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Anotace

Diserta¢ni prace je vénovana vyvoji a testovani materidlu pro enzymaticky debridement.
Konkrétn€ se jedna o optimalizaci postupu imobilizace proteolytickych enzymii na kiemicita
nanovlédkna. Timto zplisobem upravend nanovldkna maji slouzit k bezbolestnému odstranéni
nekrotické tkan¢ diky proteolytické aktivité enzymt, ktera katalyzuje odsté€peni nekrozy
od zdravé spodiny rany.

Hlavnim ukolem je na zaklad¢ rozsahlé reserse, dostupnych technik a analyzaénich piistrojt
vytvofit vhodny postup kovalentni imobilizace enzyml na nanovldkna a vybrat nejlepsi
proteolyticky enzym. Zvoleny postup byl vzdy porovnavan s jiz znamym, ale pro medicinu
nevyhovujicim postupem, ktery vyuziva (3-Aminopropyltriethoxysilan a glutaraldehyd.
Z hlediska techniky imobilizace byl nejpodrobnéji testovan postup s vyuZzitim
(3-Aminopropyl)triethoxysilanu,  sukcinanhydridu a nasledné esteru vytvoifeného
z N-hydroxysukcinimidu a 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimidu. Protoze vysledky
testl cytotoxicity provadénych na mysich 3T3 fibroblastech nebyly v pfipad¢ vySe uvedeného
postupu uspokojivé, byl vyvinut jesté dalsi postup imobilizace, ve kterém byl 1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)karbodiimid nahrazen N,N'-Disuccinimidyl karbonatem.

V druhé ¢asti vyzkumu jsem imobilizovala na nanovlakna postupné 7 proteolytickych enzym.
Jejich proteolyticka aktivita byla métena pomoci spektrofotometrickych metod a byla testovana
za riznych podminek — zmény hodnoty pH, teploty, vlivu teploty na stabilitu enzymut apod.
Jako nejvhodnéjsi enzym byl oznacen trypsin z hovéziho pankreatu, vybornych vysledka bylo
dosazeno také s proteazou z Aspergillus oryzae.

Utinnost vytvofenych nanovldken s imobilizovanym enzymem byla ovéfena pomoci in vitro
testll na prase¢i kuzi. Uspé$na imobilizace byla potvrzena v ramci testd stability vzorkd — pii
dodrZeni navrhovanych podminek skladovani, trypsin i po 180 dnech vykazoval vice jak 90%
proteolytickou aktivitu.

Klic¢ova slova:

Debridement; Imobilizace enzymi; Proteolyticky enzym; Kfemicitd nanovlakna; Odstranéni
nekrozy



Annotation

The dissertation is devoted to the development and testing of the material for an enzymatic
debridement. Specifically, it is about optimizing the process of proteolytic enzymes
immobilization onto silica nanofibers. The nanofibers treated in this way are intended to
painlessly removal of the necrotic tissue due to the proteolytic activity of the enzymes, which
catalyze the cleavage of necrosis from the healthy base of the wound.

The main aim is to optimaze a suitable procedure for the covalent immobilization of enzymes
onto nanofibers and to choose the best proteolytic enzyme on the basis of an extensive testing,
available techniques and analysis devices. The chosen procedure was always compared with
the already known but unsuitable procedure for medicine, which uses (3-Aminopropyl)
triethoxysilane and glutaraldehyde. In terms of the immaobilization proces, the procedure using
(3-Aminopropyl) triethoxysilane, succinic anhydride and subsequently an ester formed from
N-hydroxysuccinimide and 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide was tested in the
most detail. Because the results of the cytotoxicity assays performed on mouse 3T3 fibroblasts
were not satisfactory, another immobilization procedure was developed in which 1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl) carbodiimide was replaced by N,N'-Disuccinimidyl carbonate.

In the second part of the research, I immobilized 7 proteolytic enzymes onto nanofibers surface.
By spectrophotometric methods was measured their proteolytic activity and was tested it under
various conditions - changes of pH value and temperature, the effect of temperature
on the enzymes stability, etc. Trypsin from bovine pancreas was identified as the most suitable
enzyme, excellent results were also obtained with the protease from Aspergillus oryzae.

The efficacy of the created nanofibers with immobilized enzyme was verified by in vitro tests
on pig skin. Successful immobilization process was confirmed in sample stability tests - under
the proposed storage conditions, trypsin showed more than 90% proteolytic activity even after
180 days from immobilization.

Keywords:

Debridement; Immobilization of enzymes; Proteolytic enzyme; Silica nanofibers, Removing of
Necrosis
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1 Prehled souc¢asného stavu problematiky

Zatim ani v moderni mediciné nebyl objeven zplsob, jakym by bylo mozné bezbolestné
a efektivné odstranit nekrotickou tkan a rozhodné je to jedno z odvétvi mediciny, kterému
se velké mnozstvi vyzkumnych pracovnikl a farmaceutickych spole¢nosti vénuje. Kazdé rana
je jina, proces hojeni rany ma nékolik fazi a zavisi na mnoha dalSich faktorech — vék, ptidruzena
onemocnéni, stav imunitniho systému, pohyblivost pacienta, zda je rana sucha, nebo mokvajici,
kvalité zivota a v neposledni fad¢ také na dostupnosti zdravotni péce, guidelines v dané zemi,
kvalité 1é¢ebnych produkti a schopnostech osetfujicich 1ékatfti (Strohal et al. 2013). Vsichni
odbornici se ale shoduji na nezbytném prvni kroku — odstranéni devitalizované ¢asti tkan¢, ktera
ma poruSené krevni zdsobeni, nema Sanci na zhojeni, prodluzuje dobu hojeni, a zejména zvysuje
riziko vzniku infekce. Piitomnost nekrotické tkané vede k neustalé aktivité zanétlivych
cytokinti, fibronektinu a metaloprote6z. Odstranénim téchto slozek dojde opét ke stimulaci
syntézy DNA, produkci keratinocytli a ke snizeni rizika vzniku infekce a tvorby biofilmu
(Ramundo a Gray 2008).

Nekrotickd tkan nevznikd pouze u vysSich stupfit popdlenin, ale i u chronickych ran,
diabetickych viedl, dekubitl, gangrén, ran napadenych infekci a dalSich tézce se hojicich ran.
Muze se jednat o ranu suchou (napiiklad adherovand nekroticka tkan u vysSich stupni
popéalenin), o rdnu suchou s fibrinovym okrajem, ktery zabraniuje hojeni, nebo o rénu
infikovanou bakteriemi tvoficimi biofilm atd. Na ran¢ odliSujeme spodinu rany, jeji okraje
a okoli rany. Cel4 nekrotické tkan nemd nikdy Sanci na zhojeni a musi byt vZdy odstranéna
(Guo a DiPietro 2010).

Pro efektivni vyvoj materidlt, které by mély odstranit nekrotickou tkan, je velmi dilezité
rany (Simon 2019) a dalsi literatura 4 faze rany (Guo a DiPietro 2010). Pokud jsou faze
rozdéleny do tii procest, prvni je vétSinou oznacovana jako faze Cistici (exsudativni), nebo
zanétliva. Druha faze je oznaCovana jako granulacni a tfeti jako epitelizacni. Pokud je proces
hojeni rozdélen na 4 ¢asti, jedna se vétSinou o tazi hemostatickou, dale zanétlivou, proliferacni
aremodelacni (Thiruvoth et al. 2015). Nutnost odstranéni nekrozy ptichazi jiz ve fazi zanétlivé
(tedy v prvni, popiipadé druhé fazi), protoze nekréza je jak funkc¢ni, tak mechanickou
ptekazkou pro uzavirani a postupné hojeni rany. Z ¢asového hlediska u vétSiny druhii poranéni
ktze (termického, traumatického 1 chemického) dochdzi jiz béhem nasledujicich 24 hodin
k synchronizované viné¢ mitéz bunék bazalni vrstvy epidermis. Kize se snazi zvySenim
proliferace znovuobnovit tkan a nahradit defekt. Vysledkem je vétSinou vznik kozni Supiny na
povrchu poranéni. U rozsdhlejSich ran se ale mize 4. faze objevit aZ po tydnech ¢i mésicich
(Thiruvoth et al. 2015).

Faktord, které ovlivni hojeni ran je celd fada. Z téch lokélnich je nutné zminit v prvni fadé
infekci a oxygenaci, protoze kyslik je dulezity pro metabolismus bunék. Vyraznou komplikaci
pfi hojeni je pfitomnost cizich téles v rané, poranéni cévniho systému a rozmaceni okraji rany
(macerace). Posledni aspekt velmi ovliviiuje vhodny vybér kryti rany a jeho schopnost absorpce
exsudatu. Podle potieby muze byt aplikovano vlhké kryti, ¢i kombinované (Guo a DiPietro
2010). V tomto smyslu maji nanovlakna hned nékolik vyhod, protoze diky své vysoké porozité



se kran¢ dostane kyslik, vlakna jsou neadherentni a exsudat tedy muze vytékat z rany
(Lovétinska-Slamborova et al. 2014).

2 Cile disertacni prace

V diserta¢ni praci se snazime docilit dvou hlavnich bodu — optimalizovat metodu imobilizace
proteolytickych enzymi na kiemicitd nanovldkna a zvolit vhodny enzym pro ucely
enzymatického debridementu. V soucasné dob¢ je znam zptlisob imobilizace enzymil pomoci
glutaraldehydovych mustki (tedy glutaraldehydu), ktery je pro vyuziti zejména
ve zdravotnictvi nevhodny. Proto je nutné¢ zaméfit se na nalezeni vhodného a ekonomicky
vyhodného mechanismu imobilizace enzymt. Cely proces vyvoje je zaméien
na co nejefektivnjési postup vyroby materidlli, ktery by se aplikoval na poranénou pokozku.

Prace se zabyva vSemy jednotlivymi kroky, které nasleduji po elektrostastického zvlaknéni solu
obsahujiciho tetraothoxysilan az po testovani stability, cytotoxicity, antibakterialnich vlastnosti
a in vitro testovani proteolytické aktivity enzymu na prasec¢i kizi. Testovan je vliv teploty
stabilizace kifemicitych nanovlaken ihned po elektrostatickém zvlaknovani na strukturu
nanovléken, proteolytickou aktivitu enzymi a cytotoxicitu, dale n€kolik sloucenin uréenych
k modifikaci a funkcionalizaci povrchu kiemicitych nanovlaken a jejich vliv na proteolytickou
aktivitu, cytotoxicitu, rozpustnost a stabilitu vytvotenych vzork.

Druhého cile prace jsem se snazila dosdhnout pomoci testil zavislosti proteolytické aktivity
imobilizovanych enzymi na hodnoté pH i na teploté. In vitro testy na praseci kuzi a testy
stability vzorkl z hlediska aktivity enzymt byly testovany jak v zavislosti na zptisobu upravy
nanovladkenného povrchu tak v zavislosti na druhu proteolytického enzymu.

3 Popis vlastniho FeSeni

Jako podplrny materidl pro enzymaticky debridement byla pouzita kifemicitd nanovlakna
a zkoumany byly moZnosti chemické upravy jejich povrchu takoveé, aby mohlo dojit
ke kovalentni imobilizaci proteolytickych enzyml. Popsana byla metoda s vyuzitim
glutaraldehydu. Jedna se 0 jednu z nejpouzivanéj$ich metod, ovSem v jiném nez medicinském
prostiedi. Glutaraldehyd neni biokompatibilni (Chen et al. 2013), pro buiiky je toxicky
(Beauchamp et al. 1992) a vyuziva se spiSe jako dezinfekce. Metoda byla ale pouzita jako
srovnavaci a hlavnim tkolem disertacni prace bylo nahradit pravé tento ligand.

