 ]

1.3.5 Degradace a eliminace

U savcu je degradace HA zpusobena tiemi typy enzymi: hyaluroniddzy (neboli
hyazy), p-d-glukuronidazy a p-N-acetylhexosaminidazy. V celém téle se tyto enzymy
nachazeji v rlznych formach, intracelularné piedevSim. Obecné hyazy S§tépi
vysokomolekularni kyslinu hyaluronovou na mensi oligosacharidy, zatimco dal$i enzymy
B-d-glukuroniddza a [B-N-acetylhexosaminidaza dale degraduji oligosacharidové
fragmenty odstranénim neredukujicich termindlnich cukrii. Produkty degradace
hyaluronanu, oligosacharidi a hyaluronanu s velmi nizkou molekulovou hmotnosti

vykazuji proangiogenni vlastnosti. 77

Ptimym méfenim HA z moci 1ze vypocitat, Ze pfiblizn€ 1% normalniho denniho
obratu HA ze systémové cirkulace u clovéka se filtruje ledvinami. Podobné vysledky

[93]

byly ziskany ve studiich na &lovéku ** a ve studii na kralicich.®¥ Extrakéni pomér a

totalni clearance nad ledvinami u prasat je uvadén jako 14% a 41 ml/min., s pouZitim
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metody méfeni piimo nad organem. V této studii bylo také zjiSténo, Ze renalni clearance

byla ptiblizné trojndsobkem clearance mo&i.[*!

Pouzitim metody meéteni rozdilu endogenni koncentrace v ur¢itém organii, byl
stanoven hepatosplanchnicky extrakéni pomér a clearance hyaluronanu u ¢loveka 33% a
250 ml/min. Pomér jaterni extrakce a clearance byly také stanoveny u prasat métenim

pifmo nad organem a bylo zji§téno, Ze jsou 23% a 150 ml/min.!*

Pti zjistovani vyluCovani zlomoci GIT bylo zjisténo, ze celkové mnoZstvi
vylucované do Zlue béhem 24 hodin je velmi nizké, 0,7% podané davky. Podobné,
celkové mnozstvi vylu¢ovani do stolice, do 100 hodin po podéni, bylo také velmi malé,

piiblizné 0,5% podané davky.[*!

1.3.6 Moznosti modifikace HA

Pfipravou novych materiald na bazi HA byly dosazeny fadou chemickych
modifikaci, které poskytuji materialy s rozdilnymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi. Ty
se mohou vyznamn¢ liSit od nativniho polymeru, ale vétSina derivatl si zachovéava
biokompatibilitu a biologickou odbouratelnost nativni HA. NejbéZznéjsi modifikace
hyaluronanu je zesiténi za vzniku hydrogelového materialu, které bylo provedeno za
kyselych, neutralnich a alkalickych podminek. Bylo také navrzeno nékolik metod pro
funkcionalizaci hyaluronanu s postrannimi skupinami, které umoziuji pfipojeni
reportérovych skupin k produkci novych 1€ka pro cilené a fizené uvoliiovani. Rovnéz
byla provedena piiprava kompozitnich materiall, pfi¢emZ hyaluronan je naroubovan na
pfirodni a syntetické polymery, ¢imZ se ziskaji zlepSené biomechanické a fyziologické

vlastnosti.

Chemickéd struktura hyaluronanu ma dvé nejcastéji pouZivand mista pro
kovalentni modifikaci: karboxylové kyseliny a hydroxylové funkéni skupiny. Reakce
mohou byt provadény za pouziti heterogenni nebo homogenni. Heterogenni reakce se
provadéji na predem vytvofenych HA nosnych zakladech, kde rychlost difuze mtze byt
pfinejmensim stejn¢ duleZitd jako chemicka kinetika, zatimco u homogenni metody se
provadéji za pouziti HA roztokd. Heterogenni zplisob ma tu vyhodu, Ze umoZiluje
tvarovani produktu pted zesiténim, zatimco druhy zpusob poskytuje vyhodu lepsi

kontroly chemického hlediska s vétsi homogenitou produktu.[%]
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1.3.6.1 Esterifikace

Piikladem muZe byt materidl HYAFF®. Tento material vychazi z esterifikace
kyseliny hyaluronové, byl ptfipraven alkylaci amonné soli hyaluronanu alkylhalogenidem
v roztoku dimethylformamidu (DMF). Pti vysSich procentech esterifikace se vysledné
materidly HYAFF® staly nerozpustné ve vodé. Tyto estery hyaluronanu mohou byt
extrudovany za vzniku membran a vlaken, lyofilizovany pro ziskdni medicinské houby
nebo zpracovany rozprasovacim susenim, extrakci a odpafenim za vzniku mikrokulicek.

Polymery vykazuji dobrou mechanickou pevnost, kdyz jsou suché, ale
hydratované materidly jsou méné robustni. Stupenn esterifikace ovliviiuje velikost
hydrofobnich naplasti, které produkuji sit’ polymernich fetézcl, kterd je pevnéjsi a

stabilngj$i a méné nachylnd k enzymatické degradaci.

Tyto materidly byly pouzity jako sit¢ a houby pro rast kultivovanych lidskych
fibroblastl a pro kultivaci chondrocytl a mezenchymalnich bunék odvozenych z kostni

dfen¢ pro opravu defektt chrupavky a kosti. [571[5%]

1.3.6.2 Crosslinky s HA

Autocrroslinkovy polymer (ACPTM, Fidia) je intern¢ esterifikovany derivat
hyaluronanu s inter- a intramolekularnimi vazbami mezi hydroxylovymi a karboxylovymi
skupinami hyaluronanu. ACPTM miiZe byt lyofilizovan na bily prasek nebo hydratovan
na transparentni gel.[gg] Tento biomaterial byl pouzit jako bariéra pro redukci

pooperacnich adhezi a jako zéklad pro opravu ristu bun¢k tkanovych defektt.

Dalsi formy autocrosslinkovaného HA ptedstavuji syntézu derivatu HA-benzoyl
cysteinu, ktery se mize ve fyziologickém pufru samocinné sestavovat - interakci a po
oxidaci za vzniku chemického hydrogelu pomoci S-S mistki, 1% Tyto gely maji tu

vyhodu, Ze jsou injikovatelné a in situ zesit'ovatelné bez pouziti toxickych zesitovadel.

V roce 2012 byl uveden kompozit HA-Agarose, ktery byl vytvofen za pouZziti
epichlorhydrinu jako sitovaciho ¢inidla. Epoxidova skupina reaguje s funkéni skupinou
karboxylovou i hydroxylovou za vytvofeni esterové a etherové vazby. Materialy byly
nasledné zesitény za pouziti suSeni pro vyrobu nosnych zakladu, které nabizi vyhodu

kontrolovanych rychlosti degradace. [101]
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1.3.6.3 DalSi pouzité reakéni mechanismy

Neméné zajimava je oxidace HA pomoci jodistanu za vzniku dialdehyd
hyaluronové kyseliny (HDA), ta je nasledné¢ navazana na chitosan pomoci Schiffovych
bazi, které vytvoii vazby mezi aminoskupinami v chitosanovych a aldehydovych
skupinach v HDA."% Tyto moznosti nabizeji vyhodu tvorby gelu a skeletu bez pouziti
zesitovacich  Cinidel. Oxidovand HA byla také uspéSné naockovana na

hydroxyethylmethakrylat (HEMA) pro aplikaci pii regeneraci plicnich tkani. [103]

1.3.7 Role HA pfi hojeni ran

Rada biologickych procesii zprosttedkovanych hyaluronanem je dilezitd pfi
procesu hojeni ran. Po poranéni nasleduje hojeni v sérii ptisné regulovanych, sekvenénich
udalosti. Jedna se o hemostazu, zanétlivou fazi, prolifera¢ni fazi a remodelaci, jak bylo
vyse popsano v kapitole 1.2.2. Hyaluronan ma mnohostrannou ulohu pfi zprostfedkovani

téchto bunéénych a matricovych procest.

Primarni funkci hyaluronanu v epidermis je udrzovani extracelularniho prostoru a

poskytnuti oteviené, hydratované struktury pro priichod zivin. [104]

V zanétlivé fazi se generuje mnoho faktort potfebnych pro nasledné kroky hojeni
ran. Ty zahrnuji ristové faktory, cytokiny, eikosanoidy atd., ty dale napomahaji migraci
zanétlivych bungk, fibroblasti a endotelovych bunék do mista poranéni. Tkan v okoli
rany v Casné zanétlivé fazi je bohatd na hyaluronan, pravdépodobné diky zvySené
syntéze.[los] Hyaluronan miiZe pisobit jako promotor ¢asného zanétu, ktery je dalezity v
procesu hojeni ran. Dochazi ke zvyseni prozanétlivych cytosini TNF-a, IL-1f a IL-8 a to
prostfednictvim CD44 mechanismu. Dale hyaluronat usnadiiuje primarni adhezi cytosin
aktivovanych lymfocyti na endotel. Je zajimavé, Ze tento jev je omezen na
mikrovaskularni endotelidlni buiniky. Velké endotelové bunky cévy tento jev

nevykazuji.[loe]

V prolifera¢ni fazi je matrice tkan¢ velmi bohata na hyaluronan a mtize pfispivat
k riznym bunécnym funkcim, které jsou nezbytné pro obnovu tkéné. Ty zahrnuji
usnadnéni bunééné migrace do provizorni matrice rany, bunéénou proliferaci a organizaci

matrice granularni tkané. 1071
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V remodelacni fazi je nutné dostatecné mnozstvi kyseliny hyaluronové v rang,

bylo totiz dokézano, ze mize snizovat ukladani kolagenu a tim snizovat zjizveni.[los]

1.3.8 Zvlakiovani kyseliny hyaluronové

Vzhledem k tomu, Ze se kyselina hyaluronova stavala velice oblibenou v mnoha
I¢kaiskych, biomedicinskych a dokonce i kosmetickych pfipravcich, zacaly se zkoumat

zpisoby a moznosti jejiho zvldknéni.
1.3.8.1 Mokré a mokro-suché zvlakinovani

Polysacharidy lze pouzit pro ptipravu vlaken, za pomoci mokrého zvldknovani,
muze byt uspésSné pouzito tam, kde je polysacharidovy roztok ve vhodném rozpoustédle
extrudovan pies rizné typy trysek piimo do kapaliny ve které se latka nerozpousti, kde se

tvoti vlakno nebo tenky film. [109

Pfi tomto procesu jsou polymerni fetézce rozpustény ve vhodném rozpoustédle za
vzniku viskozni tekutiny. Typické koncentrace roztoku se mohou pohybovat v rozmezi
od 1% do 25% v zavislosti na délce polymernich fetézci. Na zvldknéni touto metodou
existuji tfi doposud zndmé varianty. Ve vSech variantach se polymerni roztok cerpa pies
zvlaknovaci trysku a vldkna se vytvateji bud’ odpafovanim, nebo srazenim. Rozpoustédlo
musi byt dostatecné tékavé, aby se rychle odpafilo a zanechalo za sebou postupné
tuhnouci vlakno pouze s malym mnozstvim zbytkového rozpoustédla. Zvldknovaci tryska
je ponofena nebo zavéSena tésné nad zvlakiovaci lazni a rozpoustédlo se vysrazi z
filamentu za pouziti nesolventniho systému koagulantoru. Vldkna pak ztvrdnou a

LAl o o RV " PR i1
podstoupi nékolik krokidl promyvani a suSeni pfed koneCnym navinutim. [110]

37



Suché ¢ Zvldknéni se
zvldknéni | vzduchovou
: bublinou

Koagulacni
zvldknéni

cerpadlo
j filtr
zvlaknovani

H ' o
chlazeni vzduchem ! :

o : vzduchovd  goagulaéni - druha koagulacni lazen

l'ém_,em ;bublina L lazei / ' e 9o/ \e___o

O @ : navient| GLITINTEHANE ~ \ /
: @lo ' 1HHHHTHIT®
suseni

Zvldknujici lazen

Q <)
Z Cistici lazen

sen

Obrazek 8 - Variace mokrého zvlakiovani™”!

