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Abstrakt

Pro zlepseni regenerace byly vyvinuty kryty na rany obsahujici nanovldkna rGzného
sloZzeni a funkénich vlastnosti. Tato prace se vénuje chitosanu a slozenym nosicim
s obsahem chitosanu. Porézni nanovlakenné materidly zaloZzené na chitosanu se jevi jako
nejslibnéjsi pro regeneraci mékkych tkani. Chitosan vykazuje pH citlivé chovani kvli velkému
poctu aminoskupin na fetézcich, coz ¢ini z chitosanovych nanovlaken slibné nosice pro

Ve

dodavani latek. Pro zvyseni ucinnosti a urychleni regenerace mékkych tkani nanovldkna jsou
funkcionalizovany bioaktivnimi latkami rdznych typ(: antimikrobidlni, analgetické lécivé
latky, rastové faktory atd., stejné jako funkcni polymery. Pro stabilizaci nanovlaken ve
vodném prostredi, které soucasné zlepsuje fyzikalni vlastnosti, se nanovldkna situji pomoci
glutaraldehydu, glyoxalu, genipinem nebo tepelnym oSetfenim.

Chitosan se pouziva k inhibici tvorby fibrozni tkané pfi hojeni ran a k podpore rlstu
a diferenciace tkané v tkanové kulture. Byla prokdzana antimikrobidlni G¢innost komplexu
chitin-glukan s nanovlakny pro hojeni ran. Rekonstrukce hlubsich ran, v nichz jsou pokozka
a mékké tkané poskozené, vyZaduje opatrfeni k prostorové rekonstrukci a stimulaci
regeneracnich procest v objemu defektu. V tomto pripadé je navic vhodné pouziti krevnich
desticek, bunéénych komponent a produktl sekrece bunék. Jako nova strategie pro

funkcionalizaci nanovlaken je slibny systém dodavani Iékd, ktery pouZivd nanovezikuly

(lipozomy a niozomy) v kombinaci s nanovlakny pro regeneracni medicinu.

Klicova slova: regenerace, funkcionalizace, nanovlakna, chitosan, hojeni ran, nanovezikuly,

niozomy, regeneracni medicina.



Abstract

To improve the regeneration of soft tissues, wound coatings were developed,
containing nanofibres, different in composition and functional features. The work
concentrates on chitosan and composite scaffolds containing chitosan. Porous nanofiber
materials based on chitosan are the most promising nanofibers for the regeneration of soft
tissues. Chitosan exhibits pH-sensitive behavior due to the large number of amino groups on
its chains, which makes chitosan nanofibers promising carriers for the delivery of
macromolecules. To increase the efficiency and accelerate the regeneration of soft tissues,
nanofibers are functionalized with bioactive substances of various types: antimicrobial,
analgesic, growth factors, etc., as well as functional polymers. To stabilize nanofibers and to
improve the physical characteristics, treatment using glutaraldehyde, glyoxal, genipin or

heat treatment are used.

Chitosan is used to inhibit fibroplasia during wound healing and to promote tissue
growth and differentiation in tissue culture. The efficiency of antibacterial activity of chitin-
glucan complex with nanofibers for wound healing was shown. Reconstruction of deeper
wounds, in which skin and soft tissues are damaged, requires measures for spatial
reconstruction and stimulation of regeneration processes in the volume of the defect. In this
case, the use of platelets, cellular components and cell secretion products is productive. As
a new strategy for nanofiber functionalization, the drug delivery system using nanovesicles
(liposomes and niosomes) in combination with nanofibers for regenerative medicine is

promising.

Keywords: regeneration, functionalization, nanofibres, chitosan, wound healing,

nanovesicles, niosomes, regenerative medicine.



Seznam zkratek

TPP — tripolyfosfat

pH — acidobazickd rovnovaha

PEO - polyethylenoxid

ChCsGC — chitin / chitosan — glukan

PVA — polyvinylalkohol

MC — metylceluldza

PVP — polyvinylpyrrolidon

PDGF — rlstovy faktor odvozeny od krevnich desticek
TGF — transformuijici rlistovy faktor

VEGF — vaskularni endotelialni rlistovy faktor

EGF — epitelialni rGstovy faktor

FGF — fibroblastovy ristovy faktor

IGF — inzulinu podobny rdstovy faktor

PEG — polyetylenglykol

RES — retikuloendotelidlni systém

PCL — polykaprolakton

PLGA — kopolymer kyseliny polymlééné a polyglykolové

HRP — kfenova peroxidaza



uvob

Poskozeni kize a mékkych tkani se vyskytuji v misté poranéni, popaleni nebo v zéné
chirurgickych zakroka. Stavajici metody hojeni ran jsou malo ucinné. Regeneraci zabranuje —
zjizveni tkani v dasledku tkanové degenerace, oxidacnich poskozeni, nerovnovaze vlhkosti
tkané béhem hojeni a mozné infekce. V tomto ohledu je zapotrebi urychlit proces hojeni ran
a zlepsit strukturalné — funkéni vlastnosti nové vytvorené tkané. V posledni dobé byly pro
zlepSeni regenerace vyvinuty kryty ran, které predstavuji nanovlakna s rozdilnym slozenim a
funkéni charakteristikou (Mi F.-L. et al., 2001, Wiesmann W. P. et al., 2012, Johnson R. Et al.,
2012).

Optimalni kryty ran by mély umoznovat prenos plynl a vlihkosti, které jsou nezbytné
pro plnou integraci a bunécnou aktivitu. Je také nutné kopirovat povrch rény, tj. material
musi byt flexibilni a pohodIny pfi manipulaci a poskytovat efektivni odstranéni exsudatu.

DalezZitou vlastnosti modernich krytd ran je, Ze jsou atraumatické: pfi jejich odstranéni
nesmi byt poskozena vytvorena epitelidlni vrstva. Optimalni kryty musi nejen zabranit
infekci, ale také maji umoznit podavani léku (Wiesmann W.P. et al.,, 2012, Johnson R. et al.,
2012). Proto k vyuziti modifikaci nanovlaknen je treba pridat dalsi funkce.