Dokladem tohoto tvrzeni je i studie Bayata a kol. (2019) vénujici se vyvoji chitosanovych
nanovlaken s bromelainem, ktery byl jiz rozpus§tén v roztoku pro elektrostatické zvlaknovani,
a byl tedy ve 2% nebo 4% koncentraci sou¢asti piimo vytvoienych nanovlaken. V piipadé, kdy
byla pro zvySeni stabilizace téchto vlaken pouzita metoda prokiiZzeni pomoci glutaraldehydu,
byl material pro lidské kozni fibroblasty cytotoxicky (konkrétné pii pouziti 4% roztoku
bromelainu). Pfitom jinak byla samotnd chitosanova nanovldkna, chitosanovd nanovldkna
s 2 % 14 % bromelianu a samotny bromelain pro uvedeny druh bunécné linie netoxické.
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3.1 Enzymaticky debridement jako bezbolestné odstranéni nekrozy

Jako debridement je oznacovano vyc€iSténi rany, soucast toalety rany. Spociva v celkovém
odstranéni adherované, nekrotické nebo kontaminované tkané. Nejednd se tedy o klasické
vyCisténi rany od cizich téles, metabolickych produktl, nebo o resekci funk¢ni tkané
ani amputaci. Evropska asociace pro management ran definuje debridement jako proces
odstranéni nekrotické tkané, escharu, devitalizované tkan¢, infikované tkané, hyperkeratozy,
strupu, hnisu, hematomu, cizich téles, necistot a kostnich fragmenti za ucelem podpory hojeni
rany (Strohal et al. 2013). Druhti debridementu existuje cela fada. Mezi aktivni metody patii
debridement chirurgicky, mechanicky, hydrochirurgicky a ultrazvukovy, k pasivnim metodam
fadime debridement chemicky, autolyticky, biologicky, podtlakovy a enzymaticky. Jednotlivé
druhy debridementu se mezi sebou velmi Casto kombinuji. Nejcastéji se pouziva chirurgicky
debridement. Jedna se o nejrazantnéj$i, nejrychlejsi, ale téZ nejradikalnéjsi formu
debridementu. Provadi se pomoci skalpelu, niizek, exkochleacnich 1zi¢ek, pinzet apod. Metoda
je to tedy velmi bolestiva. OvSem vSechny druhy debridementu maji néjaké nevyhody.

Nevyhodou enzymatického debridementu je finanéni naro¢nost a nestabilita enzymt. Vyhodou
je pouze lokalni ptsobeni enzymu, které neposkozuje okolni zdravou tkan. Metoda je mnohem
rychlejsi nez autolyticky debridement.

3.1.1 Mechanismus G¢inku enzymi

Hlavni funkci enzymu je urychleni reakci bez ovlivnéni sloZeni rovnovazné smési, nebot
zvySuji rychlost reakce obéma sméry. Dulezitou funkci enzymu je zajisténi specifického
prabéhu reakci bez vzniku vedlejSich produktd a jejich pfesné navaznosti a koordinace
(Vodréazka 1992).

Mechanismus t¢inku enzym probihd v nékolika krocich. Nejprve musi dojit k tomu, Ze enzym
rozpozna obecné¢ strukturni rysy na substratu. Tak, aby mohlo dojit ke spojeni aktivniho centra
se substratem a katalyze reakce, dochdzi vétSinou po rozpoznani také ke konformaénim
zménam. Nekdy se jednd pouze o preusporadani postrannich fetézct, jindy je moznd velka
reorganizace molekuly a odhaleni piivodné nedostupnych skupin. Po pfeorganizovani molekuly
dochazi k blizkému kontaktu aktivniho mista se substratem. Bylo zjiSténo, Ze aktivni
zachytavani substratu z okolniho roztoku vede k velmi nizkym hodnotam aktivacni energie
enzymovych reakci (jinak feceno — ucinnou katalyzu neni moZné pozorovat u molekul volné
se pohybujicich v roztoku, je velmi dilezity jejich vzajemny kontakt). Vzdalenost mezi
interagujicimi atomy substratu a molekulami aktivnich center se pohybuje pouze okolo 0,3 nm
a vznikajici vazby jsou vétSinou nekovalentni. Takto malad vzdéalenost interagujicich skupin
je vyhodna zejména proto, Ze se zde 1 ve vodném prostiedi nedostanou molekuly vody a misto
vzniku vazby ma vétSinou jiné fyzikalni podminky nez okolni vodné prostfedi. V aktivnim
centru dochdzi nejen k pfiblizeni atomi substratu a skupin aktivniho centra, dochazi také
ke zvyseni koncentrace substratu (Vodrazka et al. 1991).
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Ptiblizeni takto slozitého procesu je uvedeno proto, aby bylo 1épe pochopitelné, proc je aktivita
enzymu vyrazng zavisla na hodnoté pH, teploty a pfitomnosti inhibitord. Kazdy enzym ma tedy
své pH optimum a teplotni optimum, které se ovSem pii kovalentni imobilizaci enzymu
na substrat mize liSit od optima pro volny enzym. V praktické ¢asti disertace bylo tedy
nezbytné podrobit nanovlakna s imobilizovanymi enzymy testim zavislosti proteolytické
aktivity enzymu na hodnoté pH a teploté¢.

3.1.2 Enzymy v mastech a hydrogelech

V této kapitole byl také vysvétlen ditvod, pro¢ je smyslem diserta¢ni prace navazat enzymy
na nanovlakna — ta totiz dokazi pfesn¢ kopirovat povrch rany, a tedy zajistit pfimy kontakt
enzymu s nekrézou. Pokud by byly pouzity naptiklad pftili§ nepoddajné obvazy, nezajistime
uplny kontakt s povrchem rany. Enzymy jsou vétSinou piidavany do masti nebo geli a mély
by pracovat synergicky s endogennimi enzymy pacienta. Bohuzel vtomto ptipadé sice
zajistime piimy kontakt s povrchem rany, ale zabranujeme pfistupu kysliku k rané a velmi
snizujeme moznost konformaénich zmén uvnitt enzyma (SUKL 2019).

Provedena byla rozsahla reserse produkti pro enzymaticky debridement dostupnych v Ceské
republice i v zahrani¢i. Nejcasté&jSimi produkty, které se na trhu objevuji, jsou masti
s kolagenazou, bromelainem, trypsinem, chymotrypsinem, fibrinolyzinem a masti s papain-
mocovinou. Gely ze streptokinazy a streptodornazy jsou pomérné drahé a byla prokazéana
i alergie na tyto enzymové gely (Strohal et al. 2013).

Enzymy jsou do masti €asto jen pfimichany, pfi pouziti hydrogelii se nékdy jedna jiz o pevnéjsi
chemické vazby. Pii pouziti masti je dilezité zdlraznit, ze se jedna spiSe o podptirnou metodu,
kterd je v naprosté vétSiné ptipadi kombinovana jesté s mechanickym odstranénim nekrozy.
Neftesi tedy zdsadni problém tématu disertacni prace.

3.2 Vyroba kiremicitych nanovlaken a jejich teplotni stabilizace

Pro vyrobu vzorkl napomahajicich bezbolestnému odstranéni nekrotické tkané byla na zakladé
nanovlakna. Popis jejich vyroby je uveden v patentu Nanofiber structure with immobilized
organic agens and the method of its preparation — WO 2014026656 Al (Slamborova et al.
2014).

Hodnota teploty pro stabilizaci zvlaknénych nanovldken byla v prvnich letech prace na mé
disertaci ovlivnéna kvalifikacnimi pracemi studentky Markéty Paprckové. Ta se vénovala
ve sveé bakalarské a nasledné diplomové praci vlivu teploty stabilizace kiemicitych nanovlaken
na jejich rozpousténi ve vodném prostiedi (Paprckova 2014) a poté ve vybranych télnich
tekutinach (Paprckova 2017).

Na zéklad¢ vysledkii z kvalifikacnich praci zminéné studentky, byly vybrany pro tepelnou
stabilizaci kfemicitych nanovlaken tyto hodnoty — 180, 260 a 550 °C. Stabilizace probihala
vzdy 2 hodiny. V prvni ¢asti pfedkladané disertace byla tedy pouzivana kiemicitd nanovlakna
stabilizovana na tyto teploty a byl zkouman jejich vliv na strukturu nanovlaken, proteolytickou
aktivitu enzymdu a cytotoxicitu. Vysledky jsou uvedeny v kapitole 4.2,
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3.3 Metoda méreni proteolytické aktivity enzymii

Po uspésné imobilizaci enzyml na nanovldkna byla méfena jejich proteolytickd aktivita.
Vyzkouseny byly metody vyuzivajici ke kvantifikaci proteolytické aktivity jak ultrafialovou,
tak viditelnou oblast zafeni. V disertacni praci jsou uvedeny diavodu, pro¢ nakonec nebyly
vyuzity metody detekce v UV oblasti — zejména kvuli faktu, ze mnoho latek obsazenych
v pufrech a hlavné samotné aminokyseliny absorbuji zafeni mezi 260 a 280 nm (Beaven et al.
1950). Optimalizovany byly tedy dvé metody, S vyuziti Folin-Ciocalteauova ¢inidla a Lowryho
metoda (Lowry et al. 1951). Spolehliva metoda méfeni proteolytické aktivity byla dlouho
optimalizovana.

3.3.1 Lowryho metoda

Az v ptipad¢ pouziti Lowryho metody jsme dostavali reprodukovatelné¢ vysledky méteni
aktivity enzymu. V této metod¢ se po reakci enzymu se substratem jesté pied pridanim Folin-
Ciocalteauova cinidla pfidava biuretové cinidlo, které zajisti chelataci méd’natého iontu
imidovymi strukturami polypeptidového fetézce, v dalSim kroku se jiz ptidava opét Folin-
Ciocalteauovo ¢inidlo (Lowry et al. 1951). Hodnota absorbance byla ode¢itana pii vinové délce
750 nm. Tento postup se osvédcil a byl poté pouzivan vzdy k méteni aktivity proteolytickych
enzymu, vysledky ziskané metodou s vyuzitim pouze Folin-Ciocalteauova c¢inidla byly
zopakovany. Jako substrat byl pouzit kasein, jako srazeci ¢inidlo kyselina trichloroctova.

3.3.2 Jednotky proteolytické aktivity

K vyjadieni vysledku méfeni se pouziva nékolik jednotek. Pro ucely porovnavani proteolytické
aktivity imobilizovanych enzymi na nanovlakna byla aktivita vzdy vztaZzena na mg nanovlaken.
Tento zpusob byl ptejat z literatury, kterd se zabyva danou tématikou (Srbova et al. 2016).
Vysledek je vzdy uveden v jednotkdch Units na mg nanovlaken, pficemz 1 Unit je definovana
jako mnozstvi enzymu katalyzujiciho produkci 1 umolu L-tyrosinu za minutu.

Vysledny vzorec pro vypocet aktivity enzymu byl tedy nésledujici (Rovnice 1), kde ntyr
je mnozstvi L-tyrosinu v mikromolech odStépen¢ho z kaseinu za dobu reakce, Vr je celkovy
objem chemikalii vstupujicich do reakce v mililitrech, Mvl je hmotnost nanovlaken vstupujicich
do reakce v miligramech, Tr je ¢as reakce v minutach a Vcol je objem chemikalii vstupujicich
do kolorimetrické reakce pfed méfenim absorbance L-tyrosinu pomoci spektrofotometru
v mililitrech.