Mokro-sucha varianta se pouziva u nékterych typt polyamidt nebo regenerované
celuldzy. V zaklad¢ je proces obohacen o vzduchovou bublinu, kterou musi roztok projit

poté, co vyjde z trysky.

1.3.8.2 Elektrospinning

Proces elektrostatického zvldknovani byl poprvé prokdzan a patentovan
spole¢nosti Formhals.™% Doposud bylo publikovéano vice nez 60 patentli zaloZenych na
procesech elektrospinningu a vice nez 200 ¢lankd tykajicich se technologie
elektrospinovani za poslednich 10 let. Celkové byla vétSina elektromotorického vyzkumu
zaméfena na vyvoj nanovldkennych membran jako novych materiald pro aplikace. [112]

Elektrospinning je jednou z nejjednodu$sich a nejicinngjSich metod vyroby
vldken v mikroskopickém méfitku az nanoméfitku. Polymerni roztok, pokud je
elektrostaticky nabity, mlze produkovat netkand polymerni vlakna v pozadovanych
rozmeérech velikosti fizenim fyzikalnich vlastnosti roztoku polymeru a parametrii procesu
zvlakiiovani.**¥! Vzhledem k vysokému poméru povrchu k objemu nebo hmotnostnimu
poméru ziskanych vlaken byly tyto vlaknité materidly aplikovany v biomedicinskych
aplikacich, jako je hojeni ran, tkanové inzenyrstvi a dodavani 1é¢iv. Mnoho syntetickych

a pfirodnich biopolymert bylo nyni elektrospinovano do velmi jemnych vlaken. 114

Zatizeni pro elektrospinové zvlaknovani zahrnuje né€kolik komponent. V injekéni

stiikacce se nachazi roztok HA, ta je napojena na automatické Cerpadlo, které roztok
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vhani do vystupniho otvoru elektrody. Ta slouzi jako zvldknovaci tryska, diky priméru
trysky miizeme ovlivnit velikost vytvofenych vlaken (mikrovldkna nebo nanovlakna).
Rychlost podavani roztoku se miize pohybovat v rozmezi od 5 do 10 pl/min. Dalsi

komponentou je vysokonapétové napdjeni, které bylo pouzito pro napajeni napéti v

rozsahu 0-40 kV. Sbérna deska se piekryje hlinikovou folii, ktera byla uzemnéna, aby se
A [115][116]

shromézdily elektrozvlaknéné membrany H

Elektrospinove vlakno

Injelecni strikacka s
roztolzem a pumpon

Vysolonapétovy zdroj

. g!‘ xom;m _— 3
N e ": =l ' : Q/
e - .

Obrazek 9 - Sestava pro electrospinning[m]

Dal8imi kroky bylo napiiklad vylepSeni zakladniho roztoku kyseliny hyaluronoveé,

byl pouzit naptiklad hydroxid amonny. [118]

Kvuli $patné manipulaci s vysoko-viskozni kapalinou a velkym povrchovym
napétim, kterym HA roztok disponuje, byl proces elektrospinningu vylepsSen tzv.

foukanim (blowing) a byl vytvoren proces elektro-blowing.*?
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Obrazek 10 - Sestava pro electro-blowing[m]

Jak muiZzeme vidét na obrazku ¢. 10, elektro-spinning sestava byla doplnéna o
ptistroj pro foukani vzduchu, takze modifikované zatizeni mélo dvé soucasné pusobici
sily (elektricka sila a vzduchovd smykova sila) pro vyrobu nanovldken z polymerni
tekutiny. Vzduchovy systém se sklada ze dvou komponent - ohiivace a dmychadla.
Vzduch generovany ventilatorem byl zahifivan prichodem topnymi ¢lanky. Rozpoustédlo
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se rychleji odstrani a vznika navic vétsi ptidavna tazna sila pro tvorbu vlakna. [112]

1.3.9 Rozdéleni vlaken

Jednoduché déleni by bylo v zavislosti na pivodu a tim by podskupiny byly pouze
dvé (pfirodni a uméle vytvofené vlakno). Jiné¢ dé€leni, kterému bude vénovana tato

kapitola, je déleni podle délky a tloust'ce fetézce.

1.3.9.1 Staplova vlikna

Termin staplova vlakna oznacuje vladkna, kterd jsou fezana na pozadovanou délku.
Uméla staplovd vlakna mohou byt fezana na délku vhodnou pro zpracovani na
bavinéném, vinéném nebo Cesaném spradacim zafizeni. Takovato vldkna mohou byt
upravena pro finalni produkt na jednotnou délku, variabilni nebo ndhodnou délku. V1akno
muze byt tvofeno protahovacimi spojitymi vlakny, coz ma za nésledek staplova vlakna s
deformovanymi ¢astmi, které plsobi jako zahyby. Mohou byt fezdna z kontinudlnich
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rovnych vldken pomoci rotacniho fezdku nebo fezacky typu gilotiny, coz vede k pfimym
staplovym vlaknim. DalSim typem vlaken mohou byt takova, ktera jsou vyrobena
laménim kordu nebo svazku nekonecnych kontinudlnich vldken b&hem operace
roztahovani, majici jednu nebo vice zlomovych zon, které jsou v predepsané vzdalenosti,
¢imz se vytvofi nahodna proménlivd hmotnost vlaken, kterd mé primérmou délku fezu
fizenou zlomové zony. Samoziejmé pozadavky na stabilni vyrobu vldken se liSi podle

v o r Lo 119
pozadavki na vlaknové piize. )

1.3.9.2 Kontinualni vlakna

Termin kontinualni vlakno oznacuje takové vlakno, které je pruzné a ma relativné
maly primér s délkou delsi, nez je délka staplovych vlaken. Tyto vldkna mohou byt
pfevedena na multifilamentni nité. Kontinualni filamenty mohou byt pfipraveny rtiznymi

. NI o o 120
zpiisoby, mimo jiné 1 vySe zminénym elektrospinningem. [120]

Zatizeni pro vyrobu takového kontinudlniho vlakna bylo popsano v kapitole
1.3.7.2. Polymer se roztavi v extrudéru a tavenina se piivadi Cerpadly do sptfadaciho
zafizeni. Spradani filamentl se provadi spfddacim zafizenim schopnym produkovat
vlakno rychlosti alespoil 0,5 a az 15 gramt na otvor za minutu. Zatizeni obsahuje smérem
dolli smétujici trysky nebo zvldknovaci trysky, které vytlauji roztaveny polymer za
vzniku pozadovanych vldken. Zvlaknovaci trysky jsou vhodné uspofadany v fadé
vicenasobnych fad rovnobé&znych se skupinou vzduchovych pistoli, které probihaji naptic
ptes podélny smér pohybu polohového povrchu. Volitelné kazdd zvldknovaci tryska
produkuje alesponi dostate¢ny pocet vldken pro pfivadéni jedné vzduchové pistole;
alespont 15 a vyhodné 50 az 150 filamentl. Otvory zvldknovacich trysek mohou mit
praméry od 0,1 do 1,5 mm, vyhodné¢ od 0,3 do 1,2 mm, aby se vytvorily typické velikosti
vlaken. Rychlost roztaveného polymeru se obvykle pohybuje v rozmezi od 0,5 do 1,5
grami za minutu na otvor. Teploty odstfed’ovani se obvykle pohybuji v rozmezi od 250
do 350 ° C a samoziejmé jsou dany specifickym polymernim vlaknem, které je
vytlaCovano. Extrudovand vldkna jsou chlazena chladicim vzduchem. Kontinualni
vyztuzné vlakno je pfedem navlhéeno prvni termoplastickou pryskyfici a zavedeno do
formy, kde je v kontaktu s druhou termoplastickou pryskyfici extrudovanou z extrudéru v
roztaveném stavu. Teplota matrice je peclivé kontrolovana tak, aby pfedem navlhéené
vlakno a prvni pryskyfice nevytvrdly nebo neztuhly, dokud nejsou kontaktovany a

smichany s druhou termoplastovou pryskyfici. Teplota smési se potom fidi tak, aby se
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vytvoiil v podstaté¢ ztuhly profil predem tvarovany. Kryci vrstva obsahujici treti

termoplastickou pryskyfici se potom koextruduje na vnéjsi povrch predbézného tvaru, 19

1.3.9.3 Mikro a nanovlakna

Mikrovlékna jsou charakteristicka svou jemnosti pod 1dtex, neboli 1000 m vladkna
ma hmotnost pod 0,1 gram. Oproti tomu jsou nanovldkna charakterizovana pirmérem
vldkna v jednotkdch az stovkdch nanometri. Zde nemé cenu stanovovat jemnost
v decitexech vzhledem k velikosti vlaken. Mikrovlakna a nanovldkna, lze pfipravit
riznymi metodami, ale nepropracovangjsi z nich je electrospinning (tento proces byl

popsan v kapitole 1.3.7.2.[*?1

Rozdil mezi mikrovldknem a nanovlaknem mizeme vidét na obrazku 11.
Nanovldkno je oproti mikrovldknu o hodné tenci. Na obrazku 12 je pro ukazku

porovnano nanovlakno s lidskym vlasem.
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1.3.10 Vytvoreno na Fakulté chemicko-technologické, Univerzita Pardubice

Nase fakulta se uz diive zabyvala vyvojem vlidken a to nejen z kyseliny
hyaluronové. Tato kapitola je vénovana patentim, které byly vytvofeny na Fakulté
chemicko-technologické na Univerzité v Pardubicich, za plnohodnotné spoluprace

s firmou Contipro a.s. Dolni Dobrou¢.

V roce 2012 byla zvefejnéna piihlaska k zahrani¢ni primyslové ochrané s ¢islem
WO 2012/089179, ktera si narokovala pfedevsim piipravu vlaken z kyseliny hyaluronové

nebo jejich kovové slouceniny. Piiprava téchto vlaken se déje za pomoci mokrého srazeni
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v koagula¢ni lazni, ve které je alkohol s kyselinou. Nasledné se vlakna omyji a vysusi.
Ionty kovu, které zahrnuje patent, jsou Li", Na" K", Ca2+, Mgz+, Cr3+, Mn2+, Fez+, Feg+,
Co?*, Co*, Cu?*, Zn**. Tyto ionty se pfidaji do spfadaciho roztoku ve formé& hydroxidu,

uhli¢itanu nebo hydrogenuhli¢itanu, nechaji se rozpustit a poté se zvlakni.

Nazev: Hyaluronic fibers, process of their preparation and use.
Inventofi: Burgert, Ladislav; Hrdina, Radim; Masek, David; Velebny, Vladimir.