Porézni nanovlakenné nosiCe na bazi chitosanu jsou nejslibnéjSi pro regeneraci
meékkych tkani. Potenciadlni pouZiti nanovldaken jako nosi¢d |ékl bylo v poslednich letech
predstaveno jako duleZity ukol, protoZe nanocastice a nanovldkna byly vyvinuty s cilem
vylepsit farmakologické i lé¢ebné Ucinky spocivajici ve snizeni jejich toxickych vedlejsich
ucinkd (Feng, S. S. 2004, Brannon Peppas |. et al., 2004). Nanocastice v nanovlaknech
slouzicich jako nosi¢ léku poskytuji kontinuadlni a kontrolované uvolfiovani léciv, udrzuji
hladinu Iéku v rdmci pozadované uUrovné, ale také umoznuji lokalizaci a konkrétni zacileni
ucinku lékl v pozadované tkani, ¢imz snizuji ddvku Iékd a zlepsuji stav pacienta (Devalapally
h. et al., 2007).

V posledni dobé chitosan pfitahuje hodné pozornosti v oblasti farmaceutické
a biomedicinské kvali svym pfiznivym biologickym vlastnostem, jako jsou napfiklad
biologickd degradovatelnost, ptirodni plvod a netoxickost (Paul W., 2000). Chitosan je
kationtovy polysacharid ziskany ¢aste¢nou deacetylaci chitinu.

Na rozdil od jinych polymert je chitosan hydrofilni polymer s kladnym nabojem, ktery
z technického hlediska ma zvlastni strukturu (Dang J. M. and Leong K.W. 2006,. Janes K. et al,

2001). Zplsob pripravy nanovldken z chitosanu se vyznacuje tim, Ze vytvorend nanovldkna



jsou sitovana elektrostatickymi interakcemi mezi pozitivné nabitymi fetézci chitosanu
a polyanionty pouzitymi jako situjici cinidlo, jako je napfiklad tripolyfosfat (TRP).
Tripolyfosfat (TPP) je populdrni, protoZze je netoxicky, ma schopnost rychle gelovat
a interagovat s elektrostatickym kationtovym chitosanem. V posledni dobé je znaény zajem
o chitosan kvali jednoduchosti jeho vyrobniho procesu. Chitosanova nanovldkna jsou ve
farmaceutickém primyslu Siroce pouzivana jako slibné nosice pro dodavku lékl s fizenym
uvolfiovanim (Calvo P. et al., 1997, Yang H. et al., 2009, Janes K. a kol., 2001, Gan Q., Et al.,
2007). Modifikace chitosanovych nanovldken je tedy duleZitou vlastnosti pro zlepseni

ucinnosti regenerace mékkych tkani.



1. Chitosanova nanovldkna pro regeneraci

1.1 Chitosan

Chitosan je polysacharid, ktery je ziskdn enzymatickou N-deacetylaci chitinu, ma
polykationtovou unikatni fibrilarni strukturu (Obrdzek ¢. 1,2), kterd mu dava afinitu pro
adhezi k materidlim bunécnych stén vSech Zivych organism( na Zemi. Chitosan vytvari
stabilni slou€eniny s proteiny, s aniontovymi polysacharidy a také je ucinny pro imobilizaci
Zivych bunék v biotechnologiich (zejména pfi vytvareni matricovych mikrosfér, na jejichz
zakladé jsou ziskany umélé trojrozmérné struktury rGznych typd organ( v technologii nosict

pro regeneraci v tkdnovém inzenyrstvi).

HOCH;
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Obrdzek ¢. 2 Morfologie chitinovych nanovlaken (Pfevzato z Abdel-Mohsen A et al. 2016).

Chitosan je bakteriostaticky, urychluje regeneraci, ma hemostatické ucinky (Dash M.

et al., 2011). Intenzita téchto vlastnosti a tim i Ucinnost vyrobkl na bazi chitosanu je dana



strukturalnimi vlastnostmi polymerniho materidlu (Obr. 3) Chitosan je biokompatibilni
a biologicky odbouratelny polysacharidovy polymer (Mi F.-L. et al., 2001, Campbell T., 2012,
Johnson R. a kol., 2012). Produkty biodegradace chitosanu jsou netoxické a jsou zahrnuty do

pfirozenych metabolickych reakci organismu.

1.2. Zdroje chitinu
Hlavnim zdrojem chitinu jsou:

1. Exoskeleta vétsiny tfid bezobratlych (¢lenovct, mékkys, coelenterates, krouzkovcl) -
suroviny Zivocisného pavodu.

2. Houby (Ascomycetes, Engomitsety, Basidiomycetes, Deuteromycetes) a rasy (rozsivky)
— z rostlinnych surovin.

Komercéni chitosan miZe byt proto rostlinného a Zivocisného plvodu (dale v textu

rostlinny a Zivocisny chitosan). Chitosan Zivoc¢iSného plivodu se obvykle ziskava z mékkysa.
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Obrazek . 3 Chemicka struktura chitosanu. (Prevzato z Paul W. and Sharma C. P., 2000).

Chitin a chitosan stejné jako i jiné pfirodni polymery a jejich derivaty jsou
charakterizovany absenci stalych makromolekularnich charakteristik (délka retézce, obsah
acetamidovych skupin a jejich distribuce v fetézci, pfitomnost necistot). To je zpUsobeno tim,
Ze biosyntéza chitinu se provadi za pfirozenych podminek charakterizovanych tim, ze se
méni parametry okolniho prostfedi (teplota, sloZzeni kultivaéniho média atd.), coz vede
k vyrobé produktl, které nejsou reprodukovatelné. Chitosan se pfipravuje ze Zivocisné

suroviny vytvorené in vivo, coZz ma své nevyhody uvedené vyse.
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Vyhody rostlinnych surovin jsou disledkem rozsahlé biotechnologické produkce
péstovani hub v umélych podminkach. Je charakterizovana vysokou produktivitou, presnym
ovladanim provoznich podminek (teplota, vlhkost, denni svétlo, sloZeni Zivin atd.).

To zajistuje reprodukovatelnost rlstovych podminek pro vyrobce a tim i syntézu
polymerd a nasledné i kvalitu chitinu a chitosanu.

Chitosan z hub predstavuje chitosan-glukanovy komplex, ve kterém k hlavnimu
chitosanovému retézci je glykosidovou vazbou ptipojena sacharidova skupina, chitosan tedy
ziskava rozvétveni. Obsah chitosanu v chitosano-glukanovém komplexu je od 50 % do 98 %,
a to v zavislosti na zdroji oddéleni biopolymeru. Supramolekuldrni struktury rostlinného

chitosanu na rozdil od Zivocisného jsou amorfifni.