Units ntyr[umol]*Vr[ml]

Rovnice 1 (Srbova et al. 2016)

mg vlaken - Mvl[mg]*Tr[min]*Vcol[ml]

4  Puavodni vysledky
V ptedkladaném autoreferatu disertacni prace nejsou popsany vSechny vysledky, kterych bylo

béhem vyzkumu dosazeno. Nejvice ¢asu bylo vénovano kroku funkcionalizace nanovlaken,
optimalizaci Lowryho metody, zptsobu sterilizace vyrobenych vzorkii, testim proteolytické
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aktivity enzyml za raznych podminek a testim cytotoxicity. Zde jsou uvedeny pouze

vvvvvv

Nejsou zde napiiklad vibec uvedeny vysledky testii rozpustnosti nanovlaken senzymy
a vysledky testovani zmény pH roztoku po louhovani nanovlaken s enzymy v zavislosti
testll bylo, ze nejvétsi zména hmotnosti nanovlaken a nejvétsi zména hodnoty pH vyluhu
se projevila u vzorku ptipraven¢ho metodou A-EDC.

4.1 Zakladni charakteristiky nanovliken a jejich vizualizace

Kiemicita nanovlakna vyrobend vySe popsanym zptsobem byla vZdy vizualizovdna pomoci
skenovaci elektronové mikroskopie (SEM). Plosna hmotnost byla vypocitana z 9 sérii
zvlaknovani, vzdy byly méteny 3 vzorky z kazdého zvlaknovani a hodnota se pohybovala
vrozmezi 25-55 g/m? Primér nanovliken byl méfen opakované na nahodné vybranych
vlaknech a pohyboval se v intervalu 80-650 nm. Pofizeny byly také SEM snimky standardnich
kfemicitych nanovldken a nanovlaken s imobilizovanymi enzymy. Jednalo se bud’ o metodu
upravy B-DSC (vice o metod¢ v kap. 4.3.4) s imobilizovanym trypsinem (Obrazek 1 B), nebo
o metodu upravy A-EDC (vice o metodé v kap. 4.3.3.) s imobilizovanym trypsinem (Obrazek
1 D alF). Snimky byly pofizeny s riznym zvétSenim. Na snimcich S imobilizovanymi enzymy
(B, D a F) jsou jasn¢ viditelné ,,kulicky* na povrchu nanovlaken. Povrch nanovldken neni
hladky jako v ptipadé¢ standardi. VSechna vlakna byla tepelné stabilizovana na teplotu 180 °C.
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Obrazek 1: SEM snimKky standardnich nanovlaken bez enzymu (A, C a E) a s imobilizovanymi enzymy:
metoda tpravy B-DSC s trypsinem (B), metoda tipravy A-EDC s trypsinem (D a F). ZvétSeni: 50 000 x
(A, B), 25000 x (C, D), 10 000 x (E, F).

K vizualizaci povrchu nanovlaken byl pouzit také mikroskop atomarnich sil NanoWizardIII.
Pomoci AFM byla vizualizovana kifemicitd nanovldkna s imobilizovanym modelovym
enzymem — esterazou z prasecich jater (EC 3.1.1.1). Snimky jsou uvedeny pouze v disertacni
praci, protoze snimani vzorkli pomoci AFM nebylo poté jiz dale pouzivano a k zobrazeni
povrchu byla pouzivana metoda SEM.

4.2 VIliv teploty stabilizace na vlastnosti nanovlaken a aktivitu enzymi

Bylo provedeno méfeni pruméru nanovlaken stabilizovanych na teplotu 180, 260 a 550 °C
bez enzymu (standardu nanovlaken) a s imobilizovanym enzymem (jednalo se o enzym
bromelain ze stonku ananasu (EC 3.4.22.32), imobilizace byla provedena pomoci metody
A-EDC, vice o této metod¢ je uvedeno v kapitole 4.3.3). Z naméfenych dat se zda, Ze
se zvySovanim teploty stabilizace se zvySuje prumér vlaken, kviili velké smérodatné odchylce
nelze ale toto tvrzeni brat jako statisticky vyznamné.

Na Obrazku 2 jsou uvedeny vysledky testu proteolytické aktivity imobilizovaného enzymu PR
(proteaza z Aspergillus oryzae) v zavislosti na teploté stabilizace kiemicitych nanovlaken.
Pomoci analyzy rozptylu (ANOVA) bylo zji§téno, Ze se proteolyticka aktivita imobilizovaného
enzymu li$i na hladiné vyznamnosti 5 % v zavislosti na teploté stabilizace nanovlaken. Pomoci
enzymu byla na vlédknech s teplotou stabilizace 550 °C, vyssi aktivita enzymu byla v ptipadé
pouziti nanovlaken stabilizovanych pti 180 a 260 °C. Ptitom rozdil aktivity na téchto vlaknech
nebyl statisticky vyznamny na hlading€ 5 %.
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Proteolyticka aktivita enzymu v zavislosti na
teploté stabilizace nanovlaken

0,04
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0,01 |:|
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180 260 550
Teplota stabilizace nanovlaken [°C]

Units / mg nanovlaken

Obriazek 2: Proteolyticka aktivita enzymu PR (proteaza z Aspergillus oryzae) imobilizovaného metodou
A-EDC pfi teploté 37 °C a hodnoté pH = 7 v zavislosti na teploté stabilizace kiremicitych nanovlaken.
Hodnoty byly primérovany ze 4 vzorki.

Proveden byl také MTT kolorimetricky test méfici metabolickou aktivitu bunék v kontaktu
S nanovlakny stabilizovanymi na 3 uvedené teploty. Byly pouzZity bunky 3T3-SA mysi
fibroblasty. Viabilita byla méfena 1., 4. a 7. den po nasazeni bun¢k na nanovlakna. Vysledek
testu velmi ovlivnil zplsob sterilizace vzorkl. Po imobilizaci enzymu byly vzorky sterilizovany
pomoci studeného ethylenoxidu a poté odvétravany 14 dni. V porovnani vysledki MTT testu
provadénych stejnou laboratoii (laboratof KNT, TUL) na shodnych kiemicitych nanovlaknech
za pouziti identické metody i bunék, byla viabilita vyrazné nizsi v ptipad€ pouziti ethylenoxidu
pro sterilizaci oproti sterilizaci v autoklavu. Na zaklad¢ téchto vysledkil, byla metoda sterilizace
pomoci ethylenoxidu oznacena za nevhodnou. Z grafu na Obrazku 3 je nicméné znatelné,
7e metabolicka aktivita bun€k se sniZzovala se zvySujici se teplotou stabilizace. Na zaklad¢
téchto a vyse uvedenych vysledkt, byla jako nejvyhodnéjsi teplota stabilizace nanovlaken
zvolena hodnota 180 °C. Pokud byla dale v diserta¢ni praci pouzita teplota 260 nebo 550 °C,
bylo to z diivodu, zZe testy byly provadény jesté pted vyhodnocenim vlivu teploty stabilizace,

Vv oW

nebo byly provadény soubézné s t€mito testy.

Viabilita mysSich 3T3 bunék v zavislosti na teploté
stabilizace nanovlaken

0,4
]
(5]
s 03 Dl.den
2
s 02 m4.den
8 B 7.den
< 01

el ol ol

180 °C 260 °C 550 °C
Teplota stabilizace nanovldken

Obrazek 3: Graf zavislosti viability mySich 3T3 fibroblastii na teploté stabilizace kifemicitych nanovlaken.
Méieno 1., 4. a 7. den od nasazeni bunék na nanovlakna. Sterilizace pomoci ethylenoxidu, test kontaktem.
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4.3 Uprava povrchu nanovliken

Modifikovat povrch nanovliken lze pomoci nékolika odlisnych metod. Uprava povrchu
kifemicitych nanovlaken spocivd v propojeni SI-OH skupiny na povrchu nanovlaken
a aminoskupin na povrchu enzymu. Velmi Casto se v prvnim kroku vyuziva procesu silanizace
a nasledné jednostupnové, nebo dvoustupniové funkcionalizace. Za urcitych reakcénich
podminek je ale mozné silanizaci vynechat a vyuzit pouze jednostupiiové funkcionalizace.
O vsech téchto moznostech pojednava disertacni prace.

4.3.1 Silanizace povrchu nanovliken

Zde bych se blize zaméfila na silanizaci povrchu pomoci (3-Aminopropyl)triethoxysilanu
(APTES). Provedena byla sice i silanizace pomoci (3-Glycidyloxypropyl)trimethoxysilanu, ale
pii jeho pouziti doslo k naprosté zméné struktury vlaken — K poruseni vlaken, polamani a vzniku
,»shlukll a bublin“ (Obrazek 4). Makroskopicky se zdala nanovldkna podobna spise folii nez
nanovlaknim. Nepomohla ani vyména rozpoustédla. Proto byl ke kroku silanizace zvolen
pouze APTES.

Obrazek 4: SEM snimek nanovliken po silanizaci 4% GLYMO v 1,4-dioxanu. ZvétSeni 10 000 x.

Realizovany byly testy tykajici se koncentrace APTES a nacasovani silanizace povrchu
kfemicitych nanovldken. MnoZstvi reaktivnich aminoskupin (NH2) navazanych diky silanizace
pomoci APTES na povrch kiemicitych nanovlaken byl kvantifikovdn pomoci ¢inidla
fluorescein-isothiokyanat (FITC). Jeho mnozstvi, které se navaZe pouze na aktivni
aminoskupiny z APTES je mozné kvantifikovat spektrofotometricky pti vinové délce 490 nm.

Timto zplsobem bylo zjist€no, Ze nejvyssi mnoZstvi reaktivnich aminoskupin pfi nejmensi
koncentraci a nejkrat$i dobé¢ silanizace je v ptipad¢ reakce 2% APTES po dobu 2 hodin. Pomoci
metody vyuzivajici FTIC byl také testovan zptisob uchovavani vzorki po delsi dobu. Kiemicita
nanovlakna teplotné stabilizovana na 260 °C byla silanizovana ihned po zvlaknovani, déle
az 1 mé&sic po zvladknovani a 2 mésice po zvlaknovani. Teplotni stabilizace néasledovala vzdy
neprodlené¢ po zvlaknovani. Z Tabulky 1 je vysledek tohoto testu jasny — &im déle
po zvlaknovani k silanizaci dochézi, tim méné je na povrchu aktivnich aminoskupin. Tato
nevyhoda je piimym duasledkem jedné z hlavnich vyhod nanovlaken — velmi reaktivniho
povrchu. ProtoZe vSechny naadsorbované molekuly by se ale mély pfi teploté 150 °C resorbovat
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Z povrchu nanovlaken, bylo vyhtati nanovldken na 150 °C po dobu dvou hodin zafazeno tésné
pted krok silanizace povrchu nanovlaken.

Tabulka 1: Mnozstvi reaktivnich aminoskupin v zavislosti na prodleni mezi zvlakiiovanim nanovlaken
a procesem silanizace.

Silanizace ihned Silanizace 1 mésic Silanizace 2 mésice po
po zvlaknovani po zvlakinovani zvlakiovani

27,742,0 13,9+6,3 9,9+4.4

2%

Na zéklad¢ reSerse a vySe uvedenych vysledki byl tedy stanoven postup silanizace nasledovné:
teplotn¢ stabilizovand kiemicitd nanovldkna byla vzdy uchovavana v silném alobalu
a uzaviratelném sacku ve tm¢ v laboratornich podminkéch. Pied silanizaci byla nanovldkna
vystavena teplot¢ 150 °C na 2 hodiny, néasledovala okamzité silanizace pomoci 2% APTES
V 95% izopropylalkoholu (doba reakce 2 hod., teplota 70 °C). Poté nasledoval 2x oplach
Vv ethanolu a vysuseni vldken na 110 °C po dobu 30 min. Thned po silanizaci néasledovala
funkcionalizace povrchu nanovlaken. ProtoZe po silanizaci nanovlaken pomoci APTES jsou
na povrchu reaktivni aminoskupiny a reaktivni skupinou v enzymech pro kovalentni vazbu
je také ve vétSiné ptfipadl aminoskupina, je nutné v dalSim kroku propojit tyto dvé
aminoskupiny.