Patenty ziskané na zakladé této prihlasky: CZ302994B6
KR1020140006851A
US20130309494A1
ARO084642A1
EP02659035A1
EP02659035B1

ES2527546T3

JP2014502678A

DK2659035 T3

O rok pozdgji to byla piihlaska WO 2013/167098, ktera se zabyvala zptisobem
pfipravy polysacharidovych staplovych vlaken s naslednym pouZitim pro kryti ran.
Vzhledem Kk tomu, Ze se polysacharidy netavi, nemohlo byt vyuzito metody ,,spunbond®.
Proto se pouziva metoda tzv. mokrého zvlakinovani. Roztok polysacharidu ve vhodném
rozpoustédle je protlacovan riznymi typy trysek do lazné€, ve které je nerozpoustédlo a
dochazitedy ke srazeni a formovani vlakna. Tento dokument zahrnuje vyrobu vlaken
z polysacharidt: chitin, chitosan, schizophylan, xanthan, algindt, oxyceluloza,
karboxymethylceluloza, samoziejmé také jejich soli a rizné smési. Do dokumentu je
zahrnuta 1 moznost metalizace vlaken, ke které dochéazi v koagulacni lazni, zraci 1azni
nebo kratici 1azni. Vzhledem k tomu, Ze charakteristicka vlastnost staplovych vldken je
zkracenost na urcitou/neurcitou/nahodnou délku, dochazi k fezani vlaken bud’ ve zraci
lazni, nebo se presouvaji do nové ,kratici* ldzné. Nasledné se vldkna promyji alkoholem

a ususi. Druha cast tohoto dokumentu se tyka vyuziti staplovych vldken na kryty ran.
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Vlakna se pfipravi postupem z prvni ¢asti a poté se vlakna odfiltruji, filtraéni kola¢ se
muze dale zpracovat na pozadovanou formu (slisovdnim nebo vloZzenim tfeba na
polyamidovou tkaninu). Poté se promyje alkoholem a vysusi. Takovéto kryty ran jsou
poté ve vyhodné formé jako netkané textilie, mohou byt naneseny na vaté, papirovém

materidlu nebo jiné podlozce.

/Nézev: Method of preparation of polysaccharide fibers, wound covers that contain t®
method of manufacturing of wound covers, and apparatus for preparation of
polysaccharide fibers.

Inventofi: Burgert, Ladislav; Hrdina, Radim; Velebny, Vladimir; Abdel-Lattif, Abdel

Mohsen; Sulakova, Romana; Sobotka, Lubos; Betak, Jiri; Smirnou, Dzianis

Patenty ziskané na zakladé této prihlasky: CZ 304651 B6 20140820

KR 2015013281 A

\ US 20150119783 Al /

Krom patentli miiZzeme nalézt i uzitny vzor CZ 25712, ktery byl zvetejnén Vv roce

2013. Podstatou toho dokumentu byla ochrana nového procesu vyroby staplovych
mikrovlaken obsahujici sulfadiazin stFibra a samoziejm& mozné pouziti pro kryty ran.
Vldkna se pfipravi mokrym zvlaknovanim, jak uz bylo nékolikrat vySe probrano.
Sulfadiazin stfibra se ptfiddvda do roztoku rozpusténého polysacharidu (ve vSech
ukdzkovych piikladech byla pouzita kyselina hyaluronovd), mnoZstvi sulfadiazinu
sttibrného bylo 2% nebo 4% (vzhledem k hmotnosti pouzit¢ HA). Po usuSeni bylo
pomoci metody optické emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmaten stanoveno

mnozstvi stfibra.

Nazev: Staplova mikrovidkna, kryty ran a bandaze.

Inventori: Burgert Ladislav, Hrdina Radim

Ziskany uzitny vzor: CZ 2013-25712
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1.3.11 Contipro a.s

Ceska spole¢nost zaéinala v roce 1990 pod nazvem ,,Connective tissue products*
(z ¢ehoz pozdéji vysel nazev Contipro), tehdy se spole¢nost vénovala vyrobé produktt
pojivovych tkani na obycejnych kuchynskych robotech. V roce 1998 doslo k prelomu a
zacal se produkovat hyaluronan, ktery byl v prvni fazi vyuzivan pouze pro veterinarni
gely. Vznikl velice Gsp&§ny produkt Bonharen® a naslednd cela dalii fada veterinarnich
produktu. V roce 2004 se oteviel trh humanitni mediciny, prvni produkt, ktery na tento
trh zavital, byl Hyiodine®. Od té doby se spole¢nost Contipro zadala zabyvat i dal§imi
vyvoji a vyzkumy, a diky tomu mizeme dnes nalézt okolo 60 aktivnich patentli této
spole¢nosti a mnoho dalsich védeckych praci. A to nejsou jen patenty z oblasti kyseliny

hyaluronové, ale také polysacharidli nebo technologickych postupii pro vyrobu.

Spolecnost Contipro a.s. vlastni patenty na piipravu staplovych vldken,
kontinualnich vlaken, ale také nanovlaken z kyseliny hyaluronové, nebo jejich smési
S jinymi polymernimi latkami. Diky neustalému vyzkumu a vyvoji v oblasti kyseliny

hyaluronové je tato firma na vrcholu vyroby HA pro cely svét a je tzv. leading company.
[91]
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1.4 Biologicky aktivni latky
V této kapitole budou popsany jednotlivé aktivni latky, které jsme se rozhodli na
kyselinu hyaluronovou navazat a to vétsinou z duvodu jejich vlastnosti a G¢inkt na lidsky

organismus.

1.4.1 Kanabidiol

Kanabidiol (CBD) stejné& jako A°-tetrahydrocannabinol (THC) pochézeji z rostliny

zvané Cannabis nebo ¢esky konopi. THC se studuje uz Iéta, ale posledni dobou se zacala

pozornost presouvat ke kanabidiolu. Poprvé byl izolovan z rostliny konopi koncem
3. [124]

tiicatych let a poc¢atkem Ctyticatych let a jeho struktura byla objasnéna az v roce 196

CBD

Obrazek 13 - Struktura CBD a THC

I ptesto, Ze si jsou struktury CBD a THC velmi podobné, vyznamné se 1isi jejich
konformace. Zatimco THC existuje v planarni konformaci, CBD pfijima konformaci, ve
které jsou tyto dva kruhy vice ¢i mén¢ v pravém uhlu k sob¢. Vysledkem toho je, Ze CBD
se nevaze nebo neaktivuje receptor CB1, to je schopno aktivovat pouze THC. Diky této
zméné v konformaci ma velmi nizkou afinitu pro oba znamé kanabinoidni receptory
(CB1 a CB2), CBD je tedy naprosto bez psychoaktivity na rozdil od THC, coz je

psychoaktivni princip konopi.[125] [126]

Pied podavani lidem bylo nutno provést mnoho in vivo i in vitro testd. V Sirokém
rozsahu koncentraci nebyly zjistény vyznamné vedlejsi nebo toxické ucinky. Ani akutni
podavani riznymi cestami nevedlo u lidi k zddnému vyznamnému toxickému ucinku.
Kromé¢ toho chronické podavani CBD po dobu jednoho mésice zdravym dobrovolnikiim

(denni davky v rozmezi od 10 do 400 mg) nevyvolalo zadné¢ vyznamné abnormality.
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CBD ma velmi nizkou toxicitu. LDs pii intravendznim podani opici rodu rhesus byla

212 mg/kg. 12712281

CBD sice nema psychoaktivni G¢inky, za to mé mnoho farmakologickych t¢ink,
diky kterym je pravé tak moc zkoumanou latkou dnesni doby. Mezi nejcasnéji zjisténymi
farmakologickymi u¢inky byly antikonvulzivni u¢inky. Ty byly uz v sedmdesatych
letech zjistény pii experimentovani na zviratech- uc¢inky CBD byly srovnatelné s ucinky
difenylhydantion (DPH) a dalSich 1€ka, které jsou klinicky ucinné pii velkych
zachvatech. Bylo také zjisténo, ze CBD zvySuje antikonvulzivni u¢innost DPH a

fenobarbitalu.[*?%

Oba enantiomery CBD jsou antikonvulzivni. Je ale pravdépodobné, ze funguji
riznymi mechanismy. Zatimco pfirozeny (-)CBD se nevaze na centralni kanabinoidni
receptor CB1, bylo prokazano, Zze synteticky (+)CBD se v malé mife vaze na CBL

Mechanismus (-)CBD antikonvulzivni aktivity neni pfesné znam. %%

Dalsimi G¢inky CBD jsou sedativni a anti-tizkostni. Pfi oralné podavanym CBD
mysim bylo zji§téno, ze sedativni G¢innost (SDso) byla 4,72 mg/kg. Také bylo zlepseno
uceni se, vyhybani se stresu ve stresovych situacich, snizil se vyskyt viedu vyvolanych

stresem u rnyéi.[m]

Farmakokinetika CBD je pomérné komplikovana. Pfi intravendznim podani je CBD
rychle distribuovan, nasleduje prodlouZena eliminace (termindlni polocas = Sh). Po
perordlnim podani se CBD sotva absorbuje. Oralni biologickd dostupnost se pohybuje

mezi 13% a 19%, coz muze byt zpisobeno efektem prvniho prﬁchodu.[127]

Jedna z nejdilezitéjSich schopnosti pro nasi praci je protizanétlivost. Existuje
mnoho studii, které¢ dokazuji protizanétlivy ucinek, ptikladem mize byt prace Costa, a
spol. z roku 2004 (Oral anti-inflammatory activity of cannabidiol, a non-psychoactive
constituent of cannabis, in acute carrageenan-induced inflammation in the rat paw).

V této praci byly vyvolany zanéty a edémy mySim a nasledn¢ 1éceny za pomoci CBD.!*¥

Dalsi vlastnosti jsou antidepresivni, antipsychotické a antioxida¢ni.***

Kanabidiol se také zkouma v 1é¢eni dalSich nemoci a to jsou naptiklad epilepsie,
cukrovka, bipolarni poruchy, schizofrenie a dokonce existuji i studie vénujici se moznosti

pouziti CBD proti ur¢itym druhtim rakoviné. (1341135 [136]
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Dnes se daji vyrobky s CBD koupit po celé Ceské republice, od formy olejick,
pies kapky az po pasty. VétSina z nich slibuje vyléceni piedevsim koznich problémd.
V USA je, od zaGatku roku 2019, mezi mladeZi velice popularni HappyTea®, coz je
prasek, ktery se vsype do jakéhokoli népoje a poté vypije. V jednom takovém balicku je
piesné¢ 10mg CBD, toto mnozstvi uzivateli slibuje potlaceni tizkosti, depresi, stresu, ale

také potlaceni bolesti ptirodni cestou. [137]

1.4.2 Kurkumin

Také jinak nazyvano piirodni zlut' 3, kurkumova zlut, turmerova zlut'. V dnesni
dob& muzeme toto barvivo nalézt pfedevsim v oddenkach rostlin rodu kurkuma, ale také

jako syntetické barvivo, které se vyuziva v potravinarstvi (oznaceni E100).

HO OH

O Ol

H,C CHj
Obrazek 14 - Struktura kurkuminu

Kurkuma, odvozena z rostliny Curcuma longa, je zlato-barevné koteni bézné
pouzivané na indickém subkontinentu, nejen pro zdravotni péci, ale také v potravinafstvi.
Kurkuma je zlutd pravé diky barvivu kurkumin, ten byl nejprve izolovan pied dvéma
stoletimi, a jeho struktura jako diferuloylmethan byla stanovena v roce 1910. Mnohé¢
terapeutické ucinky, diky kterym se kurkuma tak hojné vyuzivala, byly diky rozsdhlym
vyzkumlm pfipsany predevS§im kurkuminu. Bylo prokazéano, Ze kurkumin vykazuje
antioxidacni, analgetické, antiseptické, protizanétlivé, antivirové, antibakterialni,
fungicidni a protirakovinové UCinky, a ma tak potencidl proti riznym malignim
onemocnénim, cukrovce, alergiim, artritidé, Alzheimeroveé chorobé¢ a dal§im chronickym
onemocnénim. Tyto ucinky jsou zprostfedkovany regulaci rtiznych transkrip&nich

faktort, riistovych faktort, zanétlivych cytokint, protein kinaz a dalSich enzymt. [138]

Kurkumin je hydrofobni, snadno rozpustny v dimethylsulfoxidu, acetonu,

ethanolu a olejich. M4 absorpéni maxima kolem 420 nm. V kyselém pfostfedi se barva
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kurkuminu méni ze zluté na tmavocervenou (v této formé se pouziva pro rizné

nabozenské obiady).