2. Moznosti funkcionalizace chitosanovych nanovlaken

Latky mohou byt bud adherovany ptfimo na nanovldkenny povrch, kdy dochazi k jejich
uvolnéni prostou difuzi s ohledem na jejich vzajemnou interakci a silu vazby, ¢i mohou byt
zaclenény primo dovniti nanovlakna, kdy je uvolnéni pomalejsi a dochazi k zavislosti na
rheologickych vlastnostech polymerni matrice, povaze aktivni latky a degradabilité systému.
V zavislosti na pouzitém polymeru a metodé funkcionalizace lze vytvofit systémy s rychlym,
okamzitym, opozdénym ¢i upravenym uvoliovanim léku do mista plsobeni (Agarwal, S., et
al, 2008) Pro vytvoreni systému pro fizené dodavani léCiv s vyuzitim nanovlaken lIze aplikovat
razné metody, jako jsou fyzikdlni adsorpce na nanovldkna, smésné elektrostatické
zvlaknovani, emulzni elektrostatické zvlaknovani a koaxialni elektrostatické zvlaknovani.
Metody funkcionalizace nanovldken: a) smésné zvldkiovani, b) emulzni zvldknovani,

c) koaxidlni zvlakniovani, d) povrchova adheze (Ji, W., et al., 2011).

2.1. Chemické modifikace nanovlaken

Mezi zakladni chemické modifikace patfi:
- smésna nanovlakna.

- povrchova modifikace.

Smésna nanovlakna
Zvyseni funkénich vlastnosti chitosanu pomoci smési polymer( se provadi za ucelem

stabilizace procesu elektrostatického zvlakfiovani a také pro zlepSeni hojeni ran. To je
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zpUsobeno tim, Ze pfi odstranéni banddze z povrchu rany se oddéli nerozpustna vrstva
polymeru, pficemz chitin-chitosanova vrstva zUstava a prispiva k procesu epitelizace.

Chitosanova polymerni nanovldkna se ziskavaji elektrostatickym zvlakriovanim. Tato
metoda umozZnuje ziskdvat vlakna o priméru 50 az 4500 nm z roztoku polymer(. Takova
nanovldkna jsou charakterizovdna nizkou hustotou, vysokou poréznosti, propustnosti pro
vodu a plyn, velikosti pori v rozmezi od desitek do stovek mikrometrd. (Baumgartner P.,
1971, Dobrovolskaya I. et al., et al., 2015, Schiffman J. and Schauer C. L. 2008).

Nicméné je znamo, Ze proces elektrostatického zvlaknovani nanovlaken z roztoku
chitosanu je obtizny z ddvodu jeho polyelektrolytickych vlastnosti. Pro stabilizaci procesu
formace nanovldken na bazi chitosanu je roztok modifikovan vodou rozpustnymi polymery,
jako jsou polyvinylalkohol (PVA), metylceluléza (MZ), polyvinylpyrrolidon (PVP),
polyetylenoxid (PEO) (Spasova M. et al., 2004, Li L. Hsieh Y.-L. et al., 2007).

V praci (Yudin V. et al.,, 2014, Dobrovolskaya I. a kol., 2015) bylo prokazano, zZe
chitosanova kompozitni vldkna obsahujici chitinovd nanovlakna o priiméru 20 nm a délce
600 az 800 nm jsou charakterizovana zvySenou pevnosti a pruznosti. Navic zavedeni
chitinovych nanovlaken do zvldknovaciho roztoku chitosanu stabilizuje formovaci proces.
Tento zpUsob funkcionalizace nanovlaken vedl tedy k ziskani dvouvrstvého povlaku na ranég,
ktery se skladal z vnéjsi vrstvy nanovlaken na bazi ve vodé rozpustného kopolyamidu
a vnitfni vrstvy kompozitnich nanovldken na bazi chitosanu a nanovldaken z chitinu.
Nanovldkna z neresorbovatelného kopolamidu poskytuji potfebné mechanické vlastnosti
povlaku stejné jako metabolické procesy s vnéjSim prostfedim. Vrstva nanovlaken
z chitosanu a nanovlaken z chitinu, kterd pfimo pfichazi do kontaktu s povrchem rany,
soucasné zajisStuje hemostaticky a baktericidni Gcinek, atraumatické kryti a pfi integraci
s aktivnim biologickym médiem dochazi k postupné resorpci polymeru. Pfi odstranéni
obvazu z povrchu rany se oddéli nerozpustna vrstva kopolamidu, zatimco vrstva chitin-

chitosan z(stdva a podporuje proces epitelizace (Li L., Hsieh Y.-L., 2006).

Povrchova modifikace

Aktivaci volnych radikal( na povrchu polymeru nastdva fyzikalnim dcinkem chemicky
inertniho plazmatu nasledné po vystaveni chemicky reaktivni plynné atmosfére
funkcionalizace, tj. vytvareni chemicky odliSnych povrchovych skupin uéinkem chemicky

aktivniho plazmatu (hydrofilizace nebo hydrofobizace povrchu polymeru). V experimentech

12



modifikace nanovlakennych vrstev byly pouzity vzorky pfipravené z nanovldkennych vrstev
PVA. K uréeni povrchovych vlastnosti nanovlakennych vzorki PVA modifikovanych
v plazmatu byl pouzit pristroj Advex Instruments. Modifikace nanovldkennych vrstev PVA
plazmatem vyznamnym zplUsobem ovliviiuje jejich smacivost. Nemodifikované vzorky jsou
silné hydrofilni (kontaktni thel 22°). Vzorky modifikované plazmatem byly charakterizovany
hydrofobnimi vlastnostmi (kontaktni uhel 119°). Vzhled povrchu nanovldkennych vrstev PVA
byl hodnocen pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu. Vysledky provedenych studii
ukazaly, Ze modifikace polymerni nanovlakenné vrstvy nesitovaného PVA v metanovém
plazmatu pfri zvolenych podminkach procesu neovliviiuje vyznamnym zplsobem strukturu
jejich povrchu. Analyza SEM neukazala rozdily v morfologii povrchu nanovlaken

modifikovanych a nemodifikovanych (Obrdzek c. 4).