4.3.2 Funkcionalizace povrchu silanizovanych kiemicitych nanovliken

Nejvice ¢asu bylo vénovano kroku funkcionalizace nanovldken pomoci raznych sloucenin
a ¢inidel. Casto se pouzivaji halogenidy, bifunkéni ¢inidla, nebo sulfony. Jejich reaktivni
skupiny poté jiz reaguji ptimo s biomolekulami. V literatute je popsano opravdu nepieberné
mnozstvi moznych postupli, vétSina sloucenin, nebo jejich rozpoustédel, ale mohou byt
pro organismus toxicka.

Moznosti funkcionalizace povrchu nanovlaken byly opét peclivé rozebrany v diserta¢ni praci,
zde bych uvedla pouze vyslednou tabulku (Tabulka 2) i s informaci, zda postup byl vyzkousen
a jaky byl vysledek. Konkrétni koncentrace, rozpoustédla, postupy a divodu, pro¢ nékteré
chemikalie nebyly ani vyzkouseny, jsou uvedeny v disertacni praci.

Nejvice byl testovan postup s pouzitim (3-Aminopropyl)triethoxysilan (APTES) k silanizaci
povrchu, kde nasledoval proces dvoustupiiové funkcionalizace pomoci sukcinanhydridu (SU)
jako anhydridu ke karboxylaci povrchu a NHS esteru vytvoieného z N-hydroxysukcinimidu
(NHS) a 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimidu (EDC). Pro lepsi orientaci jsem
tento postup oznacila jako postup A-EDC a je zde rozepsan.
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Tabulka 2: Reagencie, kterymi je moZné nahradit glutaraldehyd p¥i imobilizaci enzymi i s informacemi,
zda byl tento postup testovan. PouZito: (3-Aminopropyl)triethoxysilan (APTES), anhydrid kys. jantarové
(SU), N,N'-Dicyklohexylkarbodiimid (DCC), N-hydroxysukcinimid (NHS),
1-Etyl-3-(3-dimetylaminopropyl)karbodiimid (EDC), N-Cyklohexyl-N'-(2-morpholinoethyl)karbodiimid
CMC), N,N'-Disuccinimidyl karbonat (DSC).

APTES Anhydrid DCC /NHS NE - Doporucuje se nahrazovat
pomoci EDC (Hermanson
2008)
APTES SuU EDC /NHS ANO Test proteol. aktivity, Obrazek 8, 9, 13, 14
testy cytotoxicity.
APTES Anhydrid CMC /NHS NE - -
APTES SU DSC ANO Test proteol. aktivity, Obrazek 7, 14, 15
testy cytotoxicity
- - DsC ANO Testy cytotoxicity Obrazek 8, 9
APTES SuU EDC NE Vyhodnéjsi je pozit s NHS
anebo sulfo-NHS protoze
se tim zvysi rozpustnost
esteru i stabilita
meziproduktu, ktery
reaguje s aminy enzymu
(Hermanson 2008)
APTES Kyselina ANO Testy stability Tabulka 13 v diserta¢ni
glutarova praci
Divinylsulfon NE
Benzochinon NE
Epichlorhydrin NE

4.3.3 Metoda upravy nanovliaken A-EDC

Na zaklad¢ velmi rozsahlé resersSe, vySe uvedenym diivodim a vysledktim, byl optimalizovan
nasledujici postup Upravy nanovldken. Tento zplisob upravy nanovldken byl podroben
nejrozsahlejSimu  testovani. Protoze se pii této metodé pouziva 1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)karbodiimid, tedy EDC, byla tato metoda oznacena jako metoda
A-EDC.

Kfemicita nanovlakna byla silanizovana 2% roztokem APTES v 95% roztoku IPA. Reakce
probihala pfi teploté 70 °C a po reakci byla nanovlakna dvakrat promyta v ethanolu (EtOH).
Nasledné¢ byla nanovlakna vlozZena do susarny, kde byla postupné zvySovana teplota az na 110
°C. Dal$im krokem byla karboxylace pomoci sukcinanhydridu. 2% SU byl rozpustén v EtOH
a nanovlakna byla ponofena do tohoto roztoku o laboratorni teploté na 2 hodiny. Nésledn¢ byl
vyuzit

N-hydroxysukcinimidovym ester vytvoteny z EDC a NHS. EDC bylo rozpusténo v 0,05
M MES pufru s pH = 6,0 a vedle bylo NHS rozpusténo také ve stejném MES pufru. Oba roztoky
byly smichany tak, aby kone¢né koncentrace roztoku byla 2% EDC i 2% NHS. Nyni jiz bylo
mozné rozpustit pozadovany enzym v 0,1 M fosfatovém pufru s pH = 7,2 v konecné
koncentraci 2 % enzymu.
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Pomoci tohoto procesu funkcionalizace byla optimalizovana metoda méifeni proteolytické
aktivity enzymi a byly takto provedeny zakladni testy pH zavislosti a teplotni zavislosti
enzymu. AZ v ramci testl cytotoxicity bylo zjiSténo, zZe tento postup funkcionalizace vykazuje
pomérné vysokou cytotoxicitu (kap. 4.2. Obrazek 42 a 43) a zacCala byt testovana metoda
s vyuzitim disukcinimidylkarbonatu.

4.3.4 Metoda ipravy nanovliken B-DSC

Dalsi metoda, ktera byla optimalizovana a Siroce testovana, je oznacena jako metoda B-DSC
a vyuziva se pii ni disukcinimidylkarbonat. Nanovldkna jsou nejprve silanizovana pomoci
APTES, poté karboxylovana pomoci sukcinanhydridu. Nasledné byl piipraven 2% roztok
disukcinimidylkarbonéatu v EtOH a nanovlakna byla ponotfena na 1 hodinu pii pokojové teploté.
Schéma je naznaceno na Obrazku 5.
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Obrazek 5: Schéma postupu imobilizace enzymu na ki‘emicita nanovlakna pomoci modifikace povrchu
(3-Aminopropyl)triethoxysilanem a nasledné funkcionalizace sukcinanhydridem a disuccinimidyl
karbonatem.

4.3.5 Metoda dpravy nanovliken C-GLU

Tato metoda s vyuzitim glutaraldehydu byla optimalizovana a byla pouzivana pouze jako
srovnavaci. Piesny postup je uveden v disertacni praci v kapitole 3.2.5.

4.4 TImobilizace enzymii a vliv reakénich podminek na jejich aktivitu
Imobilizovano bylo postupné¢ 7 druhd enzymd, byly vybrany enzymy rostlinné, zivocisné

I bakterialni. Nejprve byly provedeny zakladni testy aktivity enzymu pii standardnich
podminkach (teplota 37 °C, pH = 7, Obrazek 6), v dal$im testovani bylo nésledné¢ pracovano
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Jjiz s men$im poctem enzymi, byly ale provedeny rozsahlejsi testy zavislosti proteolytické
aktivity enzymil na hodnoté pH, na teplot¢, na podminkach uskladnéni, zplisobu imobilizace
a podobn¢.

Proteolyticka aktivita imobilizovanych enzym: pH = 7,
T =37 °C, metoda A-EDC
0,05

0,04

[ I
0,03
0,02

0,01

Units/ mg nanovlaken
—
—

0 -
PR1 PR2 KO BR TR1 TR2 CH
Oznaceni enzymu

Obrazek 6: Proteolyticka aktivita 7 riznych imobilizovanych enzymii na kiemicitd nanovlakna: proteiza
z Bacillus licheniformis (PR1), proteaza z Aspergillus oryzae (PR2), kolagenaza z Clostridium histolyticum
(KO), bromelain ze stonku ananasu (BR), trypsin z hovéziho pankreatu (TR1), trypsin z praseciho
pankreatu (TR2) a chymotrypsin z hovéziho pankreatu (CH).

Dalsi testy pokracovaly pouze se 4 enzymy: byla vyfazena proteaza s nizsi aktivitou (tedy PR1),
trypsin s nizsi aktivitou (tedy TR2) a kolagenaza (KO). Proteaza a trypsin byly vyfazeny
z diivodu nizsi aktivity u stejného druhu enzymu a kolagenaza byla bohuzel vyrazena proto,
7e jsme v laboratofi neméli dostate¢né mnozstvi tohoto enzymu k provedeni vSech uvedenych
testll v této disertacni praci. Protoze chemikalie a spotfebni materidl potfebny v této praci
je velice finanéné naro€ny, nebylo mozné zakoupit novou kolagenazu v prvnich 4 letech
vyzkumu.

V kapitolach 4.4.1 az 4.4.3 jsou uvedeny vysledky, které byly zpracovany pomoci statistického
programu TIBCO Statistica. VSechny namétené vysledky byly rozdéleny podle druhu vysledku
do nekolika skupin tak, aby byly porovnatelné. Nejvétsi skupinu vysledkt tvofily testy
proteolytické aktivity imobilizovanych enzymu v zavislosti na metod¢ imobilizace — metoda
A-EDC, metoda B-DSC a metoda C-GLU, zaroven v zavislosti na teploté (4, 23, 37 nebo
45 °C), hodnoté¢ pH (5, 7, 8 nebo 9) a druhu proteolytického enzymu (PR, BR, TR, CH). Tyto
vysledky proteolytické aktivity byly vzdy uvedeny v jednotkach Units/mg nanovlaken, byly
mezi sebou tedy porovnatelné. Ocekavanym vystupem této skupiny testti bylo oznaceni nejlepsi
metody imobilizace a nejvhodnéjsiho proteolytického enzymu, ktery bude vykazovat vysokou
aktivitu za podminek odpovidajicich v popalené tkani — hodnoté pH = 8 a teploté 37 °C.

Dalsi skupinou vysledki byly testy cytotoxicity v zavislosti na pouzité metodé¢ funkcionalizace,
kde ocekdavanym vysledkem bylo oznafeni metody, kterd neprokazuje cytotoxicitu vici
bunéénym liniim in Vitro 4.6. Posledni skupinou vysledkt byly testy stability vzorkua
Vv zavislosti na pouzité metod¢ funkcionalizace nanovldken i pouzitém enzymu. Testy in vitro
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na praseC¢i kazi nebyly nijak kvantifikovany, slouzily pouze jako vizualni dikaz toho,
ze vyrobené vzorky splituji svou hlavni funkei.

4.4.1 Testovani aktivity enzymi v zavislosti na metodé funkcionalizace nanovlaken

Nejvice testil bylo provedeno pro metodu A-EDC. Zde jsou uvedeny vysledky pro metodu
B-DSC, kterd byla vyhodnocena jako nejvhodnéjsi metoda. Na Obrazku 7 je vidét box plot
statistika pro ty kombinace hodnoty pH a teploty, které byly pro metodu B-DSC méieny.

Box & Whisker Plot: B)DSC

pH: &

pH: 7
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Enzym

Obrazek 7: Box plot statistika pro metodu B-DSC. Mean znamena priamér, mean=SD oznaluje
smérodatnou odchylku od priiméru a mean+l, 96*SD oznacuje 95% interval spolehlivosti. Osa y vidy
znazornuje proteolytickou aktivitu enzymi v jednotkach Units/mg nanovliken.