Pii peroralnim podani se kurkumin metabolizuje na kurkumin-glukuronid a
kurkumin-sulfonat. Kdyz je podavan jinou cestou metabolizuje se na tetrahydrokurkumin,
hexahydrokurkumin a hexahydrokurkuminol. Bylo prokazéano, Ze tetrahydrokurkumin je
aktivni pouze v nékterych systémech. Aktivita ostatnich metaboliti kurkuminu neni

snAma. 1139 [140] [141]
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Obrazek 15 - Metabolizace kurkuminu!**?

Kurkumin ptlsobi jako vyborné protizanétlivé cCinidlo, a dodnes se pouZziva na
mazani pfi domacim oSetfovani ran. V podstaté potlacuje aktivaci transkripéniho faktoru
NF —«B, ktery reguluje expresi prozanétlivych genovych produkti. Také snizuje expresi
COX-2, enzymu spojeného s vétSinou typu =zanétl, inhibuje expresi dal§iho
prozanétlivého enzymu 5-LOX. Kurkumin snizuje expresi riznych adhezivnich molekul
bunécného povrchu, které jsou spojeny se zanétem, snizuje expresi ruznych zanétlivych

cytokinti, v¢éetn¢ TNF, IL-1, IL-6, IL-8 a chemokinii. Bylo prokazano, Ze kurkumin
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inhibuje piisobeni TNF, jednoho z nejvice prozanétlivych cytokinli. A v nespoledni fad¢
..... [143]

1.4.3 Apigenin

Apigenin patii do skupiny flavonoidi. Tyto latky jsou jiz vice nez stoleti znamy
jako rostlinné produkty. Chemicky jsou to polyfenolické slouceniny, které je mozno

nalézt ve viech potravinach rostlinného ptavodu. 44!

OH

HO o

Obrazek 16 - Struktura Apigeninu

Apigenin, chemicky znamy jako 5, 7-dihydroxy-2-(4-hydroxyfenyl)-4H-chromen-
4-one, je aglykonem nékolika ptirozené se vyskytujicich glykosida. Je to zluta krystalicka

latka a pouzivala se k barveni viny. [145]

Apigenin je syntetizovan v fadé rostlin jako sekundarni metaboliti. Mizeme ho
nalézt v petrzeli, celeru, cibuli, pomeranc¢i, kukufici, ryzi, nékterych typech trav.
Kdybychom se zaméfili na bylinky, najdeme Apigenin v hefmanku lékaiském a trezalce
teckované. 24! Vsechny flavonoidy jsou v podstaté syntetizovany rostlin z jedné zakladni
drahy nazyvané cesta shikimové kyseliny. Tato cesta prevadi jednoduchy sacharidovy
prekurzor erythrose-4-fosfat (E4P) a fosfoenolpyruvat (PEP) na aromatické

vvvvvv

fenylalaninu a tyrosinu na kyselinu skoficovou. Ta podléha nékolika néslednym

biosyntetickym syntézam, které produkuji Naringenin. 14612471
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Obrazek 17 - Biosyntéza Apigeninu[“s]

Apigenin se v poslednich letech zacal studovat blize a ukazal se jako velmi
prospésny a zdravi podporujici prostiedek. Jeho nizka toxicita a pozoruhodné silné
farmaceutické ucinky proti fadé onemocnéni by mohly byt dale Vyuil’vény.[m] Vétsina
téchto biologickych ucinki in vitro 1 in vivo souvisi sjeho antioxida¢nimi a

antigenotoxickymi ucinky a také s odstraniovanim volnych radikald.

Apigenin ma velice silné antioxidacni uCinky, které maji pravdépodobné
vyznamny vliv na cévni systém. Kyslikové radikaly mohou oxidovat LDL, které
poskozuji endotelidlni sténu a tim podporuji aterosklerotické zmény. Nékolik klinickych
studii ukazalo, ze pfijem flavonoidii chrani pfed korondrnim onemocnénim srdce.

Apigenin se tedy povazuje za latku s anti-aterosklerotickymi u¢inky. [149]

Jak bylo uz vyse zminéno Apigenin ma také protizanétlivé ucinky, ty jsou
zpisobené  inhibici  cyklooxygendzovych a  5-lipoxygendzovych  pochodt.
Cyklooxygenaza a lipoxygendza hraji dilezitou roli jako zanétlivé mediatory. Podili se na
uvoliovani kyseliny arachidonové, coz je vychozi bod pro celkovou zanétlivou

reakci.l*>
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Antioxidacni systémy nejsou Casto dostate¢né a reaktivni kyslik z okoli mlze byt
impulsem pro karcinogenezi. Takovato forma kysliku muze poSkodit DNA a rozdé€leni
bun¢k, které¢ nasledné vede k mutacim. Apigenin a jeste tfi dalsi flavonoidy mohou

karcinogenezi inhibovat a jako silné antioxidanty ji potlacit. 151

vvvvvv

Antivirové u¢inky obecné flavonoida byly prokézany uz v roce 1998. (1521 1 piesto, ze se
dodnes neprokazal jasny piispevek flavonoida proti viru HIV, na které byly testy nejvice
zamé&feny kvuli velkému rozsifeni v osmdesatych letech, byly popsany inhibi¢ni aktivity
reverzni transkriptazy a antiprotedzy. Bylo také zjisténou ve své glykonové formé jsou
flavonoidy vice inhibi¢ni na rotaviry nez ty, které¢ byly ve formé& aglykonu (necukerny

radikalovy zbytek). 5%

Mezi dalsi terapeutické U€inky patii antiosteoporotické ucinky, antitrombotické,

dokonce byly popsany i u&inky proti uzkosti. 154 [15°]

1.4.4 Stf¥ibro a zinek

Utinky stiibra jsou zndmé uz od nepaméti a jeho uziti v medicing taktéz. Jeho
Casté pouzivani bylo pozastaveno az objevenim antibiotik. Jeho terapeutické pouziti se
omezilo, ale v 60. letech minulého stoleti byl zaznamenan velky narust opétovného
pouzivani. Dnes je prokazéano, Ze stiibro ma Ucinek bakteriostaticky. Tento ucinek je
vyvolan poskozenim syntézy DNA baktérii, denaturaci RNA, a tim dochazi k inhibici
replikace bakteridlnich bunék. Sttibro tedy tlumi zanétlivé reakce, efektivné ptisobi na
Siroké spektrum aerobnich a anaerobnich bakterii, gramnegativni mikroby, grampozitivni

mikroby, na plisné, kvasinky a viry. [156]

Toxicita stiibra k humannim buiikdm je nizka. V roce 1999 bylo v USA zakazano
prodej produkti s koloidnim stfibrem, hlavnim divodem bylo né€kolik piipadi tzv. ,,blue
peoples®, coz byli dlouholeti uzivatelé koloidniho stiibra vétSinou ve formé kapek.[157] \Y

Ceské republice je koloidni stfibropovoleno pro zevni uZiti.

V dne$ni dobé se zabudovava do riiznych materiala slouzicich k rehabilita¢nim,

preventivnim nebo 1é¢ebnym tucelim, a to ve formé nanocastic. EXistuje nékolik
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moznosti jak stfibro do materidlii zabudovat a je 1 n€kolik variant, jak poté stiibro

funguje.

Zinek je dualezity pro velké mnozstvi biochemickych a fyziologickych procest
Vv zivych organismech. Hlavnim zdrojem pro ¢lovéka je potrava, dobrym zdrojem jsou
mofisti zivoCichové, Cervené maso, ale také obilniny a ofechy. Deficit zinku mtize byt
vrozeny nebo ziskany (v dusledku nedostatecného piijmu z potravy). Pii nedostatku
dochazi k riznym onemocnénim GIT, chronickym, nadorovym onemocnénim. Pii

nelécenych stavech mize dojit az k onemocnéni zvané srpkovita anémie.

Tento biogenni prvek ovliviiuje téméf vSechny aspekty imunitniho systému. V
zavislosti na cilové buiice muze byt efekt zinku bud’ inhibicni, jako je tomu u degradace
mastocytd, nebo uvolnéni mediatorti trombocytt. Druhy efekt je stimulacni, piikladem

muze byt cytotoxicka aktivita NK bunék nebo chemotaxe neutrofild.

Uz malé zmény koncentraci v lidském organismu mize vést k atrofii brzliku,
jehoz funkci je dozravani T-lymfocytl (jejich hlavnim tkolem je specifickd bunécna
imunita). B-lymfocyty jsou na koncentraci zinku méné zavislé, ale i jejich produkce a
vyvoj miize byt narusen. Z toho vyplyva, ze zinek je dilezity nejen pro imunitni systém,

ale také funguje jako v€rnd podpora antioxidacnich systémi. [158]
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2 Experimentalni ¢ast a ziskané vysledky

2.1 Pouzité pristroje

NMR spektra

Spektra 'H NMR byla zaznamenana na pfistroji Bruker Avance Ill pracujicim pii

500 MHz ve spolecnosti Contipro a.s.
UV/Vis spektroskopie

M¢éfeni byla provadéna na UV-viditelném spektrofotometru  Perkin-
Elmer Lambda 35 (pfi laboratorni metod€) za pouziti kiemennych kyvet s optickou

drédhou 1 cm.
Emisni a excitacni spektra

Emisni a excita¢ni spektra byla métena na spektrofluorimetru Perkin-Elmer LS55
vybaveném komerénim nizkoteplotnim pfisluSenstvim a specidlni kyvetou, ktera je

komer¢né dostupna.
Skenovaci elektronova mikroskopie

Snimky vzorkid byly provedeny na elektronovém rastrovacim mikroskopu v CPN
Ltd., elektronovém mikroskopu Tuscan VEGA Il LSU (Tuscan USA Inc.) za
nasledujicich podminek: vysoké napéti 5 kV, pracovni vzdalenost 4,4 mm, sekundarni
elektrony zobrazovaciho modu, vysoka teplota ve vakuu. SC7620 Mini Sputter Coater
(Quorum Technologies, UK) aplikoval 15 nm vrstvy zlatych ¢astic na vzorek. Vzorky
byly odpraSeny po dobu 120 s proudem 18 mA. Snimky byly zhotoveny za téchto
podminek: napéti 2,44—10 kV, detektor: SE. zvétSeni 300-20000 krat, vysoké vakuum,

vzdalenost mezi vzorkem a objektivem: 4 - 5 mm.
Opticka emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem

Stanoveni stfibra, zinku a vadpniku bylo provedeno za pomoci sekvencniho
optického emisniho spektrometru s ionizaci v indukéné vazaném plazmatu znacky
Integra XL2 (GBC Australie) s pouzitim keramického V-groove zmlzovace a

cyklonickémlzné komory (Glass Expansion, Australie)
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2.2 Zvlaknéni kyseliny hyaluronové

Kryty ran byly vytvofeny na nasi Fakulté¢ chemicko-technologické, piesnéji na
Oddéleni syntetickych polymert, vlaken a textilni chemie za pomoci doc. Ing. Ladislava
Burgerta, CSc. Byly ptipraveny podle dokumentu WO 2012/089179, ktery byl jiz vyse

zminén v kapitole 1.3.10.