SEMHV. 20000V WD 14,6630 mm VEGAN TESCAN SEMHV. 2000 WO, 15.0750 mm VEGANTESCAN

SEMMAG 3000 kx  Det: SE Detector 2 um u SEMMAG: 30.00 kx  Det: SE Detecior 2ym
Date(méy) 112411 pave Dgital Microscopy imaging Date(midly) 192411 pavel Digital Microscopy Imn:n

Obrdzek ¢. 4 SEM snimky nanovldkennych vrstev PVA: pred modifikaci plazmatem (a) a po

modifikaci plazmatem (b) (Pfevzato z Denes, F. S. and S. Manolache, 2004).

Plazmova povrchova uUprava nanovlakenych polymernich struktur ptindsi vyznamné
zmény uzitnych vlastnosti povrch(. Soucasné nedochazi k degradaci jemné nanovlakenné
struktury. Tato technologie umoznuje primyslové nasazeni vSude tam, kde je treba

funkcionalizovat povrch polymernich materidla (Denes, F. S. and S. Manolache, 2004).

Pokryti proteiny

Hlavnim omezenim metody pro fizené dodavani proteini zGstdva snizeni jejich
aktivity. Biokompatibilni polymery, napfiklad polykaprolakton (PCL), kopolymer kyseliny
polymlécné a polyglykolové (PLGA) a polyuretan (PU) apod., podporujici adhezi bunék, jsou
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vétSinou hydrofobni a dobfe rozpustné v organickych rozpoustédlech (Sill T. J., von Recum
H. A., 2008). Jedna se tedy o prostredi odlisSné od vodného, diky ¢emuz dochazi ke zménam
predevsim sekundarni a tercidlni struktury proteinl. V disledku interakce bioaktivni latky
s rozpoustédlem pfi pouziti organickych rozpoustédel a proteinu — jako bioaktivni latky
dochazi obvykle k jeho denaturaci a ndslednému snizeni aktivity latky. Na druhou stranu
polymery zvldaknéné z vodného rozpoustédla umoznuji zachovani bilkovin v nativnim stavu.
Nicméné tyto hydrofilni polymery pfiliS nepodporuji bunéénou adhezi a proliferaci a maji
omezenou stabilitu ve fyziologickych tekutinach.

Proto se nanovlakna pokryvaji proteiny (napf. kolagen, fibronektin, Zelatina) az po
zvlaknéni. Modifikovand nanovldkna podporuji bunéénou adhezi a priliferaci. Otazkou

z(stava stabilita vrstvy na povrchu nanovldken (Haifeng L., et al., 2013).

2.2. Fyzikalni modifikace

Sitovani

Pro zlepseni fyzikdlnich vlastnosti — odolnosti vic¢i vodé i zvySeni pevnosti — se
pouzivaji sitovaci €¢inidla: glutaraldehyd, glyoxal, genipin, fotosenzitivni latky nebo tepelné
osetreni (Chen J. a kol, 2008, Ohkawa K. a dalsi, 2007). Obsah chitosanu obvykle v roztoku
kolisa od 1,5 do 3,5 % v zavislosti na molekulové hmotnosti a snizeni molekulové hmotnosti
polymeru na 30 kDa umoZnuje zvysit koncentraci roztoku chitosanu na 7 %. Nicméné pouziti

chitosanu s nizkou molekulovou hmotnosti neumoznuje ziskani nerozpustnych materiald.

Plazmatické Gpravy

Plazmou modifikovany chitosan a poly (3,4-etylendioxytiofen) byly smichdny, aby se
ziskala vodivd nanovlakna s polyvinylalkoholem jako nosnym polymerem v rlznych
objemovych pomérech. Chemické slozeni a molekuldrni interakce mezi slozkami
nanovlakennych smési byly stanoveny za poufZiti Fourierovy transformacni infracervené
spektroskopie (FTIR). Vodivé smési obsahujici chitosan modifikovany plazmou vedly k lepsi
antibakterialni aktivité a k tvorbé tencich vlaken nez ty, které obsahovaly chitosan bez
modifikace plazmy. Ziskané priméry nanovlaken plazmo-modifikovaného chitosanu byly
v rozmezi 170 az 200 nm a hodnoty ziskané z nemodifikovaného chitosanu byly v rozmezi
190 aZz 246 nm. Elektrické a elektrochemické vlastnosti nanovldken byly rovnéz zkoumany

¢tyrbodovou vodivosti sondy a mérenim cyklické voltametrie (Kiristi M., et al., 2013).
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3. Chitin-glukanovy komplex s antibakterialni aktivitou nanovldaken béhem

hojeni ran.

Existuje hodné vyzkumu, které prokazuji, Ze chitosan urychluje hojeni ran v mnoha
klinickych pfipadech. Bylo zjisténo, ze granule chitosanu mohou zvysit regeneraci normalni
pokozky u otevienych ran. Proto mlzZe byt chitosan pouzit k inhibici fibroplazie (tvorbé
fibrinového vaziva) béhem hojeni ran a k podpore ristu tkané a diferenciaci v tkanové
kultufe (Kumar, 2000). Ve vétSiné vyzkumU se chitosan pouziva jako surovina pro uméla
vldkna, pftize, prasky, granule, houby a kompozity s bavinou nebo polyesterem. Lécivy
pfipravek vyrobeny z chitosanu se pouziva jako vstiebatelné Siti a materialy pro osSetreni ran.

Chitosan, ktery ma strukturalni charakteristiky podobné glykosaminoglykantm, muze
byt pouzit k vyvoji takového substratu pro nahradu kize (Kumar, 2000, Kweon et al., 2003).
Byl vyvinut chitosan-glukanovy obvaz s antibakteridlni aktivitou pro hojeni ran (Abdel-
Mohsen A. et al., 2016).

Chitin / Chitosan-glukanovy komplex (ChCsGC) byl izolovan z kultury Schizophyllum
(S. commune) a nejdrive byl rozpustén v predchlazeném roztoku (15 ° C) 8% mocoviny / 6%
vodném roztoku NaOH. Bylo provedeno hodnoceni mechanické pevnosti tkani a morfologie
povrchu. lzolovand a netkana vldkna byla charakterizovdana pomoci FTIR-ATR, optického

mikroskopu, TGA, DSC, H / C NMR, SEM a XRD (Obrdzek ¢. 5) (Abdel-Mohsen A et al. 2016).