Proveden byl také post hoc test, ktery na rozdil od ANOVY nepotvrdi pouze, Ze mezi skupinami
existuje rozdil, ale zjisti 1, které skupiny jsou odliSené od ostatnich. Konkrétné byl pouzit LSD
(least significant difference) test, ktery aplikuje standardni t-testy na vSechny mozné pary
sttednich hodnot vybranych skupin. Pfedpokladem pro pouziti post hoc testll jsou stejné
rozptyly skupin. Rozdily mezi skupinami byly testovany na hladiné vyznamnosti o = 5 %.
Pro kontrolu byl pouzit jesté ze skupiny post hoc testi Tukeytv HSD (honestly significant
difference) test a bylo vzdy porovnéno, zda LSD a HSD test oznacil vzdy stejné dvé
porovnavané skupiny vzorkl za odli$né na hladin€ vyznamnosti 5 %. VSechny vzorky byly
provedeny ve 12ti opakovanich.

V Tabulce 3 je uveden vysledek HSD testu pro metodu B-DSC teplotu 37 C° a pH = 7. Protoze
byla tato statistika provedena pro vSechny naméfené kombinace pH a teploty, je mozné vytvofit
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Tabulku 4. V té je uvedeno, u kterého enzymu byla proteolyticka aktivita za danych podminek
na hladiné vyznamnosti 5 %. Nejvyssi aktivita byla naméfena v ptipadé trypsinu (pro 4 piipady
ze 6), v jednom byla nejvyssi aktivita pfi pouziti proteazy a v jednom piipad¢é byla aktivita
proteazy a trypsinu stejna. Nikdy nebyla proteolyticka aktivita nejvyssi pii vyuziti bromelainu,
coz je jeden z dliivodu, proc€ pfi testech zavislosti na hodnoté pH jiz nebyl dale pouzivan.

Tabulka 3: HSD test pro porovnani v§ech moZnych parii stfednich hodnot vybrané skupiny — ¢ervené
oznacené se liSi, Cerné oznacené se nelisi, metoda B-DSC, teplota =37 °C, pH = 7.

Teplota=37, pH=7

Tukey HSD test; variable B)DSC (Spreadsheet1)
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = ,00001, df = 33,000

Enzym {1} 1G] 3}
Cell No. 03555 02573 03331
1 PR 0.000126/  0,121855
2 BR| 0.000126 0.000126
3 TR| 0.121855 0.000126

Tabulka 4: Porovnani aktivity enzymi bromelain (BR), trypsin (TR), proteiaza (PR) a chymotrypsin (CH)
pro metodu B-DSC. V 6 piipadech ze 7 byla nejvétsi proteolyticka aktivita naméfena u trypsinu.

HedompHo, 2+ o3 3 &

7 TR>BR>PR TR>BR=PR PR=TR>BR PR>TR>BR
8 TR>PR
9 TR>PR

4.4.2 Testovani proteolytické aktivity enzymi v zavislosti na hodnoté pH

Na Obrazku 8 je mozné vidét pH zavislost jednotlivych enzymii pro metodu upravy nanovlaken
A-EDC. V méfeném rozsahu pH hodnot se aktivita protedzy a bromelianu
se zvySujicim pH sniZzuje a u trypsinu a chymotrypsinu naopak zvysuje. Pokud srovname
proteolytickou aktivitu enzymui v jednotkach Units/mg nanovlaken (osa y na Obrazku 8),
tak nejvyssi aktivita byla v rozmezi pH = 7-9 méfena u trypsinu, mirn¢ nizs$i u proteazy
u chymotrypsinu. Pro pouziti pti 1é¢bé popalenin samoziejmé vyZzadujeme enzym, ktery
vykazuje nejvyssi aktivitu v uvedeném intervalu pH a zaroven jeho aktivita je nejméné na této
hodnoté¢ zavisla. Podle uvedenych vysledka toto spliuje trypsin.
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Enzym=PR, Teplota=37
pH; LS Means
Current effect: F(3, 44)=24,349, p=,00000
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals

Enzym=TR, Teplota=37
pH, LS Means
Current effect: F(3, 44)=63,084, p=,00000
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Obrazek 8: Grafy zavislosti proteolytické aktivitu (vZdy osa y) imobilizovanych enzymii metodou A-EDC
na hodnoté pH - proteaza vlevo nahofte, trypsin vpravo nahoie, bromelain vlevo dole, chymotrypsin
vpravo dole. Osa y vZdy znazoriiuje proteolytickou aktivitu enzymi v jednotkach Units/mg nanovlaken.

4.4.3 Testovani proteolytické aktivity v zavislosti na teploté

Podobné byla proméiena 1 zdvislost aktivity na teploté. Vysledné grafy jsou uvedeny
na Obrazku 9. VSechny méfené enzymy maji nejvyssi aktivitu ze zvolenych teplot pfi t = 45
°C. Je to dano zejména tim, Ze kromé trypsinu (kde je uvedené pH optimum jiz pfi t = 40 °C)
je u vSech enzym teplotni optimum jesté vyssi nez je nejvyssi méfena teplota v této disertaci.
Vyssi teplota nez 45 °C nebyla ale testovana z toho diivodu, ze by nebylo mozné na popalening
kize vyssi teplotu aplikovat. Rozdil v aktivité mezi 4 a 45 °C byl u proteazy 0,029 Units/mg
nanovlaken, u trypsinu 0,019 Units/mg nanovlaken, u bromelianu 0,002 Units/mg nanovlaken
au chymotrypsinu 0,006 Units/mg nanovlaken. Nejvice tedy zavisi aktivita na teploté v ptipadé
protedzy a trypsinu, je to ovSem dano zejména tim, ze u téchto dvou enzymu je aktivita
pii vyssich teplotach vyrazné vyssi nez u bromelainu a chymotrypsinu.
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Obrazek 9: Grafy zavislosti proteolytické aktivitu (vZdy osa y) imobilizovanych enzymi metodou A-EDC
na teploté — proteaza vlevo nahore, trypsin vpravo nahoie, bromelain vlevo dole, chymotrypsin vpravo
dole. Osa y vidy znazoriiuje proteolytickou aktivitu enzymii v jednotkach Units/mg nanovliken

4.5 Sterilizace vyrobenych vzorki

Pfed samotnymi testy cytotoxicity bylo nutné vyfeSit problém, jak sterilizovat kifemicita
nanovldkna simobilizovanymi enzymy. Nejcastéjsi metody sterilizace biodegradabilnich
vzorkl jsou napsany v Tabulce 5. Uveden je i fakt, zda jsme dany druh sterilizace vyzkouseli
a jaky byl vysledek. VétSina z obvyklych metod nemohla byt pouzita. Naptiklad sterilizace
vysokou teplotou nemohla byt pouzita kvili imobilizovanym enzymiim, protoze diky
své proteinové povaze ztraci enzymy aktivitu jiz pii 55-60 °C, kdy dochazi k dentauraci
proteini a ke konformac¢nim zméndm. DalSi dlouho zvazovanou moZnosti byla sterilizace
pomoci gama zafeni. Nejcastéji se pro sterilizaci vzorkl vyuziva zafeni s absorbovanou davkou
10 az 30 kGy/h (Dai et al. 2016). Podle (Plikk et al. 2006; Yunoki et al. 2006; Cottam et al.
2009) neni gama zafeni ale vhodné na tento druh vzorki, protoZe po tomto procesu dochazi
ke zméné chemickych vlastnosti sterilizovanych vzorkili, ke snizeni mechanické odolnosti

Enzym=PR, pH=T7
Teplota; LS Means
Current effect: F(3, 44)=99 526, p=0,0000
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Tabulka 5: Metodi sterilizace biodeiradabilnich vzorki.

Zahriivani Autoklavovani Ne -
Zateni Gama Ne -
uv UV-Cne -
UV-A ano Zvyseni proteolytické Tabulka 6
aktivity imobil. enzymut
Chemické Ethylenoxid Ano, Testy viability bunék  ZvySeni cytotoxicity Obrazek 12
materialu
Ethanol Ano, Testy viability, Testy Mozné pouZit pouze do Obrazek 13
aktivity kroku funkcionalizace Obrazek 7
Propylenglykol  Ano, Testy viability, Testy =~ ZvySeni cytotoxicity Obrazek 13,
aktivity materialu, snizeni aktivity
enzymu
Glycerol Ano, ale vldkna se Zmény struktury vldken
rozpadala
Mechanické  Filtrace Ano, Testy viability, Testy  Vhodné od kroku Obrazek 13,
aktivity funkcionalizace vlaken 7

Sterilizace UV-A zafenim

Protoze existuje studie (Gupta et al. 2013) ktera dokazuje steriliza¢ni u¢inky i UV-A zafeni,
byla vyzkouSena 1 tato metoda. UV-A zafeni se vyznacuje vinovou délkou 315 az 400 nm.
Podle vysledkt Oshita a kolektivu (2007) nemélo zadny steriliza¢ni efekt zareni s vinovou
délkou 405 nm, ale zafeni s vinovou délkou 365 a 385 jiz vykazovalo vysokou steriliza¢ni
aktivitu. My jsme otestovali vliv UV-A zafeni na proteolytickou aktivitu imobilizovanych
enzymu (Tabulka 6) a antibakterialni aktivitu (Obrazek 10 a 11). Proteolyticka aktivita byla
métena pii teploté 37 °C a pH = 7 pomoci Lowryho metody. Prekvapive se aktivita po ozafeni
vzorku zvysila U péti ze Sesti vzorkd.

Tabulka 6: Vliv ozafeni pomoci UV-A na proteolytickou aktivitu enzymii.

Bez ozareni Po ozareni UV-A

260_ST 260°C e e 0,005+ 0,001 0,009 + 0,001
260 G_P C-GLU Protedza 0,301 +0,010 0,367+ 0,018
260 N_P A-EDC Protedza 0,323+£0,014 0,464+ 0,018
260 N_B A-EDC Bromelain 0,241 +0,011 0314 +0,036
260 N_T A-EDC Trypsin 0,299 £0,023 0,231 +0,025
550 NP 550°C A-EDC Protedza 0412+0,016  0414+0,020

Antibakterialni aktivita vzorkl po ozafeni se sice zvysila, protoze ale existuje jen velmi malo
studii, které poukazuji na dostatecnou sterilizaci UV-A zéafenim a muselo by byt provedeno
velmi mnoho testd pro dokdzani tohoto tvrzeni, bylo od této metody sterilizace upusténo.
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Obrizek 10: Vysledek testu AATCC100 pro nanovlikna s imobilizovanym enzymem bez ozaieni UV-A.
Primérny pocet kolonii S.A. byl 570.

Obrazek 11: ysledek testu AATCC100 pro nanovlikna s imobilizovanym enzymem po ozareni UV-A.
Primérny pocet kolonii S.A. byl 1 kolonie.

Sterilizace ethylenoxidem

VyzkouSena byla i metoda sterilizace pomoci studené¢ho etylenoxidu, po které nasledovalo
14 dni odvétrani vzorkl. Po této dobé byly vzorky podrobeny cytotoxickym testim MTT.
Pii porovnani vysledki MTT testu standardnich kiemicitych nanovlédken stabilizovanych
na teplotu 260 °C a sterilizovanych pomoci ethylenoxidu (oznaceno na levém grafu Obrazku
12 jako STA 1) a stejnych kifemicitych vlaken sterilizovanych v autoklavu (oznaceno
na pravém grafu Obrazku 12 jako STA 2), byla proliferace vlaken po autoklavovani vyssi
zhruba desetkrat. Proto byl ethylenoxid oznafen za Spatnou metodu sterilizace a dale
nepouzivan. VSechny vzorky na levém grafu byly sterilizovany pomoci ethylenoxidu.
Diky grafu napravo bylo prokazano, Ze sterilizace samotnych kiemicitych nanovlaken
Vv autoklavu nema negativni vliv na viabilitu bunék. Tuto metodu sterilizace neni z diivodu
vysoké teploty ale moZné pouZzit u nanovlaken s imobilizovanymi enzymy, proto byla hledana
dalsi alternativa.
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Obrazek 12: MTT test viability 3T3 bunék — graf nalevo: standard sterilizovany ethylenoxidem (STA 1),
nanovlakna funkcionalizovana metodou A-EDC s proteazou (A_PR), nanovlakna funkcionalizovana
metodou A-EDC s bromelianem (A_BR), nanovlikna funkcionalizovana metodou A-EDC s trypsinem
(A_TR), nanovlakna funkcionalizovana metodou C-GLU s proteazou (A_PR), nanovlakna stabilizovana
na teplotu 550 °C a funkcionalizovana metodou A-EDC s proteazou (A_PR_550). Graf napravo: standard
sterilizovany v autoklavu (STA_2).