Kyselina hyaluronova, presnéji feCeno hyaluronan sodny, ktery byl pouzit v celé
diplomové praci byl ze spole¢nosti Contipro a.s. ve form¢ jemného bilého prasku a

s molekulovou hmotnosti 1,7 MDa.

2.2.1 Postup zvlaknéni

Za intenzivniho michani byl rozpustén 1g hyaluronanu sodného v 100 ml
destilované vody. Rozpousténi trvalo vétSinou pies noc, dokud se nevytvoril homogenni,
dobfe tekouci viskozni roztok vhodny pro zvlaknovani. Pfipraveny polymerni roztok byl
dale zvlaknén za pomoci mokrého zvlaknovani. Roztok byl vsttikavan tryskou o priméru
0,4 mm do zvlaknovaci lazné, ktera obsahovala 500 ml propan-2-ol. Zvlaknovaci lazen
byla michéna dispergatorem Heidolph DIAX 900 pii otdckach 2500 za minutu. Takto
vzniklé mikrovldkno bylo po zvldknéni celého roztoku odebrano ze zvlakiujici lazné a
pfesunuto do lazn¢ zraci. Tato lazen obsahovala také propan-2-ol. Zde byla vlakna
60 minut ponechdna, aby dosSlo k findlni koagulaci. Po 60 minutich byla vldkna
pokracena v mixéru Eta-Ergo. Vldkna se poté vlozila do specidlné upravené formy, kde
byla pfipravena polyamidova pletenina. Roztok byl odfiltrovan, ziskany filtracni kolac¢
byl slisovan a ususen pftilaboratorni teploté. Na obrazku 18 je vidét kone¢na forma krytu

na rany z kyseliny hyaluronové.
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Obrazek 18 - Kryt ran ze staplovych mikrovlaken z HA

2.2.2 SEM snimky

Diky spolupraci s Centrem materiald a nanotechnologii na Fakult¢ chemicko-
technologické Univerzity Pardubice, byly provedeny snimky téchto a dale studovanych
vlaken za pomoci Rastrovaciho elektronového mikroskopu (SEM). Kazdy vzorek byl
pred méfenim pokryt 16 nm vrstvou zlata s vyuzitim planetarni rotace a kazdy ze vzorka

byl vyfocen na polich o velikosti strany scanu 2,20 a 200 um.

N 5 , < 4
WLt , Ve N
NS ; NG ) s 7

SEM HV: 10.0 kV WD: 6.99 mm | | LYRA3 TESCAI
View field: 200 pm Det: SE
SEM MAG: 1.73 kx CEMNAT

Obrazek 19 — SEM, staplové vlakno nativni HA 200 um
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SEM HV: 10.0 kV WD: 7.00 mm e LYRA3 TESCAN

View field: 20.0 pm Det: SE 5 pym
SEM MAG: 17.3 kx CEMNAT

Obrazek 20 — SEM, staplové vlakno nativni HA 20 pm

SEM HV: 10.0 kV 7 WD: 7.01 mm | LYRA3 TESCAN

View field: 2.00 pm Det: SE 500 nm
SEM MAG: 173 kx CEMNAT

Obrazek 21 — SEM, staplové vlakno nativni HA 2 pm
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2.3 Acetylace vlaken pro kryty ran
Zavadeéni acetylové skupiny do kyseliny hyaluronové ma podle naseho nazoru
nékolik opodstatnéni. Kyselina hyaluronova obsahuje sekundarni amidovou skupinu,

ktera pii okolnich podminkach hydrolyzuje na skupinu aminovou.

COOH CH,OH
\Eo 0 HO 0
mo n
OH

Obrazek 22 — Strukura HA se zamérenim na amidovou skupinu

Polymer kyseliny hyaluronové ma diky své struktufe (obrazek 22) a mnohym
vodikovym vazbam, které se vV tomto polymeru vytvaii (obrazek 7), rovinnou strukturu.
Pfi bliz§im zaméfeni dochazi k tomu, Ze rovinna 2D molekula se diky vytvofeni skupiny
—NH; (vytvoti se hybridizace sp3) méni na molekulu prostorovou 3D. Diky této
Lhepatrné” zméné dochazi ke zméné mechanickych vlastnosti, jako je pruznost a
ohebnost vldkna. Vldkna jsou poté kiehka a neohebnd. Tomuto procesu se tedy snazime

zabranit a to zavedenim acetylové skupiny na skupiny —NH,.

Navazani dalSich acetylovych skupin na kryty ran ma i dal$i vyhodu. VétSina
Z patogennich bakterii zptisobujicich infekci ran u ¢lovéka vyzaduje hodnotu pH > 6 a
jejich rast je pfi niz§ich hodnotach pH inhibovan. Nami navazané acetylové skupiny,
krom zamezeni kiehnuti a praskani vlaken, zajist'uji snizovani pH v rané diky uvoliujici
se kyseliné octové. Snizujici se pH vytvafi prostfedi, které neni vhodné pro rist a
mnozeni bakterii. UZ snizeni na pH 5,5 zvySuje aktivitu takovychto kryti proti gram-

pozitivnim 1 gram-negativnim bakteriim.
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2.3.1 Postup

Pies noc se nechal za intenzivniho michni rozpustit hyaluronan sodny 1g ve
100 ml destilované vody. K homogennimu roztoku se ptidaly 2 ml (2 % obj. vzhledem k
vode) acetanhydridu. Po zamichani bych roztok pfipraven ke zvlaknéni. Pouzil se stejny
postup jako u vytvofeni Krytu z cCistého hyaluronanu. Ve zraci lazni byla vlakna

ponechana opét 60 minut a poté zpracovana stejnym zptisobem.

Po vytvofeni krytu ran s 2 % (v/v) acetanhydridu byla vytvofena jesté jedna varka
krytd, do které se piidavalo 10 % obj. acetanhydridu (10 ml).

v

Vznikla vlakna s 2 % acetanhydridu, byla o trosku lepivéjsi nez z Cisté HA, ale
prace s roztokem byla hors$i nez s Cistou HA. U vlaken s 10 % acetanhydridu, byl
problém s lepivosti veliky. Pti pfesouvani vldken z koagulacni 1dzn€ do 1dzné€ dozravaci
se vytvoril jeden velky chuchvalec vlaken, proto bylo nutné s 10 % acetanhydridu nechat
vlakna v dozravaci lazni o dalSich 60 minut déle. Nakonec se vldkna rozd¢lila a byla

zpracovana jako v ptrechozim postupu.

Na snimku 23 je vyfoceno kryti na ranu s obsahem 2 % acetanhydridu (pracovni
nazev ,,acetylovana HA*). Na snimku 24 jsou vlakna s 10 % obsahem acetanhydridu

(pracovni nazev ,,siln¢ acetylovana HA®).

Obrazek 23 - Kryt ran z acetylovanych staplovych vlaken HA
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Obrazek 24 - Kryt ran ze silné acetylovanych staplovych vlaken HA

2.3.2 SEM snimky

I tyto kryty byly zpracovany za pomoci SEM. Na snimcich 25 az 28 muizZeme
vidét vlakna z acetylované a silné acetylované HA vuci krytu z nativni HA. Nejvetsi

rozdil 1ze vidét na ptiblizeni 200 pm.

X ——— “ . 1 ..
N S 4
SEM HV: 10.0 kV WD: 6.99 mm | WD: 6.88 mm

View field: 200 pm Det: SE View field: 200 ym Det: SE

SEM MAG: 1.73 kx CEMNAT SEM MAG: 1.73 kx CEMNAT

Obrazek 25 - Nativni (vlevo) a acetylovana (vpravo) staplova vlakna HA 200 um
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- L 3 - 1 . b ' “
SEM HV: 10.0 kV WD: 6.99 mm LYRA3 TESCAN] SEM HV: 10.0 kV : 6. LYRA3 TESCAN
View field: 200 um Det: SE View field: 200 pm

SEM MAG: 1.73 kx CEMNAT SEM MAG: 1.73 kx CEMNAT

/ Iy -
SEM HV: 10.0 kV WD: 7.00 mm | LYRA3 TESCAN| SEM HV: 10.0 kV D: 6. LYRA3 TESCAN

View field: 20.0 pm Det: SE View field: 20.0 pm

SEM MAG: 17.3 kx CEMNAT SEM MAG: 17.3 kx CEMNAT

Obrazek 27 - Nativni (vlevo) a acetylovana (vpravo) staplova vlakna HA 20 um
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. 4§ 74 ’
SEM HV: 10.0 kV WD: 7.00 mm | LYRA3 TESCAN] SEMHV: 10.0 kV LYRA3 TESCAN

View field: 20.0 ym Det: SE View field: 20.0 ym

SEM MAG: 17.3 kx CEMNAT SEM MAG: 17.3 kx CEMNAT

Obrazek 28 - Nativni (vlevo) a silné acetylovana (vpravo) staplova vlakna HA 20 pm

Pti piiblizeni 200 um miiZeme u siln€ acetylované HA zfetelné vidét, jak jsou
vldkna v acetylovanych krytech slepena blize k sob¢ a tvofi viceméné& jednotnou sit’.

2.3.3 NMR spektra

NMR spektra (1H) byla promé&fena ve spole¢nosti Contipro a.s. Pro ucely NMR
analyz bylo 5 mg derivatu HA suspendovano v D,0.

A —
Hrdina_HA nativni_1_030520 — %
5mg v 750 ul D L v
PROTON96 D20 {C:\BrukenJATA\AUTOSAMPLER\Ostatni_AU} nmrsu -
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Obrazek 29 - NMR spektrum nativni HA (prasek)
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Obrazek 31 - NMR spektrum silné acetylované HA (kryt rozpustén)

Podle NMR spekter miizeme vidét nardst acetylovych skupin. V oblasti okolo
2ppm je pik skupiny —CHs;, kterda pochazi z acetylové funkéni skupiny. V nativni
kyseliné¢ hyaluronové, kterd byla dodana ve formé praSku ve spolecnosti Contipra
obsahovala 2,6171; acetylovana 2,8585 a siln¢ acetylovana 3,0568. Bylo potvrzeno urcité
zvySeni mnozstvi acetylovych skupin, coZ miiZze velice pomoct pfi hojeni (vysvétleno na
zacatku kapitoly 2.3). Signal od 3 do 4 ppm byl ru¢n¢ stanoven na 10, protoze je to pocet
vodikt v cyklech na jedné jednotce HA.
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2.4 Syntéza Apigeninu
Apigenin, vzhledem ke své cené byl syntetizovan v laboratofi. Jeho ptiprava
vychazi z Naringeninu, ktery je mozno izolovat z rostlin. Jedna se o oxidaci za pomoci

jodu.

oxidace

I
O
Y

Obrazek 32 - Oxidace naringeninu na apigenin

2.4.1 Postup pripravy

Naringenin (2 g, 7.3 mmol) a 1,84 g I, se rozpusti v 10 ml pyridinu. Reakéni smés
je zahtivana na 90-100°C po dobu 4 hodin. Po zchlazeni se roztok ptefiltruje a filtrat je
podroben sloupcové chromatografii (SiO,, Ether : CH,Cl, 1:3). Vysledkem dle ptedpisu

mél byt Apigenin ve vtézku 1.85 g (93 %) ve formé bilych krystalka.!*"!

Obrazek 33 - Sloupcova kolona (apigenin)
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I ptesto, ze byl dodrzen postup, bylo pfipraveno pouhych 0,15 grama. Toto
mnozstvi bylo nasledné podrobeno elementarni analyze a byla zjiSténa pfitomnost dusiku.
Vzhledem k malému vytézku nebyla latka dale procisténa ani dale méfena a od dalSich

pokusti bylo upusténo.