Obrdzek ¢. 5 Morfologie riznych typu chitin-glukanovych nanovidken (Prevzato z Abdel-

Mohsen A et al. 2016).

15



V souladu s fyzikalné-chemickymi vlastnostmi méreni Ize predpokladat, Ze sit a nové
vrstvy maji stejnou chemickou strukturu s malymi zménami tepelné stability pro obvazy.
Biologicka aktivita netkané textilie ChCsGC byla testovana na rlznych typech bakterii
a vykazovala vynikajici antibakteridlni aktivitu. Biokompatibilita netkanych material( byla
hodnocena s pouzitim rlznych koncentraci fibroblastové mysi bunécné linie. ChCsGC
nevykazovala cytotoxicitu na mysi fibroblasty. Novinka ChcsGC prokdazala vynikajici Gcinnost
v |éCeni rany pfi testovani pomoci modelu u potkan(.

Je popsano poutziti chitosan — glukanového komplexu jako pfipravku pro hojeni ran
a prevenci adheze bandaze na rdné. V praci (Méndez-Vilas A., 2011) je ukazano, Ze chitosan
z hub ve formé gelu prokazal za jinak nezménénych okolnosti vyznamné mensi minimalni
inhibiéni koncentraci mikroorganisml (Streptococcus mutans) neZz chitosan ze skorapky
korysa.

K dneSnimu dni bylo zverejnéno znacné mnoizstvi studii o vyrobé nanovldken z
chitosanu korysu a jejich pouziti v mediciné k urychleni 1é¢by ran jako hemostatického ¢inidla
a bunécného nosice. Hlavni metodou pro ziskani chitosanovych nanovlaken je
elektrostatické zvldknovani s pouzitim rdznych instrumentdlnich variant této metody:

jehlové a bezjehlové zvldknovani, pouziti rGznych typu elektrod (patenty US 20100216211).

4. Modifikace chitosanu pomoci trombocytt a jinych produktu krevni

separace.

Rekonstrukce hlubSich ran, v nichZ jsou klZze a mékké tkané poskozené, vyzaduje
opatreni k prostorové rekonstrukci a stimulaci regeneracnich procest v objemu defektu.

V tomto pripadé je vhodné pouziti produkty tkanového inzenyrstvi sestavajici
z polymerni matrice, bunécnych komponent a produktt sekrece bunék (Zhang et al., 2007,
Cha et al., 2006, Lépez-Leé a kol., 2005).

Autofi této prace navrhli spojit pouziti experimentdlniho krytu rany s produkty
ziskanymi centrifugaci krve pacienta, aby se zvysila uc¢innost regenerace tkané a dosahlo se
vétsSiho hemostatického, antimikrobidlniho a analgetického ucinku.

Plazma bohatd na krevni desticky (PRP) a ostatni krevni produkty jsou separovany

v humanni a veterindrni mediciné na vice ne? 20 let. Cetné studie prokazaly jejich
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terapeuticky ucinek na zdakladé vyuziti biologické aktivity rGstovych faktorl obsazenych
v krevnich destickach.

Je znamo, Ze krevni desticky obsahuji specifické i nespecifické ristové faktory, které
rastovy faktor (PDGF), transformuijici rlstovy faktor (TGF-B), vaskularni endotelovy rlstovy
faktor (VEGF), epitelidlni rlstovy faktor (EGF), fibroblastovy rlstovy faktor (FGF), inzulinu
podobny rastovy faktor (IGF) (Gan Q. et al.,2007).

PRP a plazmové gelové derivaty — destickovy gel — je Siroce pouzivan pfi hojeni kosti
a mékkych tkani v regeneracni a rekonstrukéni chirurgii, ve stomatologii, traumatologii
a ortopedii (Everts et al, 2006).

V posledni dobé byla porézni nanovlakna pouZzita jako Sablony pro mobilni technologie.
Chemické slozeni a porézni struktura modifikovanych nanovldken podporuje adhezi krevnich
bunék, kmenovych bunék nebo somatickych bunék na jejich povrchu. To zajistuje
metabolické procesy nezbytné pro efektivni proliferaci, pohyb a diferenciaci bunék

(Dobrovolskaya I. et al., 2015).

5. Dodavani léciv nanovlakny

Schopnost smésnych nanovldken na bazi polyvinylalkoholu (PVA) a fibroinu zachovavat
enzymatickou aktivitu byla prokazana zaclenénim proteind, jako jsou lipdza a kasein
a kfenova peroxiddza (HRP) (Patel, A.C., et al., 2006), do rliznych nanovlaken pfipravenych
z rychle rozloZitelnych polymerd rozpusténych v polarnich rozpoustédlech. Metoda
smésného elektrostatického zvlaknovani se pouziva pro dodani malych bioaktivnich molekul
s vysokou efektivitou a muize byt UspéSné pouzita i pro dodani proteind, kdy je ale nutno
pouZzit specifické polymery. Mezi polymery zvlaknitelné z vodnych roztok( patfi hedvabi i
fibroin podporujici adhezi a proliferaci bunék. Nanovlakenné nosi¢e zaloZené na fibroinu
pfipraveném smésnym elektrostatickym zvldkhnovanim byly vyuZity pro doddani bone
morphogenic proteinu-2 (BMP-2). Studie prokdzala zachovani bioaktivity BMP-2, lepsi
proliferaci mezenchymalnich kmenovych bunék (MSC) a jejich osteogenni diferenciaci in

vitro (Li, C., et al., 2006).

Pro zvySeni ucinnosti a urychleni regenerace mékkych tkani je vhodné dodat

nanovlaknim dalsi funkce. Za timto ucelem jsou funkcionalizovana s bioaktivnimi latkami
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rdznych typu: antimikrobidlni, analgetické, rdstové faktory atd., stejné jako funkéni
polymery.

Uvolnovani léciv mize byt zpldsobeno fyzickymi nebo chemickymi podnéty, jako jsou
pH, iontova sila, teplota a magnetické a biologické molekuly. Takze stimulaéné citlivé
nanocdastice mohou byt slibnym nosnym systémem, protoze mohou selektivné reagovat na
zmény prostredi in vitro nebo in vivo (Zhang J., 2007). Chitosan vykazuje pH-citlivé chovani
kvili velkému poctu aminoskupin na jeho retézcich (Cha J., 2006).