Sterilizace ethanolem a filtraci

Nakonec se optimalizoval postup dvoustupiiové sterilizace — pomoci ethanolu a nasledné
filtrace kapalin. Vlakna byla po zvlaknovani, tepelné stabilizaci, silanizaci a prvnim kroku
funkcionalizace sterilizovana pomoci ethanolu. Déle byly v§echny dalsi reagencie sterilizovany
pomoci filtrace ptes filtry s primérem péra 0,22 pum a bylo jiz dale pracovano pouze
ve sterilnim biohazard boxu.

4.6 Testovani cytotoxicity vyrobenych materiali in vitro

In vitro testovani cytotoxicity probihalo v souladu s normou CSN EN ISO 10993-5, kde je také
uvedeno, Ze snizeni zivotaschopnosti bun¢k o vice nez 30 % oproti kontrole je povazovano

v

za cytotoxicky ucinek. Pouzity byly metody MTT, cck-8 nebo AlamarBlue.

v v

zejména vysledky testd cck-8 provedenych pomoci 3T3 myﬁich flbroblastu. Na Obrazku
13 jsou uvedeny rozdily v mife toxicity pro vzorky bez oplachu ve fosfatovém pufru (PBS)
a po oplachu 2x na 2 hodiny v PBS. Po oplachu se viabilita bunék u v§ech vzorku zvysila. Jako
netoxické materialy byly poté oznaceny vzorky B BR (metoda B-DSC s bromelainem), C_BR
(metoda C-GLU s bromelainem) a STA 1 (standard nanovlaken sterilizovany ethanolem),
pfi¢emz pro vzorek C_BR bylo toto rozhodnuti oznaceno za sporné vzhledem k smérodatné
odchylce. Tyto vysledky jsou také divodem, pro¢ byla hledana jina metoda funkcionalizace
povrchu nanovlaken nez metoda A-EDC.
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Obriazek 13: Porovnani viability 3T3 bunék pied oplachem a po oplachu PBS: negativni kontrola (NC),
pozitivni kontrola (PC), metoda A-EDC s bromelainem (A_BR), metoda B-DSC s bromelianem (B_BR),
metoda C-GLU s bromelianem (C_BR) metoda D s bromelinem (D_BR), standard sterilizovany
ethanolem (STA_1), standard sterilizovany propylenglykolem (STA_2)

Pro potvrzeni téchto vysledkl je uveden na Obrazku 14 graf vysledku testu cck-8. Jedna
se 0 méteni cytotoxicity vyluhem. Po oplachu vzorkd v PBS byly vytvofeny vyluhy v DMEM
po dobu 24 hodin. Kolorimetricky test byl proveden po dalSich 24 hodinach kultivace vyluhu
S buitkami. Z testovanych vzorkl byl vyhodnocen jako netoxicky vzorek upraveny metodou
B-DSC s proteazou. Mirn¢ toxicky byl vzorek s upravou metodou A-EDC a vice s metodou
C-GLU. Pro potvrzeni vysledkl byla jesté testovana viabilita 3T3 bunék vyluhem metodou
AlamarBlue pro metodu upravy nanovlaken B-EDC s trypsinem. Proveden byl vyluh bud’ 24
hodin nebo 72 hodin. Vysledky oproti kontrole (100 %) jsou uvedeny na Obrazku 15. Testovany
standard nanovlaken i vzorku se prokazaly jako netoxické pro 3T3 burky.
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Obrazek 14: Procentualni viabilita 3T3 bunék, test Obrazek 15: Procentualni viabilita 3T3 bunék,

cck-8: negativni kontrola (NC), pozitivni kontrola test AlamarBlue: vyluh 24 hodin standardu
(PC), metoda A-EDC s proteazou (A_BR), metoda nanovlaken (STA 24h), vyluh 72 hodin

B-DSC s proteazou (B_BR), metoda C-GLU standardu nanovlaken (STA 72h), vyluh 24

s proteazou (C_BR), standard sterilizovany hodin nanovlaken upravenych metodou B-DSC
ethanolem (STA). s trypsinem (B_TR 24h), vyluh 72 hodin

nanovlaken upravenych metodou B-DSC
s trypsinem (B_TR 72h).
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Celkoveé testy cytotoxicity prokéazaly jako nevhodnou metodu sterilizace bud® pomoci
propylenglykolu, nebo ethylenoxidu. Vhodnd je pouze sterilizace kombinovana
ethanol-filtrace kapalin. Z metod Gpravy povrchu nanovlaken se netoxicka prokazala metoda
B-DSC. Pouzity proteolyticky enzym nemél vliv na cytotoxicitu bunck.

4.7 In vitro testy na praseci kiizi

Byly také provedeny in vitro testy plisobeni proteolytickych enzymu na popaleniny vytvorené
na praseci kizi. Na popélenou praseci kizi byly umistény vzorky po dobu 24 hodin. Dalsi den
byla vlakna odebrana z povrchu kize a bylo okamzité¢ vidét, ze v pfipadé¢ nanovliken
s imobilizovanym proteolytickym enzymem S§la popdlena kize oddélit od spodiny rany
S minimalnim usilim, pouze velmi malym tlakem skalpelu nebo dokonce pouze oplachnutim
destilovanou vodou. V piipadé¢ standardli bez enzymu nedoslo vibec k oddéleni popalené kiize
od spodiny rany.

Piikladem uvadime na Obrazku 16 snimky nanovlaken upravenych metodou A-EDC
s proteazou z Aspergillus oryzae (oznaceno A a E), dale s metodou B-DSC se stejnou proteazou
(oznaceno B a F), nebo s trypsinem (oznaceno C a G). Porovnani probéhlo opét se standardem
nanovlaken, které nebyly nijak upraveny (ozna¢eno D a H). Z fotografii je dobfe znatelné,
ze nejlépe bylo mozné nekrotickou tkan jemné setfit po pouZziti nanovldken upravenych
metodou B-DSC s proteazou. V prvnim piipadé¢ doslo pouze k malému naruSeni nekrotické
tkang a ve tfetim piipadé k odstranéni pouze povrchové ¢asti nekrozy. Po plisobeni standardu
nedoslo k zadné zmeéné.

,"
\t
Obrazek 16: Prasedi kiiZe po 24 hodinach inkubace, v levém sloupci s nanovlakny, v pravém po

odstranéni nanovlaken. Nanovliakna upravena metodou A-EDC s proteazou (A, E) upravena metodou
B-DSC s proteazou (B, I), upravena metodou B-DSC s trypsinem (C, G), standard bez upravy (D, H).

4.8 Testovani stability nanovliken s imobilizovanymi enzymy

Provedeny byly také testy stability materiali — zajimalo nas zejména zachovani proteolytické
aktivity enzymil. Vzorky byly uchovavany bud’ v mrazaku (t = -20 °C), v lednici (t = 4 °C),
nebo v laboratorni sktifice (t = 21 °C). Po 90 dnech a po 180 dnech byla zméfena aktivita
imobilizovanych enzymd. V Tabulce 7 jsou pro pfiklad uvedeny vysledky pro metodu B-DSC.
Jako 100% proteolyticka aktivita byla vzdy zvolena hodnota namétfena ihned po vyrobé
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nanovldken s imobilizovanym enzymem. Na strukturu a manipulovatelnost nanovlaken nem¢la
teplota skladovani vzorki zadny vliv.

Tabulka 7: Rezidualni proteolyticka aktivita enzymi po 90 a 180 dnech skladovani v zavislosti na teploté
nanovlaken B-DSC.

skladovani, metoda upra

-20 4 21 -20 4 21
PR 90 % 95 % 62 % 82 % 73 % 62 %
BR 50 % 70 % 55 % 20 % 25% 27 %
TR 98 % 100 % 94 % 92 % 93 % 79 %

Celkove byly vysledky testd stability vzhledem k hlavnimu ukolu disertacni prace velmi
ptiznivé. Kovalentné navdzané enzymy si udrZely svoji aktivitu i po 180 dnech. Pro uchovani
aktivity enzymi se neosvéd¢ila laboratorni teplota, protoze v tomto piipadé byla aktivita
aktivitu — byl tedy oznacen za nestabilni. Pokud si budeme v§imat vysledkl nejlep$i metody
upravy — metoda B-DSC a nejlepsiho enzymu — trypsin, rezidualni proteolyticka aktivita
enzymu byla po 90 dnech 98 % a po 180 dnech stale 92 %. Timto byl kol disertacni prace
splnén.

5 Zhodnoceni vysledki

Provedena byla rozsahla reserze tématu, optimalizovana metoda Gpravy nanovlaken, ktera neni
cytotoxicka pro fibroblasty (metoda B s vyuzitim N,N’-Disuccinimidyl karbonatu), byl vybran
nejvhodnéjsi proteolyticky enzym — trypsin z hovéziho pankreatu. Byla optimalizovana metoda
sterilizace vzorkli (kombinovand metoda ethanolfiltrace kapalin). Uginnost vytvofenych
materialii byla ovéfena in vitro testy na praseci kiiZi a testy stability materialt aZ po dobu 180
dnd.

Hlavni myslenka disertacni prace — navdzat na uspé€Snou metodu vyroby kiemicitych
nanovlaken a vyuzit je k imobilizaci proteolytickych enzymd, je vyborny, i kdyz opravdu tézky
ukol. Stejné jako v jinych inovativnich odvétvich vyzkumu, je zde prostor pro Uplné novy smér,
vlastni myslenky, ale zaroven nardzite na problém, ze byste po modelovych testech museli
provést jesté¢ nepreberné mnoZzstvi opakovanych testl, abyste tento fakt ovétili a dostatecné
prokazali, protoze odborna literatura na toto téma neexistuje. Zde mluvim napiiklad o vlivu
UV-A zéfeni na sterilizaci vzorki a aktivitu enzymd.

Zejména v prvnich letech prace existovalo velmi malo studii s imobilizaci enzymu
na nanovlakna — u imobilizovanych enzymt se ale urcovala jejich aktivita jinak nez u volnych
enzymu v roztoku. Pfipocitame-li Kk tomu nepfeberné mnozstvi substrati (v nasem piipadé
kasein), které se vyuzivaji ke stanoveni proteolytické aktivity enzymi, dostaneme né€kolik
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praci, kde je aktivita enzymu vzdy vyjadiena v jinych jednotkach — metody jsou mezi sebou
tedy neporovnatelné.

Samoziejmé jsem si védoma nedostatkli — zejména velké rozséhlosti prace na ukor poctu
opakovani testli a Casto nedostatecného vysvétleni chemickych procest v kazdém kroku
praktické Casti. Pii sestavovani osnovy prace jsme spani docentkou samoziejme
ale nepfedpokladaly, ze se prace takto rozvétvi — jmenovala bych napiiklad problém
se sterilizaci vzorki, kterému nakonec bylo vénovano né¢kolik meésici, nebo problém
s optimalizaci metody méfeni proteolytick¢ aktivity. Opravdu hodné téchto metod
je optimalizovdno na volné enzymy, poté existuji substraty pouze pro jeden druh
proteolytického enzymu, my ovSem potfebovaly porovnat aktivitu co nejSirSi skupiny
proteolytickych enzymu. Toto je také vysvétleni, pro¢ se prace vice nevénovala kinetice
enzymu. Zde by byl jist¢ prostor pro rozséhlejsi testovani. Z hlediska vysvétleni vSech
chemickych procesii si myslim, Ze jsem se studiu tohoto tématu jako student oboru Materialové
inzenyrstvi a textilni technika vénovala maximalnim moznym zptsobem. Jinak by z tohoto
hlediska jist¢ vypadala disertacni prace organického chemika.