2.5 Navazani biologicky aktivnich latek

Mezi nami pouzité latky, které byly na HA kryty ran navéazany, byl kanabidiol a
kurkumin. Jak bylo uz vySe zminéno, kyselina hyaluronova tvofi tzv. netkanou textilii.
Aby zvldknénd HA pracovala jako TDDS, jako nosi¢ 1écivé latky, bylo nutno na ni
aktivni latku pouze nanést a ne ji zabudovavat do fetézce, mysleno kovalentni vazbou.
Takové naneseni muselo probihat bez pfitomnosti vody, protoze kyselina hyaluronova by
se v ni rozpustila. VéEtSina tedy nami pouzitych latek byla rozpustna v alkoholech, pouziti

propan-2-olu byla nejlepsi volba.
Procesy, kterymi byla latka (CBD a kurkumin) na kryty nanesena:

1) Namaceni
2) Nastiik
3) Kapickovani

Kanabidiol jsme méli od firmy XMED21, Praha. Kurkumin jsme objednali ze spole¢nosti
Sigma-Aldrich.

2.5.1 Postup pro proces namaceni

Vytvoteny kryt ran, jako je na obrazku 18 o celkové hmotnoti 0,72 gramil byl
namacen ve 2% (m/m) roztoku CBD (1 gram rozpustén v 50 ml propan-2-olu (IPA) a
lehce zahtan na 50°C pro lepsi rozpustnost). Cely kryt byl rozstiihnut na 3 stejné ¢asti a
kazdy byl ponechan pfi laboratorni teploté v petriho misce po riznou dobu. Prvni ¢ast

byla v roztoku namacéena po dobu 1 hodiny, druha ¢ast 3 hodiny a tieti ¢ast 5 hodin.

2.5.2 Postup pro proces nastiik

Kryt ran z HA o hmotnosti 0,68 graml byl za pomoci rozprasovace (Fisher-
scientific - obrazek cislo 34). Timto rozprasovacem bylo na kryti z HA rozpraseno 2%

(m/m) roztok CBD v IPA. Nasttiknuto bylo dohromady 15 ml tohoto roztoku na cely
Kkryt.
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Obrazek 34 - Rozprasovac s balonkem®”!

vvvvv

na obrazku 35) rozprasovaly roztok biologicky aktivni latky na kryti. Velkou vyhodou by
bylo pouziti vyteplené komory pfiblizné k teploté odpatovani pouzitého rozpoustédla. Pti
opusténi rozprasovaci komory a dovysuSeni rozpousStédla by se uz kryti jen

nakouskovalo.

Obrazek 35 - RozpraSovaci tryska (technologie v praxi) 1611
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2.5.3 Postup pro proces kapickovani

| pro tento proces bylo vyuzito kryti z HA. Hmotnost krytu byla 0,71 gramt. U
nastiiku bylo vyuzito celkové 36 ml roztoku 2% (m/m) CBD. Roztok byl postupné, za
pomoci injekéni jehly s primérem 1 mm, nakapickovan na kryt. Kapicky dopadaly

v malych kapickach v rozestupech cca 2-3 mm.

V primyslovém méfitku by tato technologie mohla fungovat snadno na upravené
polygrafické tiskarn€. Misto papiru by slouzilo kryti a namisto barvy v zasobnicich
(cartrige) by se pouzil roztok s biologicky aktivni latkou. Na obrazku 36 je detail jedné
trysky v tiskarné.

inkoustova bublina
(bublina pro posun

aktivni latky) data z procesoru
tryska
rezistor

é
L

miniaturni kapka

aktivni latky *

I kytz HA |

Obrazek 36 - Detail inkoustové trysky[mz]

Uvnitt trysky pracuje maly rezistor, ktery produkuje urcitou teplotu (u inkoustu je
to okolo 100°C). To zpusobi, ze se aktivni latka (u obycejné tiskarny inkoust) rychle
rozpina a nasledné¢ mize uniknout pouze tryskou. Miniaturni kapka je vysokou rychlosti
"vstielena" pfimo do krytu (do papiru). Naslednymi chemickymi procesy dojde k fixaci
akivni latky (inkoustu) v misté, kde doslo k dotykul skrytem (papirem), tak Ze se

nerozpije.**4
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2.5.4 Opticka detekce biologicky aktivni latky (CBD a kurkuminu)

Roztok kanabidiolu je v zasad¢ bezbarvy, a proto byl problém s jistotou Fict, na
kterych mistech byl roztok nastfikem rozprasen nebo nakapi¢kovan. Pro lepsi orientaci
bylo zvoleno barvivo, které bylo rozpustné ve stejnych rozpoustédlech jako CBD a
nebylo rozpustné ve vodé. Kdyz uz jsme zvolili viceméné pfirodni biologicky aktivni
latku, zvolili jsme i barvivo pfirodni, jehoz biologické vlastnosti pro lidsky organismus

byly jen vyhodou. Tyto vlastnosti jsou popsany kapitole 1.4.2.

Do kazdého roztoku CBD bylo piidano pfesné 0,02 gramt kurkuminu (2% (m/m)
vaci CBD). Aktivni latka (CBD) byla ,,0znackovana“. Roztok ziskal syté oranzovou

barvu a identifikace aktivni latky CBD byla poté na krytu snazsi.

2.5.5 Navazani stfibra a zinku

Pro navazani téchto latek byly pouzity dvé metody. Prvni metoda spocivala v
pfidani stfibra nebo zinku do zraci lazné. Druha metoda byla provedena pro ziskani
porovnani mnozstvi navazan¢ho zinku a stfibra. Druhd metoda spocivala ve vytvoieni

roztoku stfibra/zinku a nakapani na kryt.

2.5.5.1 Rozpousténi stFibra a zinku ve zraci lazni

Pii této metodé pfipravy, dochédzelo k vytvofeni uZ rovnou vldken s navdzanym

Zinkem/stiibrem. V podstaté se vytvorilo vlakno, které bylo svazano ptes stiibro.

(e} COOH HO OH C‘OCH COOH COOH COOH
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Obrazek 37 - Usporadani vlaken se stfibrem™®!
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Ustav organické chemie a technologie vyrobil vldkna se stfibrnymi nanocasticemi

uz drive. Jako stiibrna stil byl pouzit dusi¢nan stiibrny (16313 sulfadiazin stfibral*®*!.

Postup pro navazani stiibra: Hyaluronan sodny (1g) byl rozpustén ve 100 ml
destilované vody. Homogenni, dobie tekouci viskdzni roztok byl zvlaknén za pomoci
trysky o praméru 0,4 mm do zvlaknovaci lazné€, ktera obsahovala 500 ml propan-2-ol.
Zvlaknovaci lazen byla michéana dispergatorem Heidolph DIAX 900 pii otackach 2500 za
minutu. Takto vzniklé mikrovlakno bylo po zvldknéni celého roztoku odebréano ze
zvlaknujici lazné a presunuto do lazn¢ zraci. Tato lazen obsahovala 0,1 g jodidu
stiibrného a 500 ml propan-2-olu (IPA). Zde byla vlakna 60 minut ponechana, aby doslo
k finalni koagulaci. Po 60 minutach byla vlakna pokracena v mixéru Eta-Ergo. Vlakna se
poté vlozila do specialné upravené formy, kde byla ptfipravena polyamidova pletenina.
Roztok byl odfiltrovan, ziskany filtracni kola¢ byl slisovan a usuSen pfilaboratorni

teploté.

Postup pro navazani zinku: Cely postup byl totozny jako u navazani stfibra, jenom do

zraci lazné byl ptidan chlorid zine¢naty 0,1 g.
2.5.5.2 Naneseni stfibra a zinku na kryti

Tento postup nam poslouzil jako referenéni k vytvofenym vldknim se
zabudovanym stfibrem/zinkem. DoSlo k vytvoteni krytu ran, ktery mél tfi vrstvy. Spodni
vrstva byla z kyseliny hyaluronové (zvlaknéné) na ni byla nanesena vrstva stiibra/zinku a
jako svrchni vrstva byla ta s aktivni latkou. Obrazek 38 ukazuje schéma, jak takovy kryt

teoreticky vypada.

Zvlaknéna HA

Obrazek 38 - Schéma krytu ran ze tfi vrstev
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Postup pro naneseni stiibra: Na vytvoifeny kryt o hmotnosti 0,68 g byl postupné
nakapickovan roztok jodidu stiibrného (0,1 g v 30 ml IPA). Pouzito bylo 18 ml roztoku.

Kryt s vrstvou stiibra se poté nechali vysusit za laboratorni teploty na vzduchu.

Postup pro naneseni zinku: Kryt s vahou 0,69 g byl pouzit jako podklad a na néj byl
nakapi¢kovan roztok chloridu zine¢natého (0,1 g v 30 ml IPA). Pouzito bylo 20 ml

roztoku.

2.6 Vyhodnoceni navazaného mnoZstvi aktivnich latek

Velice dilezitym faktorem, podle né¢hoz miizeme rozpoznat, ktery proces byl
uspésny, je mnozstvi navazané latky na kryti z HA. Mnozstvi CBD bylo vyhodnoceno
pomoci UV/Vis spektroskopie.

2.6.1 Kalibra¢ni kfivka CBD a kurkuminu

Kalibra¢éni kiivka pro kanabidiol byla sestavena ze 7 vzorku s takovou

koncentraci, aby absorbance byla od 0 do 1. Kanabidiol ma absorpéni maximum pfi

273 nm.

UV/Vis spektrum kanabidiolu
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Graf 1 - UV/Vis spektrum kanabidiolu
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Kalibracni krivka kanabidiolu
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Graf 2 - Kalibracni kfivka kanabidiolu

Kurkumin mé absorpéni maximum pii 429 nm vlnové délky (graf 3). Kalibra¢ni

ktivka kurkuminu, v grafu 4, byla sestavena z 8 kalibra¢nich vzorkd.

UV/Vis spektrum kurkuminu
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Graf 3 - UV/Vis spektrum kurkuminu
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Kalibracni krivka kurkuminu
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Graf 4 — Kalibracni kfivka kurkuminu

Protoze byl kurkumin pouzit jako barvivo, bylo nutné proméfit i emisni a

excita¢ni spektrum (viz obrazek 39 a 40).
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Obrazek 39 - Emisni spektrum kurkuminu
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Acquisition 4 2018-11-19 10:24:50
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Obrazek 40 - Excitacni spektrum kurkuminu

2.6.2 Vyhodnoceni kanabidiolu a kurkuminu

Protoze latky tvofené krytem a navazané latky jsou rozdilné povahy, bylo nutno

nejprve latky oddélit.