Kvali citlivosti na pH mohou chitosanové nanocastice zavedené jako chitosanové
nanogely podstoupit fazové prechody od bobtnani ke smrstovani nebo naopak. Tato
vlastnost je mimoradné dllezitd z hlediska pouZitelnosti, nebot schopnost pfenaset
a uvoliovat castice se vyrazné liSi od nabobtnalého az do prehnutého stavu, coZ ¢ini z
nanocastic chitosanu slibny nosi¢ pro dodavani makromolekul (Lopez-Leén T, et. al., 2005).

Modifikace chitosanu jako nanonosiCe pro cilené podavani |ékl je také slibnda. Byla
zkoumana mozZnost uzavieni protinddorovych latek, napfiklad 5-fluorouracilu
v chitosanovych nanocasticich pro pH stimulovaného uvolfiovani (Seda R., et al., 2012).

Jako systém dodavani léku se casto pouZivaji uhlikové nanocastice — fullereny
a nanotrubice (Obrdzek ¢. 6). Hlavnim rysem fulleren( je jejich ramova forma, ktera se mlze
stat zakladem nejen pro distribucni systémy, ale také pro novou tfidu léCiv (Maruyama K. et

al., 2000).

Obrdzek ¢. 6. Nanocdstice pouZivané k transportu terapeutickych molekul.
1 — lipozom a adenovirus; 2 — polymerni nanostruktura; 3 — dendrimer; 4 — uhlikové

nanotrubice. (Pfevzato z Maruyama K. et al., 2000).
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Lipozomy jsou vezikuly tvofené dvouvrstvou fosfolipidu a vnitfnim oddélenym
kompartmentem. Sir$i poufZiti lipozom{ v regenerativni mediciné je omezeno jejich kratkym
poloc¢asem a neefektivnim udrzenim v misté aplikace. Tyto nevyhody mohou byt vyznamné
snizeny diky jejich kombinaci s nanovlakny. Disperze liposom( s nanovlakny byla provedena

ve studiich (Mickova et al., 2012).

Byly vyrobeny dva rlzné systémy nanovldken s lipozomy, tj. lipozomy smichané
s nanovlakny a nanovlakny s jadrem / obalem s inzertovanymi lipozomy. Bylo prokazano, Ze
elektrostatické zvlaknovani smési nezachovava nedotené lipozomy, ale naopak koaxidlni
elektrostatické umoznuje jejich efektivni zaclenéni do nanovlaken. Jako priklad je uvedena
zachovana enzymaticka aktivita enkapsulované kfenové peroxidazy.

Potencial tohoto systému byl také prokazan zvysenou proliferaci mezenchymalnich
kmenovych bunék. Koaxialni zvlaknovani lipozom( je velmi slibné jako systém pro podavani
|éCiv.

Nicméné lipozomy maji i své nevyhody, z nichZ hlavni je nestabilita. Nepfiznivé vlivy
okolniho prostfedi mizou zlomit pouzdro lipozomu a latka se nedostane na misto uréeni
(Mozafari M, et al., 2005). Stejné jako vsSechny fosfolipidy a tuky také lipozomy oxiduji,
velikost lipozomalnich kapsli zhorSuje jejich prichodnost. Proto byly v poslednich letech jako
alternativy vyvinuty niozomy — analog silikonové povahy, které maji fadu vyhod.

Niosomy — jsou nanovezikuly o velikosti 30—80 nanometr( (Obrdzek C. 7), které maji ve
vodé nerozpustny plast tvoreny dvouvrstvou neiontového emulgatoru (povrchové aktivni
latky), skupiny latek sestdvajici z kopolyolli dimetikonu, eteru polyetylenglykolu na bazi
polydimetylsiloxanu a uvnitf jsou uzaviena léCiva. Transdermalni transport Uc¢innych latek je
mozny v dlsledku schopnosti neiontové povrchové aktivni latky (povrchové aktivnich latek)
vytvofit dvojitou molekuldrni vrstvu podobnou plazmatické membrané Zivych bunék

(Marianecci C. et. al., 2016).
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Obradzek ¢. 7 Elektronovd mikroskopie niosomu (Prevzato z Abdelkader H. et al. 2014).

Pritomnost kovalentni vazby Si-O-Si v hydrofobni ¢asti molekuly polydimetylsiloxanové
bazi emulgatoru, ktery ma vysokou pruznost a reaktivitu, umoznuje cilené dodavat Siroky
rozsah ucinnych latek pomoci reaktivnich mist a jejich cilené uvolfovani nanovezikuly.
Dimetikonové kopolyoly jsou tudiz hybridy kiemiku (dimetikonu) a uhliku
(polyetylenglykolu). CH3 — (metyl) skupina tvofi ,oblak” kolem atom( kfemiku a poskytuje

reaktivni mista pro reakci s biologicky aktivni latkou (Obrdzek ¢. 8) (Carafa, M.et al, 2011).

CHs3 CH3 CH3 CHs
| | | |
CHz —Si-0-(Si-0-)y-Si-O-Si — CHjz
| | | |
CH3 CHj CH3z CHs

Obrdzek ¢. 8 Molekula PEG-12 Dimethicon (Pfevzato z Carafa, M.et al, 2011).

Délka vazby Si-O je delSi nez vazba C-C, proto je molekula Dimethicone PEG-12

vvvvvv

vezikuly bez vyznamnych energetickych sil. Délka vazby Si-O je 1,6 A (délka vazby analogl
SAW je C-1,4 A), uhel vazby Si-O-Si je 130 stupnill, na rozdil od vazby s hlem 109 stupnl

C-C-C, coz vede ke zvyseni elasticity a stability (Obrdzek ¢. 9).

EE——

Obrdzek ¢. 9 Pripojeni molekul kremiku a kysliku v niozomu (Prevzato z Moghassemi S.et al.,

2014).
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Vazba Si-O-Si se otdci, a proto ma rovnéz velkou elasticitu. Pfitomnost PEG (¢dst
polyetylenglykolu) urcuje stabilitu v hydrofilnich médiich a ochranu proti napadeni burikami
retikuloendotelidlniho systému (RES) (Obrdzek ¢. 10). To zvySuje stabilitu poddvanych latek

v organizmu a tim je umoznéno snizeni davky léciv.

Dvojita molekularni vrstva

Obrazek ¢. 10 Tvorba organosilikonovych niozomi( z PEG-12 Dimethicone (Prevzato

z Marianecci C. et. al., 2016).