Pokud se zaméfim na nedostatky prace, jsem si védoma jest¢ jedné véci — obcasného
poanglicténi nazvl. V nékolika ptipadech ani ¢esti odbornici nepouZzivaji ¢eské nazvy, nebo jen
velmi zfidka a orientuji se pouze v nazvech anglickych. Tento problém jsem vétSinou fesila
dodrzovanim jednoho zpiisobu popisu, popf. jsem se fidila jednou literaturou, anebo jsem
vyhledala, jaky ndzev se pouziva nejcastéji.

Pfi hledani vhodné metody imobilizace enzym mi byla ndpomocna kniha Bioconjugate
Techniques (Hermanson 2008). V knize s 1230 stranami jsem ovSem neobjevila chemikalii,
kterou by bylo mozné pouzit na nas ptipad imobilizace enzymu a v jejim bezpecnostnim listu
bych se docetla, ze je naprosto bezpecna. Tohoto faktu jsem si tedy védoma a proto jsem
se také vénovala opakovanym testiim cytotoxicity, které mély jasn€ podle normy oznacdit vzorky
cytotoxické a netoxické. Z hlediska bezpec¢nosti pii pouziti chemikalii samoziejmé také zavisi
na koncentraci latky (v naSem pifipad¢é jsou koncentrace velmi nizké) a na dob¢ kontaktu
nanovlaken s popaleninou. In vitro testy na praseci kiizi potvrdily, Ze neni nutné aplikovat
nanovlékna s enzymy delsi dobu nez 24 hodin. Podle rozsahu a stupné nekrozy by se spise tato
doba zkracovala. Biokompatibilita samotnych kfemicitych nanovlaken zde také jiz feSena
nebyla, protoze byla jiz pfedmétem studii pani docentky Lovétinské-Slamborové a pana
docenta Exnara. Opét ale neptedpokladame, Ze by nanovldkna byla na rané déle jak 24 hodin.
Pokud by nekréza nebyla za tuto dobu odstranéna v celém svém rozsahu, byl by po 24 hodinach
vzorek nanovlaken nahrazen novym.

Pti testech cytotoxicity jsem se v tkanovych laboratofich Casto také setkdvala s otazkou,
pro¢ vyuzivam k odstranéni nekrdzy trypsin a ocekavam, ze se na vzorku bude dobie dafit
bunikdm (bude zde probihat jejich rist a proliferace). V tkanovych laboratofich se totiZ tento
enzym pouziva pro oddéleni bun€k od dna kultivacnich lahvic¢ek. Pokud by nékomu opravdu
vadilo pouZiti trypsinu ve spojitosti s oznacenim — vyhovujici materidl pro bezbolestné
odstranéni nekrézy — mizeme tedy pouzit protedzu, ktera dosahovala neméné dobrych
vysledkil. Slo by oviem pouze o slovickafeni, protoze enzymy maji stejny proteolyticky uéinek.
V naSem piipadé¢ je samoziejme trypsin pouzivan v mensi koncentraci. V principu ma ale stejny
ukol jako pfi praci s tkdnémi — rozdé€lit proteinovou vazbu mezi nekrotickou a zdravou tkani
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(Jako v tkanové laboratofi rozdélit proteinovou vazbu mezi buiikami a kultivacni lahvi¢kou).
Nasim ukolem bylo vymyslet, jak bezbolestn¢ oddélime zdravou a nekrotickou tkan,
nanovlakna by se tedy pouzivala v prvni fazi hojeni rany, v této fazi ale nepiedpokladame rist
novych zdravych bun¢k, cemuz by trypsin branil.

Upozornila bych jesté na jeden problém, ktery jsem pii vybéru tématu disertacni prace nevidéla
a diky kterému, bych si toto téma znovu zfejm¢ nevybrala. Jednd se o finanéni narocnost
metody. Enzymy a chemikélie potfebné k praci byly mnohdy néckolikandsobné drazsi
nez finanéni potfeby mych kolegh — studentli doktorského studia. Diky této skutecnosti
se dokonceni disertace velmi prodlouzilo. Jiz jsem v praci uvedla jeden z mnoha ptiklad
— enzym kolagenaza se z reserse jevil, jako velmi vhodny pro mé ucely, z diivodu financi
by bylo ale mozné ho pofidit az ve ¢tvrtém roku doktorského studia. Opét by se tedy musely
opakovat vSechny testy.

Po priznani vSech nedostatkti prace, kterych jsem si védoma a zopakovani dosazenych vysledki
si na jednu stranu uvédomuyji, ze nékteré nedostatky prace jsou sice vyrazné, ale na druhou jsem
si piipomnéla, co vSechno bylo dokdzano. Bylo provedeno opravdu rozséhlé, komplexni
méteni, které diky ¢asové narocnosti vyroby nanovlaken, jejich Gpravy a testovani, zabralo tolik
casu, jako mnohdy vice jinych diserta¢nich praci dohromady. A o to s vétsi radosti nyni
disertacni praci predkladam a doufdm v pokra¢ovani vyzkumu. Nejsem rozhodné zastancem
moderniho zpiisobu vyzkumu — S minimalnim mnozstvim analyz a vysledkd in vitro piejit
k testovani in vivo na zvifatech, nyni si ovS§em myslim, Ze po testech in vitro na lidskych
koznich buiikéch je tato prace pfipravena se posunout pravé do tohoto bodu.

6 Doporuceni na pokracovani prace

Rozhodné bych velmi nerada ukoncila vyzkum v této oblasti v den odevzdani disertacni prace.
Myslim si, ze téma je dobie rozvedeno a ma smysl v ném pokracovat. At bych pokracovala ja,
nebo nékdo jiny. V zavéru prace se vyttibily hlavni sméry, kterymi by bylo dobré se zabyvat.
Optimalizovan byl pfesny postup Upravy povrchu nanovldken a vhodny enzym. Proto bych
se spiSe zaméfila na testovani cytotoxicity in vitro na lidskych keratinocytech vyluhem
i kontaktem a dale na testovani in vivo. Nize je uvedeno, z jakého divodu nebyla prace
zamétena vice na testovani kinetiky imobilizovanych enzymi. Tyto druhy testovani bych tedy
do budouciho planu také navrhla. Z laboratornich testi Ize jesté provést v ramci testll na praseci
kGzi porovnani aplikace nanovldken s enzymy a komeréné dostupnych masti a hydrogelii
S obsahem proteolytickych enzymi. Ur¢it¢ ma smysl se vice zaméfit i na piekvapivé vysledky
souvisejici s ozafenim pomoci UV-A (zvySeni proteolytické aktivity enzym, antibakterialni
aktivita atd.) Pfed uvedenim vzorka do praxe je jisté nezbytny také krok chemické analyzy
— jaké prvky a slouceniny, v jaké koncentraci a za jakych podminek by se z nanovlaken
S enzymy pii aplikaci na nekrozu uvoliovaly.
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10 Struéna charakteristika dosavadni odborné, vyzkumné a védecké
¢innosti

Konference:

>

>

9. Mezindrodni konference: Preparation of Ceramic Materials. 1. misto v soutézi mladych za
poster s ndzvem Immobilization of Biomolecules on Silica Nanofibers. Herl’any, 2015.

8th International Conference of Nanomaterials NANOCON 2016. Poster snazvem
Immobilization of enzymes on the silica nanofibers for burns treatment. Brno, 2016.

7th International Conference on Tissue Engineering & Regenerative Medicine. Poster s nazvem
Immobilization of proteolytic enzymes onto silica nanofibers. Barcelona, 2017.

13th International Conference on Tissue Engineering & Regenerative Medicine, Paris, 2019.
Poster s nazvem Several Types of Ligands for the Covalent Immobilization of Proteolytic
Enzymes onto Silica Nanofibers

9th Central European Conference on Fibre Grade Polymers, Chemical Fibres and Special
Textiles, Liberec, 2017. Poster s nazvem Immobilization of Proteolytic Enzymes onto Silica
Nanofibers. Cena za nejlepsi poster v ramci International Ph.D. Students Day

ICBMBA 2018: The 20th international research konference on Bioceramic Materials for
Biomedical Applications, Lisbon, 2019. Pfednaska na téma Silica Nanofibers with Immobilized
Proteolytic Enzyme for Dermal Applications. Cena za nejlepsi piednasku konference

International Conference on Nanoscience, Nanotechnology and Advanced Materials (IC2NM),
Saint Petersburg, 2019. Pfednaska na téma Testing of a Suitable Procedure of Immobilization
the Proteolytic Enyzmes into Silica Nanofibers as a Painless Enzyme Debridement.

Letni Skola:

Regenerative Nano-Medicine: From Advanced Delivery Systems to Electronic-Based Devices, Tel Aviv
University, 2016. / aktivni u¢ast formou posteru s prezentaci/

Comprehensive Summer School on Tissue Engineering: from biology to materials and products
validation, Trento, Italie, 2018.

Kurzy:

,Funkce a struktura bunéénych membran, Fyziologicky ustav AV CR, v.v.i., Praha, 2013
wcaffoldy a tkanové inZenyrstvi“, Contipro Biotech, Dolni Dobrou¢, 2014
»Charakterizace pevnych materiali“, Projekt SESKUPIT, Univerzita Pardubice, 2017
,Dotatni programy sekce ochrany a podpory veiejného zdravi MZ CR na zvySeni
gramotnosti v komunitach®, Institut postgradualniho vzdélavani ve zdravotnictvi, Praha, 2017

Pracovni staz: Trencinska univerzita Alexandra Dubceka v Trenciné, 11-12/2015
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11 Vyjadieni Skolitelky doktorandky

Vyiadreni $kolitelky k disertacni praci

Disertacni prace na téma ,,Vyvoj nanovlakennych nosi¢i pro biomedicinské aplikace®, kterou
vypracovala Ing. Iveta Danilova, je zaméfena na vyvoj a optimalizaci postupu imobilizace
proteolytickych enzymii na kfemicitd nanovldkna. Takto pfipravena nanovldkna jsou urcena
k bezbolestnému odstranéni nekrotické tkan¢ chronickych, tézce se hojicich ran. V ramci této
prace byla provedena rozsahla reSerSe zaméfend na soucasné moznosti odstranéni nekrotické

tkane.

Druhé c¢ast prace byla zaméfena na nalezeni vhodného ¢inidla a optimalizaci nejvhodnéjsiho
postupu kovalentni imobilizace vybranych proteolytickych enzymi na nanovldkna. Jako

nejvhodnéjsi byl vybran N,N'-Disuccinimidyl karbonat, ktery nevykazoval cytotoxicitu.

Dalsim tikolem bylo vybrat nejvhodnéjsi proteolytické enzymy, proméfit jejich proteolytickou
aktivitu pomoci spektrofotometrickych metod za riznych podminek. Sledoval se vliv teploty
na stabilitu enzymt, zmény hodnot pH, pfitomnost inhibitori a dalsi faktory. Vsechny

pfipravené materialy byly testovany na cytotoxicitu.
Uc¢innost vytvofenych nanovldken s imobilizovanym enzymem byla ovéfena pomoci in vitro

testd na praseci kiizi. V ramci prace byl feSen nejvhodnéjsi zptisob sterilizace materialu tak, aby
nedoslo ke sniZeni proteolytického €inku enzymi. Studovéna byla také stabilita pfipravené¢ho

materialu pii zachovani své ucinnosti.