Postup: Cely kryt z HA (hmotnost 0,65-0,75 g) byl vyvafen ve 150 ml propan-2-olu.
Kryt vroztoku byl vafen po dobu 20 minut pii 60°C. Poté byl roztok zfiltrovan.
Kanabidiol ptesel do propan-2-olu a kryt, protoze je v tomto rozpoustédle nerozpustny,
zustal vnezménéné forme. Déle byl roztok roziedén a proméfen na UV/Vis

spektrometru.
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2.6.3 Vysledky vyhodnocovani kanabidiolu a kurkuminu

a) Proces namaceni

Mnozstvi CBD navazané namacenim
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Graf 5 - Mnoistvi CBD navazané namacenim

Z kazdého krytu byla odebrana 1/3 a vyvatena ve 25 ml propan-2-olu. Roztok byl
zfiltrovan. Pro vyslednou absorbanci, kterou vidime v grafu 5, byl odebran z roztoku 1 ml
a zfedén propan-2-olem na 25 ml. Absorbance byla dosazena do kalibraéni kiivky
kanabidiolu, zji§téna koncentrace byla piepocitana na mnozstvi v gramech v 1/9 krytu a
toto mnozsvi bylo nasledné pifepocitano na hmostnost CBD v celém krytu. Pro lepsi

prehlednost jsou hodnoty uvedeny v tabulce 1.
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Tabulka 1 - Vyhodnoceni mnoZstvi CBD navazaného namacenim

1 hodina 3 hodiny 5 hodin
Absorbance 0,87104 0,47216 0,45355
Koncentrace [mol/l] I 4 4
1,045659*10 4,977473*10 4,721841*10
(z kalibra¢éni krivky)
Koncentrace [mol/l]
0,0261415 0,0124437 0,0118046
(ve vyvarenych 25 ml)
Hmotnost CBD [g]
0,205629 0,097882 0,092855
v 1/9 Krytu
Hmotnost CBD [g]
1,85 0,88 0,84
V celém krytu
Hmotnostni procento
vidi celému krytu 72 % 55 % 54 %
(0,72 g)

Na obrazkach 41-43 lze vidét, ze sorpce kanabidiolu na staplova mikrovlakna
Z HA neprobiha podle adsorpéni izotermy, ktera v ¢ase okolo 1 hodiny vykazuje urcité
maximum, kde v Case 3 hodiny systém v podstaté dospéje do rovnovahy. Znamena to, Ze
v prubéhu “namaceni® Krytu ve propan-2-olu dochazi k jistym strukturalnim zménam

v nadmolekularni struktufe HA.
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Obrazek 41 - Technika namaceni po 1 hodiné
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Obrazek 42 - Technika namaceni po 3 hodinach

Obrazek 43 - Technika namaceni po 5 hodinach
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b) Proces nastfiku

Mnozstvi CBD navazané nastrikem
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Graf 6 - MnoZstvi CBD navazaného nastfikem

Pro méteni byla pouzita 1/3 krytu (cely kryt mél 0,68 grami), ta se nechala
vyvafit v50 ml propan-2-olu, pfi 60°C po dobu 20 minut. Z tohoto roztoku bylo
odebrano 5 ml a rozfedéno na objem 25 ml propan-2-olem. Namétena hodnota byla

dosazena do kalibra¢ni kiivky.

Tabulka 2 - Vyhodnocené mnoistvi navazanych aktivnich latek nastrikem

NASTRIK
Navazané latky Kanabidiol (273 nm) Kurkumin (429 nm)
Absorbance (méreny
0,82114 0,5106
roztok)
Koncentrace 4 5
9,7715385*10° 7,182628*10
(z kalibra¢nich krivek)
Koncentrace 3 5
4,8857693*10 3,591314*10
(ve vyvaieném roztoku)
Hmostnost latky v 1/3 krytu 0,0769 0,000662
Hmotnost v celém krytu 0,23 0,00198
Hmotnostni procento vici
25 % 0,3 %
celému krytu (0,68 grami)
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Na cely kryt byla nastfiknuta pouze jedna vrstva roztoku CBD-+kurkumin a to
Cinilo piesné 15 ml. Na nastiik byl pouzit roztok 1 g CBD a 0,02 g kurkuminu rozpus$téno
v 50 ml. Kdyz bylo pouzito pouze 15 ml, zakladni mnozstvi v tomto objemu bylo 0,3 g
CBD a 0,006 g kurkuminu. Vypoctena ucinnost navazanosti touto metodou by poté byla
76,7 % u kanabidiolu a 33 % u kurkuminu. Vzhledem k tomu, Ze kryt z HA zde je
principialné jako podklad, mohlo by byt ur¢ité natiiknuto vétsi mnozstvi takovéhoto

roztoku a tim i zvySit mnozstvi aktivni latky na krytu.

c) Proces nakapani

Mnozstvi CBD navazané nakapanim
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Graf 7 - Mnoistvi CBD navazané nakapanim

Pro méteni byla pouzita 1/3 krytu (cely kryt mél 0,71 grami), ta se nechala
vyvatit v 50 ml propan-2-olu, pii 60°C po dobu 20 minut. Z tohoto roztoku bylo
odebrano 5 ml a roziedéno na objem 25 ml propan-2-olem. Naméfend hodnota byla

dosazena do kalibra¢ni kiivky.
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Tabulka 3 - Vyhodnoceni mnozZstvi navazanych latek nakapanim

NAKAPANI
Navazané latky Kanabidiol (273nm) Kurkumin (429 nm)
Absorbance
2,0082 1,19079
(méreny roztok)
Koncentrace . :
2,6077*10 2,233163*10°
(z kalibra¢nich kiivek)
Koncentrace 4
0,0130385 1,11658*10°
(ve vyvafeném roztoku)
Hmostnost latky v 1/3 krytu 0,205122 0,002057
Hmotnost v celém krytu 0,615365 0,00617
Hmotnostni procento vici
47,5 % 0,9 %

celému krytu (0,68 grami)

Na cely kryt byla nakapnuta latka ve tfech vrstvach roztoku CBD+kurkumin a to

Cinilo presné¢ 36 ml. Kazda vrstva byla nakapnuta poté, co ta predchozi uschla, Na

nakapnuti byl pouzit roztok 1 g CBD a 0,02 g kurkuminu rozpusténo v 50 ml. Vzhledem

k tomu, Ze bylo pouzito 12 ml na kazdou vrstvu zakladni mnozstvi v tomto objemu bylo

0,72 g CBD a 0,0144 g kurkuminu. Vypoctend G¢innost, navazanosti touto metodou by

poté byla 85 % u kanabidiolu a 43 % u kurkuminu.
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2.6.3.1 Vyhodnoceni u¢innosti pouZzitych metod

Vzhledem k tomu, Ze na kazdou technologii bylo pouZito jiné mnozstvi roztoku,
je nutné vysledky sjednotit do jednozna¢ného vysledku vysledku. V tabulce 4 je tedy

vyjadiena u¢innost kazdého procesu vzhledem k pouzitému mnozstvi roztoku.

Tabulka 4 - Zhodnoceni celkové tspéSnosti

Namaceni Nastrik Nakapani
Ucinnost navazani
o 51,5 % 76,7 % 85 %
kanabidiolu
U¢&innost navazani
- 33% 43 %

kurkuminu

U procesu naméaceni byla vybrana hodnota po 1 hoding, vzhledem k tomu, ze byla
nejvyssi. Tato hodnota byla vztazena ke 20 ml roztoku, protoze v takovém objemu byly

kryty namaceny. Ostatni metody byly zhodnoceny uz vyse.

2.6.3.2 SEM snimky

Prvni tfi snimky jsou kryt z HA s nanesenym CBD, dalsi tfi snimky je na krytu
nanesen kanabidiol i kurkumin.
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SEM HV: 10.0 kV WD: 6.94 mm LYRA3 TESCAN
View field: 200 ym Det: SE
SEM MAG: 1.73 kx CEMNAT

Obrazek 44 — SEM, staplova vlakna HA s CBD (kapi¢kovani) 200 pm

SEM HV: 10.0 kV WD: 6.94 mm LYRA3 TESCAN| SEM HV: 10.0 kV WD: 6.94 mm
View field: 20.0 ym Det: SE View field: 2.00 ym Det: SE
SEM MAG: 17.3 kx CEMNAT SEM MAG: 173 kx

Obrazek 45 — SEM, staplova vlakna HA s CBD (kapickovani) 20 pm a 2 pm
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SEM HV: 10.0 kV WD: 6.92 mm | ) LYRA3 TESCAN
View field: 200 pm Det: SE
SEM MAG: 1.73 kx CEMNAT

Obrazek 46 — SEM, staplova vlakna s CBD a kurkuminem (kapickovani) 200 um

SEM HV: 10.0 kV WD: 6.89 mm LYRA3 TESCAN SEM HV: 10.0 kV WD: 6.88 mm LYRA3 TESCAN

View field: 20.0 pm Det: SE View field: 2.00 pm Det: SE 500 nm
SEM MAG: 17.3 kx CEMNAT SEM MAG: 173 kx CEMNAT

Obrazek 47 — SEM, staplova vlakna s CBD a kurkuminem (kapickovani) 20 pum a 2 um
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2.6.4 Vyhodnoceni stiibra a zinku

Navéazané stiibro a zinek byly vyhodnoceny doc. Ing. Annou Krejcovou, Ph.D.
V laboratofi prvkové analyzy. Mnozstvi bylo stanoveno metodou optické emisni

spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem.

Pro porovnani byl podroben této metod¢ i praSek cistého hyaluronanu sodného,
ktery byl vyuzit ve viech procesech. Bylo stanoveno mnozstvi zinku na 31,43 mg.kg™,
vapniku na 2775 mg.kg, a st¥ibro <5 mg.kg™.

2.6.4.1 Stribro

Stiibro bylo navazano dvéma zpiisoby, prvni zpiisob vyuzil stibra pii vytvafeni
vlaken a tyto ionty byly zabudované pitimo v krytu. Druhy zplsob byl nakapanim jodidu
stiibra pfimo na hotovy kryt. Pro stanoveni bylo nutno suché kryti rozstiihat a poté

rozmélnit na mensi ¢asti.

Stanovené vysledky z postupu Vv kapitole 2.5.5.1 (zabudovani stiibra pfimo do
vldken) byl 3 791 mg.kg™.

Pro postup nakapéni z kapitoly 2.5.5.2 byl 42,39 mg.kg™.

2.6.4.2 Zinek

I zinek byl navazan dvéma zptisoby. Mnozstvi zinku se také stanovovalo pomoci
optické emisni spektrometrie indukéné vazanym plazmatem, proto bylo nutné upravit

vzorky krytd. Kryty byly nastfihany a rozmélnény na mensi ¢asti.

Stanovené vysledky z postupu Vv kapitole 2.5.5.1 (zabudovani zinku ptimo do
vlaken) byl 66 950 mg.kg™.

Pro postup nakapani z kapitoly 2.5.5.2 byl 62 865 mg.kg™.

Jak mizeme tedy vidét u zinku, ktery byl ve propan-2-olu dokonale rozpustny,
byly vysledky pouzitych metod podobné. U stiibra (jehoz pouzity chlorid nebyl dokonale
rozpustny) je vidét rozdil ve vysledcich. Pfi porovnani kryt, které byly vyrobeny
postupem kapitoly 2.5.5.1, bylo patrné obarveni kryti se stiibrem a to do svétle zelené

barvy (viz obrazek 48)
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Obrazek 48 - Porovnani barvy krytu se stfibrem a zinkem

2.6.4.3 Trivrstvy systém jako TDDS

Dale byl vytvofen téivrstvy systém krytu ran, jez je znazornén na obrazku ¢islo 38
(strana 69). Na kryt ran z HA (o hmotnosti 0,72 g) bylo naneseno 20 ml roztoku jodidu
stiibra. Po vysuSeni na vzduchu bylo na tuto vrstvu naneseno nakapanim 36 ml roztoku

CBD s kurkuminem. Takto vytvofeny kryt byl zhodnocen SEM.