Vysledky uvedené v této studii ukazuji potencial tohoto systému pro podavani lékU

pomoci niozomu a nanovlaken pro regeneracni medicinu.
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6. Zavér

Ve své praci jsem shrnul vysledky experimentl s nanovldkny s obsahem chitosanu
vyvinutych nebo testovanych pro regeneraci mékkych tkani. PouZita chitosanova nanovldkna
zahrnovala rdzné pouzité smési latek pri zvldknovani roztokl, dale chemické, fyzikalni

i biologické modifikace nanovldken.

Porézni nanovlakenné materidly zaloZzené na chitosanu nebo komplexu chitin-glukan
predstavuji nejslibnéjsi nanovldkna pro regeneraci mékkych tkani. Chitosan vykazuje pH
citlivé chovani kvali velkému poctu aminoskupin v fetézcich, coz Cini chitosanové nanovlakna

vhodnymi nosici pro dodavani makromolekul.

Pro zvySeni ucinnosti a urychleni regenerace mékkych tkani jsou nanovldakna
funkcionalizovana bioaktivnimi latkami rdznych typU: antimikrobialnimi latkami, analgetiky,
rastovymi faktory, funkénimi polymery atd. Kompozitni kryti ran z chitosanovych nanovlaken
ma vsSechny potiebné vlastnosti: biokompatibilitu, snadnost pouziti, antimikrobialni

vlastnosti a podporu regenerace tkani.

Na rekonstrukce hlubsi rany se pouzivaji nosice s obsahem krevnich desticek,

bunéénych komponent a produktd sekrece bunék.

U¢innost oSetiovani ran se zvyuje pfi sou¢asném pouZiti autolognich produktd
separace krve — destickového gelu a plazmy bohaté na krevni desticky. Dostupnost,
bezpecnost a ucéinnost kombinovaného pouZiti kompozitnich nanovldkennych obvazl na
rany a autolognich produktl separace krve urcuji, zda je mozné pomoci technologie

stimulovat regeneraci a zabranit zménam v tkani a infekénim komplikacim.

Nova strategie funkcionalizace nanovlaken ukazuje perspektivnost systému podani
lékt pomoci nanovezikul (lipozoml a nozoml) v kombinaci s nanovldkny pro regeneracni

medicinu.

22



~

10.

11.

12.

. Seznam pouzité literatury

Abdelkader, H.; Alani, A. W.; Alany, R. G. (2014). Recent advances in non-ionic surfactant
vesicles (niosomes): self-assembly, fabrication, charac-terization, drug delivery
applications and limitations. Drug Delivery, 21, 87-100.

Abdel-Mohsen A, Jancar J, Massoud D, Fohlerova Z, Elhadidy H, Spotz Z, Hebeish A
(2016). Novel chitin/chitosan-glucan wound dressing: Isolation, characterization,
antibacterial activity and wound healing properties// Int J Pharm 20, 86-99.

Agarwal, S., J. H. Wendorff, and A. Greiner (2008). Use of electrospinning technique for
biomedical applications. Polymer 49(26): 5603-5621.

Baumgartner P.K. (1971). Electrostatic spinning of acrylic microfibers // J. Coll. Inter. Sci.
36.(4), 71-79.

Brannon-Peppas L. and Blanchette J. O., (2004). “Nanoparticle and targeted systems for
cancer therapy,” Advanced Drug Delivery Reviews 56, 1649—-1659.

Carafa, M.; Marianecci, C.; Di Marzio, L.; Rinaldi, F.; Di Meo, C.; Matricardi, P.; Alhaique,
F.; Coviello, T. A (2011). New Vesicle-Loaded Hydrogel System Suitable for Topical
Applications: Preparation and Characterization. J. Pharm. Pharm. Sci. 14, 336-346.

Calvo. P., C. Remu~nan-Lopez, J. L. Vila-Jato, andM. J. Alonso, (1997). “Chitosan and
chitosan/ethylene oxide-propylene oxide block copolymer nanoparticles as novel carriers
for proteins and vaccines,” Pharmaceutical Research, 14, 1431-1436,

Campbell T.D., Wiesmann W.P., McCarthy S.J. (2012). Method for preparing a
compressed wound dressing. United States Patent 8313474.

Cha J., Lee W. B., Park C. R., Cho Y. W., Ahn C. H., and Kwon I. C., (2006). “Preparation
and characterization of cisplatin-incorporated chitosan hydrogels, microparticles, and
nanoparticles,” Macromolecular Research 14, 573-578.

Chen J. (2008). Preparation of biocompatible membranes by electrospinning / Cheix — et
al. //Desalination 233, 48-54.

Dang J.M. and Leong K.W. (2006). “Natural polymers for gene delivery and tissue
engineering,” Advanced Drug Delivery Reviews 58, 487-499.

Dash M., Chiellini F. (2011). Chitosan—A versatile semi-synthetic polymer in biomedical

applications //Progress in Polymer Science 36, 981-1014.

23



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

Denes, F.S. and S. Manolache (2004). Macromolecular plasma-chemistry: anemerging
field of polymer science. Progress in Polymer Science 29(8), 815-885.

Devalapally H, Chakilam A., and Amiji M.M., (2007). “Role of nanotechnology in
pharmaceutical product development,” Journal of Pharmaceutical Sciences 96, 2547—
2565.

.Dobrovolskaya |.P., Popryadukhin P.V., Yudin V.E., Ivan’kova E.M., Elokhovskiy V.Yu.,
Weishauptova Z., Balik K. (2015). Structure and properties of porous films based on
aliphatic copolyamide developed for cellular technologies // Journal of Material Science:
Materials in Medicine 26, 46-56.

Everts P.A., Knape J.T., Weibrich G., Schonberger J.P., Hoffmann J., Overdevest E.P., Box
H.A., van Zundert A.J. (2006). Platelet-rich plasma and platelet gel: a review// Extra
Corpor Technol 38, 174-187.

Feng, S. S. (2004). “Nanoparticles of biodegradable polymers for newconcept
chemotherapy,” Expert Review of Medical Devices 1, 115-125.

Fréchette J.-P., Martineau 1., Gagnon G. (2005). Platelet-rich plasmas: growth
factorcontent and roles in wound healing // J. Dent. Res. 84, 434-439.