V neposledni fad¢ byly vytipovany nejvhodnéjsi enzymy, které spliovaly veskera kritéria

materialu pro odstranéni nekrozy.

Piedlozena disertaéni prace je velmi aktualni. Re$i téma, které je problematické, protoZe

bezbolestné¢ a Setrné odstranéni nekrozy je prvnim krokem k 1écbé a vlastnimu zahojeni
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problematickych ran. Ocenuji samostatnost a pfistup doktorandky, kterd provedla obrovské

mnozstvi testll z riznych oblasti.
Formalni stranka préce je v naprostém potadku, vSechny literarni zdroje jsou spravné citovany.

Kontrola plagiatorstvi probehla dne 27. 5. 2020 a neprokézala Zzadnou relevantni podobnost

S jinou praci.
Ptedlozena prace splnuje vsechny pozadavky kladené na doktorskou praci.

Proto praci doporucuji k obhajob¢.

doc. Mgr. Irena Lovétinska Slamborova, Ph.D.
KCH FP TUL

V Liberci dne 1. 6. 2020
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12 Oponentské posudky disertac¢ni prace

Oponentsky posudek disertacni price.
Autor prace: Ing. Iveta Danilovd, provdand Zvercova.

Nazev prace: Vyvoj nanovlikennych nosicii pro biomedicinské aplikace.

PredloZena disertacni prace Fesi stile aktudlni problém, jakym je odstranéni — uvolnéni
nekrotické tkané z hojicich se ran nap¥. pii popaleninach, nebo z obtizné hojitelnych ran
(prolezeniny, event. diabetické viredy apod.). Obecné se ale jedna o tzv. debridement, tj.
odstranéni nekrotické tkiné, ale také tkané adherované nebo kontaminované.

Jako vhodny zpiisob ieSeni je predlozen vyzkum a laboratorni vyvoj krytu rany
z kiremicitych nanovliken s imobilizovanym proteolytickym enzymem.

V teoretické ¢asti jsou shrnuty zikladni poznatky o zpusobech debridementu, nisledné se
zaméienim na enzymaticky debridement, kde nasleduje diskuse o vhodnych typech
enzymu pro toto pouziti a piehled zpusobu vazby — imobilizace — enzymu na vhodném
nosici.

Prakticka ¢ast disertacni price zacina vyrobou kiemicitych vliaken a vlivem jejich
tepelného zpracovani na vlastnosti pFipravenych nanovliken - predevSim
biokompatibilitu, ktera je vtomto konkrétnim piipadé hodnocena na zikladé
rozpustnosti tohoto typu nanovlakna ve fyziologickém roztoku. Nasledovala modifikace
povrchu kremicitanovych nanovliken ruznymi typy alkoxysilani, znichz jako
nejvhodnéjsi se ukizal (3-aminopropyl)trietoxysilan (APTES), ktery byl pouzit v dalSich
experimentech. Nasledovala funkcionalizace aminoskupiny APTES pro reakci
s aminoskupinou enzymu — jako proteinu — pro jeho imobilizaci na nosném substratu.
Byly pouzity tii metody funkcionalizace, z nichz jako perspektivni se jevi metoda
oznacena jako B-DSC — funkcionalizace sukcinanhydridem a disuccinimidyl karbonatem.
Nevhodnost prvé funkcionalizace oznacené jako A-EDC se ukazala az pri testech
cytotoxicity, kterym musi byt podrobeny v§echny obdobné materialy, které prichiazeji do
kontaktu s Zivou tkiani. Imobilizovino bylo 7 typu proteolytickych enzymu, které byly ddle
testovany na proteolytickou aktivitu také v zavislosti na hodnoté pH a teploté prostredi,
kdy se ukdzala také nevhodnost nékterych typi enzymu pro dalsi vyzkum. Nasledovala
sterilizace vzorki, jako nezbytny predpoklad pro medicinilni pouziti produkti. Zde bylo
dosaZeno také Fady zajimavych poznatku — predevS§im pri sterilizaci vhodnym typem UV
zafeni. Pro sterilizaci krytu rany jako takového vSak musi byt pouzito kombinace
klasickych postupii s kombinaci sterilizaci pomoci filtrace kapalin. Nasledovalo testovani
cytotoxicity vyrobenych materidli in vitro. Také byla testovana rozpustnost nanovliken
s enzymy, prip. sledovina zména hodnoty pH. Price je doplnéna orientacnimi in vitro
testy na praseci kizi. Vysledky téchto testi vcelku koreluji s testy proteolytické aktivity
enzymiu (kap. 3.4). V kapitole 4. — Vysledky jsou nékteré vysledky a testovini popsané
v predchozich kapitoliach zpracovany pomoci statistického programu.
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K prici mam nékteré dotazy a pripominky, které je moZno prodiskutovat v ramci
obhajoby.

1. V ivodu mély byt definovany cile pFedlozené prace. Ty jsou postupné upresiiovany
v prubéhu FeSeni v jednotlivych kapitolich na zikladé dosaZeni konkrétnich
vysledki.

2. PFi vyrobé kiemicitych nanovlaken (kap. 3.1.) je zdiraznén vyznam tepelné
stabilizace po zvlakiovani na vlastnosti téchto vliken, vcetné jejich
biokompatibility. K jakym chemickym a strukturnim zménim dochazi ve
vlaknech v prubéhu této tepelné stabilizace? Maji tato nanovlakna po stabilizaci
spiSe charakter vliken anorganickych, nebo organosilikati? Ziskana vrstva
kiemiCitych nanovliken byla samonosnia, nebo bylo tieba pouzit vhodnou
podlozku — nosi¢ této vrstvy? Byla tato nanovlikenna vrstva testovana (bez
vazanych nebo vazanych biologicky aktivnich liatek) in vivo na laboratornich
zviratech?

3. Bylo by mozno néjakym zpisobem urcit mnozstvi (vytéZnost) enzymu na vrstvé
nanovliken p¥i jeho chemické reakci s upravenym povrchem kiemicitanového
nanovlikna? Dochazi p¥i aplikaci produktu k uvolnéni chemicky vazané molekuly
enzymu? Je vhodné ve schématech na obr. 16. — 18. naznacovat vazbu nosice
a enzymu s pouzitim kvarterniho dusiku?

4. Nastr. 65 je udaj: EDTA inhibuje aktivitu velké Fady proteolytickych enzym. Jaka
je pricina této inhibice?

5. Jakym zpisobem byla ziskdna a charakterizovina praseci kiize pro testy in vitro
(kap. 3.10.)?

6. Jisté by bylo zajimavé v naznaceném vyvoji produkti s imobilizovanymi enzymy
pokradovat, jak je doporuceno i v kap. 5. Diskuze a zavér (kap. 6) mély byt vice
konkrétni — zduraznit ty aspésné varianty a smér ieSeni, ktery by vedl k pFipravé
vzorki, které by bylo mozno otestovat in vivo na modelovych ranach
(popileninach) laboratornich zvirat.

Celkové je disertacni priace zpracovina na velmi dobré odborné i formalni drovni za
pouziti modernich analytickych i jinych laboratornich metod a postupii testovani. Ziskané
vysledKy je mozno pouZit jako zdklad pro pokrafovini vyzkumu v nazna¢eném sméru.

Disertaéni price predstavuje velky objem dobfe provedené a vyhodnocené
experimentilni prace. Oprivnénost vyzkumu smérem pouZiti nanovliken na
kfemicitanové bazi s imobilizovanymi organickymi slou¢eninami potvrzuji patenty na
jejich vyrobu — patentovino vCR i svétovy patent (WO 2014026656 Al) Skolitelky
predlozené prace doc. Lovétinské - Slamborové a kolektivu.
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Doktorandka prokézala schopnost samostatné a systematické védecké price. Urcité
stupné FeSeni daného problému jsou doktorandkou zpracoviny ve dvou publikacich,
které jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury. Je rovnéz spoluautorkou ¢linku ve
Zdravotnickych listech 2014(2),6-13.

Price spliiuje viechny naroky na ni kladené, doporucuji ji k obhajobé.

doc. Ing. Lagdislav Burgert, CSc.
Ustav chemie a technologie makromolekularnich latek.
Fakulta chemicko-technologicka.

Univerzita Pardubice.

Pardubice, 6. ledna 2021.
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Oponentsky posudek disertacni prace

Autor: Ing. Iveta Danilova,

Fakulta textilni, TUL Liberec

Nazev: Vyvoj nanovldkennych nosi¢u pro bimedicinské aplikace

Doktorska prace Ivety Danilové je zamérena na problematiku imobilizace enzymu
na kfemicitd nanovlakna a nasledné vyuziti imobilizovanych enzym k odstrariovani nekrotické
tkdné. V této souvislosti autorka vénovala pozornost rlznym zpuUsoblm imobilizace,
konkrétnim enzymim a to v SirSich souvislostech ( napf. testovani cytotoxicity finalnich
produkt().

Vlastni prdce ma tradi¢ni strukturu (teoretickd ¢ast, prakticka ¢ast, vysledky a
diskuse, seznam pouzité literatury). Do teoretické ¢asti autorka zaradila vstupni informace ke
zplUsobUm odstrarfiovani nekrotické tkané, chirurgickym zplsobem pocinaje a enzymatickym
konce. ProtoZe chirurgicky zplsob je ucinny, ale bolestivy, je vénovana pozornost Setrnéjsim
postuplm, mezi které enzymatickd metoda nepochybné patfi. Autorka se dale sousttedila na
proteolytické enzymy v souvislosti se Stépenim peptidické vazby. Teoretickd ¢ast prace
obsahuje téZ informace o mozZnostech imobilizace enzymd a rdznych typech substratu,
predevsim na bazi nanovlaken.

S timto také souvisi struktura praktické ¢asti doktorské prace, jak ukazuji nazvy
jednotlivych kapitol (Kfemicitda nanovldkna a vliv teploty stabilizace na jejich vlastnosti,
Uprava povrchu nanovldken, Imobilizace proteolytickych enzyma apod.). Autorka sleduje fadu
dalsich faktort, vztahujicich se k testovani proteolytické aktivity enzym, testovani stability
nanovlaken s imobilizovanymi enzymy aj. ZavrSenim prace jsou pak in vitro testy realizované
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se zkoumanymi materidly na praseci k0Zi. Jednd se o Siroce pojaty prlzkum dané
problematiky, ktery naznacuje perspektivy a dalsi smérovani védecké cinnosti v uvedené
oblasti, k éemuz se autorka vyjadfuje v kapitole Doporuceni na pokra¢ovani ve vyzkumu. Mezi
vystupy nalezi napf. poufZiti trypsinu z hovéziho pankreatu, metoda Upravy nanovldken
pomoci DSC (negativni testy na cytotoxicitu). Autorka téZ navrhla vhodnou metodu sterilizace
vzorkd.

Pokud jde o vlastni zpracovani doktorské prace, odpovida pozadavkim, kladenym
na tento typ praci, text je doplnén fadou prehlednych tabulek a nazornych obrazka. Nékteré
drobné nedostatky, napf. z oblasti chemické terminologie, autorka sama komentuje v kapitole
Diskuze a zavér. K disertacni praci mam tyto dotazy:

1) Jaky vyznam ma pouziti karbodiimidl pfi imobilizaci?

2) S jakym vymezenim tématu se pocita do budoucna?

Disertacni prace Ivety Danilové pfinasi fadu cennych poznatk( a svéd¢i o nevsednim
zaujeti autorky pro vyzkum uvedené problematiky. Praci jednoznaéné doporucuji k obhajobé.

prof. Ing. Karel Kolaf, CSc.
Katedra chemie a didaktiky chemie
Pedagogicka fakulta UK

Praha

45