LI i 2 o 7
SEM HV: 10.0 kV WD: 6.73 mm ‘ ‘ LYRA3 TESCAN

View field: 20.0 pm Det: SE
SEM MAG: 17.3 kx CEMNAT

Obrazek 49 - SEM snimek staplovych vlaken s vrstvou stfibra a vrstvou aktivni latky 20 um
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SEM HV: 10.0 kV WD: 6.73 mm
View field: 200 um Det: SE
SEM MAG: 1.73 kx CEMNAT

Obrazek 50 - SEM snimek staplovych vlaken s vrstvou stfibra a vrstvou aktivni latky 200 um

2.7 Stanoveni biologické aktivity krytt ran

Z dtvodu biologické aktivity samotnych latek nami navazanych na kryty, bylo
opodstatnéné vyzkouSet i mozné antimiktorbidlni ucinky. Hodnoceni — testovani —
antimikrobialni Gi¢innosti bylo provedeno na Katedfe biologickych a biochemickych véd

FCHT Univerzity Pardubice, pod vedenim Ing. Ivety Brozkové, Ph.D.

Pro zhodnoceni téchto ucinkl byly vybrany kryty z ¢isté HA (postup 2.2.1);
acetylované HA (2.3.1); HA skanabidiolem (2.5.3); HA skanabidiolem a
kurkuminem (2.5.3); HA s kanabidiolem, kurkuminem a stiibrem (HA+Ag podle
2.5.5.2 a kanabidiol s kurkuminem podle 2.5.3); HA s kanabidiolem a se stiibrem
(HA+Ag podle 2.4.5.2 s kanabidiolem podle 2.5.3).
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Testovani bylo provedeno na gramnegativni bakterii (Escherichia coli); ddle na

grampozitivni (Staphylococcus aureus),; na kvasince Candida albicans.

Postup: Prvnim krokem u této metody byla pfiprava daného mikroorganismu v BHI
bujonu (pro kvasinku Candida albicans v MALT bujonu) pro pomnozeni bakterialnich
bunék. Do zkumavky s 10 ml BHI bujénu se zaockovala 1 kolonie ptislusného
mikroorganismu a tato zkumavka se nechala kultivovat 24 hodin pii 37 °C. Po 24
hodinové kultivaci se ztéchto suspenzi asepticky odpipetovalo 0,1 ml pfislusného
inokula na utuhlou zivnou plidu a suspenze se rozetfela vatovou tyCinkou. Poté se
asepticky pinzetou vlozil testovany kryci materidl rozméru 2x2 cm. Petriho misky
s inokulovanymi bakteriemi ¢i kvasinkou byly kultivovany pii 37 °C 24 a 48. VSe se
provadélo vzdy v dubletech. Po téchto ¢asovych udajich byly vZdy odecteny inhibicni
zony kolem daného vzorku. Po odecteni téchto zon se asepticky odebral testovany kryci
materidl a ztohoto mista se provedl stér na urceni, zda ma dany mikroorganismus

bakteriostaticky ¢i baktericidni uc¢inek.

Vysledky jsou pro lepsi prehled v tabulce ¢islo 5.

Tabulka 5 - Vysledky antimikrobialniho testovani

Candida Candida
N Staphylococcus | Escherichia albicans albicans
aureus (mm) coli (mm) MALT M-H agar
(mm) (mm)

Cista HA 0 0 0 0
Acetylovand HA 0 0 0 0
HA+CBD 4,5x1/BS 1x1*/BS 0 0
HA+CBD+Ag 2x2/BS 0 0 4x4/BS
HA+CBD+kurkumin 3x1/BS 1x1*/BS 0 3x3/BS
HA+CBD+kurkumin+Ag | 3x2/BS 0 0 2x2/BS

BS — bakteriostaticky uc¢inek

* - gelovity vzhled uvolnujici se pouze ve sméru vlaken pleteniny
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Hodnoty v tabulce znamenaji Sitku inhibi¢ni zoény kolem vzorkt. Tato zona je
vétsinou nesymetricka. U Escherichia coli se u¢inek objevuje jen ve sméru vlaken

pleteniny, nikoliv kolmo na né.

Z vysledku Ize jednoznaéné urcit velice ptiznivy vliv navazanych aktivnich latek
na krytu z kyseliny hyaluronové. Uéinek byl ve viech piipadech bakteriostaticky. Jak se
taky zda, pouziti stfibra je v tomto ptipad¢ zbytecné a jeho ulohu v daleko lepsim métitku

zastane kanabidiol a kurkumin.

Na obrazkéch 51 az 58 mtuzeme vidét inhibi¢ni zony.

Obrazek 51 - Antimikrobialni testovani, HA a Escherichia coli

Obrazek ¢islo 51, je vysledkem testovani staplovych vlaken z ¢isté HA na bakterii
Escherichii coli. Méfeni probéhlo v M-H agaru a snimek byl pofizen po 24 hodinach pfi

37°C. Lze vidét velice slabé inhibi¢ni zony okolo krytu a navic nerovnomeérné.
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Obrazek 52 - Antimikrobialni testovani, HA+CBD a Escherichia coli

Vysledek na obrazku 52 byl vyfocen po 24 hodinach pii 37°C. Na snimku je kryt,
ze staplovych vlaken HA s navazanou aktivni latkou CBD, s bakterii Escherichia coli
v M-H agaru. Kryt saktivnim kanabidiolem ma jasné vyznacené inhibi¢ni zony

ptedevsim ve sméru polyamidové pleteniny.

Obrazek 53 - Antimirkobidlni testovani, HA+CBD a Staphylococcus aureus

Na obrazku 53 byla (na rozdil od 52) pouzita bakterie Staphylococcus aureus.
Inhibi¢ni zony, v porovnani s Escherichii coli, jsou ¢tyinasobné vétsi, ale opét tyto zony

muizeme spatfit predev§im ve sméru pleteniny.
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Obrazek 54 - Antimikrobialniho testovani, HA+CBD+kurkumin a Escherichia coli

Na obrazku 54 byl vyfocen kryt s navazanym CBD a kurkuminem (Zluté zbarveni
krytu). Na tomto snimku je testovani na bakterii Escherichii coli, v M-H agaru a snimek

potizen po 24 hodinach a 37°C. Inhibi¢ni zony lze vidét pouze ve sméru pleteniny.

Obrazek 55 - Antimikrobialni testovani, HA+CBD+kurkumin a Staphylococcus aureus

Snimek z antimikrobiadlniho testovani oznaceny Cislem 55, je pofizen opét po 24
hodinach pii1 37°C. Na krytu je nanesen CBD 1 s kurkuminem, testovani na snimku je
s bakterii Staphylococcus aureus v M-H agaru. Inhibi¢ni zony jsou oproti Escherichii coli

daleko vétsi a to predev§im ve sméru pleteniny.
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Obrazek 56 - Antimikrobialniho testovani, HA+CBD+kurkumin+Ag a Staphylococcus aureus

Obrazek 56 je z testovani tfivrstvého krytu ran, kde zakladem je HA na ni je
stiibro a na ni je roztok biologicky aktivnich latek CBD+kurkuminu. Tento snimek
pochazi z testovani oproti bakterii Staphylococcus aureus, 24 hodin pti 37°C. Inhibi¢ni

zOny jSOU zjevné nejen ve sméru pleteniny, ale i mirné kolmo na smér.

Obrazek 57 - Antimikrobidlniho testovani, HA+CBD+Ag a Staphylococcus aureus

Zajimavym vysledkem byl kryt HA s kanabidiolem a se stfibrem, tento kryt je na
snimku s bakterii Staphylococcus aureus po 24 hodinach opét pti 37°C. Inhibi¢ni zony

jsou velmi nerovnomérné a vétsi jsou kolmo na smér pleteniny.
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Obrazek 58 - Antimikrobialniho testovani, HA+CBD+Ag a Candida albicans

Posledni snimek je ztestovani krytu HA, na kterém bylo naneseno stfibro a
aktivni latka kanabidiol. Tento kryt byl testovan proti kvasince Candida albicans. Tento
snimek byl pofizen po 48 hodinach, pii 25°C. Inhibi¢ni zony je vidét okolo celého krytu,

ve sméru pleteniny je inhibi¢ni zéna o trochu vétsi, jak 1ze vidét na obrazku.

Testovani na antimikrobialni u¢inky mély velmi pozitivni vysledky. Kombinace
kurkuminu a kanabidiolu na krytu se zda byt velmi dobra jak pro léCeni rany, tak i pro

ochranu pted bakteriemi.
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3 Zavér

1.

Byla provedena acetylace staplovych mikrovlaken HA ve vodé pomoci acetanhydridu.
Bylo zjisténo, ze acetylace probiha a ze dochazi k acetylaci hydroxylovych skupin. Pti
vysSich stupnich acetylace dochazi vSak ke slepovani jednotlivych vldken a kryty ran

jsou po vysuseni kiehci.

. Pfi zabudovani iontl stfibra a zinku do struktury mikrovlaken z HA bylo zjisténo:

a) V piipadé Ag® je vhodné stiibrnou sil ptidat do koagulaéni 1azng, protoze vede ke
kompletnimu navazani stfibra, naopak metoda nakapani neni technologicky spésna

b) V piipadé Zn ** jsou ob& metody technologicky schiidné

Mnozstvi navazanych koviu bylo detekovano pomoci optické emisni spektroskopie s

indukéné vazanym plazmatem.

. Byly odzkouseny tfi metody (namaceni, nastik, nakapani) navazani kanabidiolu a

kurkuminu na kryt rany ze staplovych mikrovlaken z HA. Bylo zji§téno, ze
technologicky vhodnéd je metoda kapickovani, kterd v naSem laboratornim piipadé

simuluje inkoustovou tiskarnu.

. Jednotlivé kryty ran byly, na Katedie biologickych a biochemickych véd FCHT

Univerzity Pardubice, vyhodnoceny na antimikrobialni i¢innost proti Escherichii coli,

Staphylococcu aureus a na kvasince Candida albicans a bylo zjisténo:

a) Cistd HA nema zadné bakteriostické u¢inky

b) Acetylace mikrovlaken HA nevedla k Zadnym antibakterialnim a¢inkiim

¢) Navazani kanabidiolu v koncentraci 47,5 % zpusobilo velice dobré bakteriostatické
ucinky proti Escherichii coli a Staphylococcu aureus

d) Navazanim kanabidiolu v koncentraci 47,5 % a kurkuminu v koncentraci 0,9 %
mélo dobré bakteriostatické ucinku proti Escherichii coli a Staphylococcu aureus a
kvasince Candida albicans v M-H agaru.

e) Piekvapivé bylo zjisténo, Ze piidani iontd stiibra do kryti ran ad.d) v koncentraci
0,0042 % nevedlo k zadnému zvyseni antibakterialni i¢innosti

f) Kryty ran se zine¢natymi ionty nebyly testovany na antimikrobialni Gi¢inky
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4 Budouci prace

Z hlediska budoucich praci mame tyto doporuceni a poznamky:

a)
b)

c)

d)

Proméfit kryty ran s navdzanym zinkem na antimikrobialni a¢innost

Patrné nema smysl se dale vénovat kombinacim biologicky aktivnich latek jako je
kanabidiol a kurkumin s ionty stfibra

Ptejit z technologie kapi¢kovani biologicky aktivnich latek na kryty ran na vyvoj
profesionalni inkoustové tiskarny (digitalni tisk)

Vzhledem Kk faktu, ze postupy pro piipravu apigeninu popsany v literatuie
nevedou K potitebnym vysledkiim, dopracovat syntézu apigeninu a dale se vénovat
testovani této latky jako tomu bylo u kanabidiolu a kurkuminu

V ptipadé biologicky aktivni latky kanabidiolu bude potieba provéfit, zdali se
v kyselém prostiedi nepfeménuje na psychoaktivni THC. Z chemického hlediska

se jednd o pouhé odtrzeni vody za kysel¢ katalyzy
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