Gan Q., Wang T., (2007). “Chitosan nanoparticle as protein delivery carrier-Systematic
examination of fabrication conditions for efficient loading and release,” Colloids and
Surfaces B 59, 24—34.

Haifeng L., Xili Ding, Gang Zhou, Ping Li, Xing Wei, Yubo Fan (2013). Electrospinning of
Nanofibers for Tissue Engineering Applications// Journal of Nanomaterials.

Janes K. A, Fresneau M. P, Marazuela A., Fabra A, and Alonso M. J. (2001). “Chitosan
nanoparticles as delivery systems for doxorubicin,”Journal of Controlled Release 73, 255—
267.

Janes K. A., Calvo P., and Alonso M. J., (2001). “Polysaccharide colloidal particles as
delivery systems for macromolecules,” Advanced Drug Delivery Reviews 47, 83-97.
Johnson R., Tumey D. Biocompatible wound dressing. BS Patent 0095421. 2012.Mi F.-L.,
Shyu Sh.-Sh., Wu Yu-B., Lee S.-T., Shyong J.-Y., Huang R.-N. (2001). Fabrication and
characterization of a sponge-like asymmetric chitosan membrane as a wound dressing //
Biomaterials 22, 165-173.

Ji, W., et al., (2011). Bioactive Electrospun Scaffolds Delivering Growth Factors and Genes

for Tissue Engineering Applications. Pharmaceutical Research 28, 1259-1272.

24



25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

Kiristi M, Oksuz AU, Oksuz L, Ulusoy S. (2013). Electrospun chitosan/PEDOT nanofibers
Mater Sci Eng C Mater Biol Appl. Oct. 33(7), 3845-50.

Li, C., et al., (2006). Electrospun silk-BMP-2 scaffolds for bone tissue engineering.
Biomaterials 27(16), 3115-3124.

Li L., Hsieh Y.-L. Chitosan bicomponent nanofibers and nanoporous fibers //
Carbohydrate Research 341(3), 374-81

Lépez-Ledn T., Carvalho E. L. S., Seijo B., Ortega-Vinuesa J. L., and Bastos-Gonzélez D.,
(2005). “Physicochemical characterization of chitosan nanoparticles: electrokinetic and
stability behavior,” Journal of Colloid and Interface Science 283, 344-351.

Marianecci C, Di Marzio L, Del Favero E, Cantu L, Brocca P, Rondelli V, Rinaldi F, Dini L,
Serra A, Decuzzi P, Celia C, Paolino D, Fresta M, Carafa M. (2016). Niosomes as Drug
Nanovectors: Multiscale pH-Dependent Structural Response//Langmuir
32(5), 1241-9.

Maruyama, K. (2000). In vivo targeting by liposomes./K.Maruyama// Biol Pharm Bull 23,
791-9.

Méndez-Vilas A. (2011) Science against microbial pathogens: communicating current
research and technological advances// FORMATEX 542-550.

Moghassemi, S.; Hadjizadeh, A. (2014). Nano-niosomes as nanoscale drug delivery
systems: an illustrated review. J. Controlled Release 185, 22-36.

Mozafari, M.R. (2008). Nanoliposomes and their applications in food nanotechnology.
/M.R. Mozafari, C.Johnson, S. Hatziantoniou, C. Demetzos//Journal of Liposome Research
18 309-327.

Mickova A, Buzgo M, Benada O, Rampichova M, Fisar Z, Filova E, Tesarova M, Lukas D,
Amler E. (2012). Core/shell nanofibers with embedded liposomes as a drug delivery
system. Biomacromolecules 13, 952-62.

Ohkawa K. Chitosan Nanofiber / Ohkawa K. et al. (2006). Biomacromoleci 7, 3291-3294.
Patel, A.C., et al., (2006) In situ encapsulation of horseradish peroxidase in electrospun
porous silica fibers for potential biosensor applications. Nano Letters 6, 1042-6.

Paul W. and Sharma C. P., (2000). “Chitosan, a drug carrier for the 21st century: a
review,” S.T.P. Pharma Sciences 10, 5-22.

Polak J.M., Hench L.L, Kemp P. (2002). Future strategies for tissue and organ replacement

// London. Imperial College Press 3—-24.

25



39.

40.

41.

42.

43.

44,

45,

46.

47.

Schiffman J.D., Schauer C.L. (2008). A review electrospinning of biopolymer nanofibers
and their applications // Polymer Reviews 48, 317-52.

Seda R. Tigh A., Mehlika P. (2012). 5-Fluorouracil Encapsulated Chitosan Nanoparticles
for pH-Stimulated Drug Delivery: Evaluation of Controlled Release Kinetics// Journal of
Nanomaterials, Volume 43-53.

Sill T.J., von Recum H.A. (2008). Electrospinning: applications in drug delivery and tissue
engineering //Biomaterials 29(13), 1989-06.

Spasova M., Manolova N., Paneva D., Rashkov I. (2004). Preparation of chitosan-
containing nanofibers by electrospinning of chitosan/ poly(ethylene oxide) blend
solutions // e-Polymers 56, 1-12.

Xie, J.B. and Y.L. Hsieh (2003). Ultra-high surface fibrous membranes from
electrospinning of natural proteins: casein and lipase enzyme. Journal of Materials
Science 38(10), 2125-2133.

Yang. H. C.,.. Hon M. H, (2009). “The effect of the molecular weight of chitosan
nanoparticles and its application on drug delivery,”Microchemical Journal 92, 87-91.
Yudin V.E., Dobrovolskaya I|.P., Neelovl. M., Dresvyanina E.N., Popryadukhin P.V.,
Ivan’kova E.M., Elokhovskii V.Yu., Kasatkin I.A., Okrugin B. M., Morganti P. (2014). Wet
spinning of fibers made of chitosan and chitin nanofibrils // Carbohydrate Polymers 108,
176-182.

Zhang Y., Huang X., Duan B., Wu L., Li S., Yuan X. (2017). Preparation of electrospun
chitosan/ poly(vinyl alcohol) membranes // Colloid. Polym. Sci. 5, 855-63.

Zhang J. L., Srivastava R. S., and Misra R. D. K., (2007). “Core-shell magnetite
nanoparticles surface encapsulated with smart stimuli-responsive polymer: synthesis,
characterization, and LCST of viable drug-targeting delivery system,” Langmuir, 23, 6342—

6351.

26



