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Anotace

Disertacni prace tes$i vyzkum a vyvoj zafizeni pro piipravu personalizovanych kryti ran
s doplitkovym ucinkem, ktery je zajistén prodlouzenym uvoliovanim ucinnych latek. Prace provadi
oveéfeni navrhu zafizeni s vyuzitim predklinického testovani bezpecnosti a uCinnosti zafizenim
ptipraveného krytu rany. Testovana varianta Krytu byla tvofena nanovlakennym substratem
z polykaprolaktonu s deponovanym drug delivery systémem, tvofenym gentamycinem a o-tokoferolem
imobilizovanymi v pevnych lipidickych ¢asticich z myristilalkoholu. Prace demonstruje posloupnost
jednotlivych kroku piipravy, realizace a vyhodnoceni testovani, az po predklinicky in vivo experiment
na my$im modelu, a to se zaméfenim na syntézu zésadnich technickych a regulatornich pozadavkd.
Motivaci disertacni prace je Vuvedeném kontextu pfispét k prokazani proveditelnosti a prosazeni
konceptu klinické aplikace personalizovanych krytl ran s doplikovym tucCinkem, pfipravenych
s vyuzitim funkcionaliza¢niho zafizeni, které vyuziva danych technickych vychodisek a vychazi ze
zakladnich principii soucasného biomedicinského inzenyrstvi a jeho provazanosti s aktualnimi

potiebami klinické praxe.

Klic¢ova slova: kryty ran, doplnkovy tcinek, drug delivery, personalizovana medicina, navrh
a vyvoj, zdravotnické prostredky, bezpecnost a u¢innost, predklinické
hodnoceni, biologické hodnoceni, biokompatibilita, ovéfeni navrhu, validace

procesu, kvalifikace zafizeni, biomedicinské inzenyrstvi






Annotation

The dissertation deals with research and development related with the device to produce personalized
wound dressings with an ancillary action, which is provided by the prolonged release of active
substances. The work validates the design of the device using pre-clinical testing of the safety and
performance of the device-prepared wound dressing. The tested version of the dressing consisted of
a nanofibrous mat made of polycaprolactone with a deposited drug delivery system consisting of
gentamicin and a-tocopherol immobilized in solid lipid particles made of myristyl alcohol. The work
demonstrates the sequence of steps to prepare, implement and evaluate testing, up to the pre-clinical in
vivo experiment on a mouse model, focusing on the synthesis of essential technical and regulatory
requirements. The motivation of the dissertation is, in the given context, to contribute to the
demonstration of the feasibility and promotion of the concept of clinical application of personalized
wound dressings with an ancillary action, prepared by the functionalization device that uses the given
technical concept and is based on principles of contemporary biomedical engineering and its

interconnectedness with the current needs of clinical practice.

Keywords: wound dressings, ancillary action, drug delivery, personalized medicine, design
and development, medical devices, safety and performance, preclinical
evaluation, biological evaluation, biocompatibility, design verification, process

validation, device qualification, biomedical engineering
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1. UVOD

ObtiZzné se hojici, zejména infikované anebo chronické rany, predstavuji vyznamny
socioekonomicky problém a podpora, ¢i urychleni jejich hojeni je zcela zdsadnim piinosem ve vice
ohledech. Vyznam tématu 1écby obtizné se hojicich, resp. chronickych ran pii starnuti populace
a zvySujicim se podilu pacientt s predispozici pro jejich vznik (napi. diabetes) ptitom dlouhodobé roste.
V ramci zkvalitiiovani péée se i proto dlouhodob¢ zvysuje zajem o moderni a inovativni postupy.

Jednim ze souvisejicich trendd je rostouci poptavka na strané pacienti i 1ékait a dalSiho
oSetirujiciho personalu po personalizaci péce, ktera nabizi prokazatelny potencial ptispét ke zlepseni
a urychleni 1é¢by a tim i k jeji efektivité z pohledu poskytovatele. Témto modernim pfistuptim K terapii
ran nahrava také aktualni komplikovana situace vyrobct sériové vyrabénych zdravotnickych prostiedk,
ktefi se viadé piipadi obtizné vypotadavaji s pozadavky aktualni legislativy — Medical Device
Regulation (MDR). S reflexi v§ech vySe uvedenych aspektii se diserta¢ni prace zamérila na jedno
Z mozZnych fFeSeni S vyuZitim nové pristrojové techniky, ktera je primarnim zijmem vyvoje
v biomedicinském inZenyrstvi. Prace realizuje jeden ze zasadnich krokli vramci souvisejiciho

vyzkumu a vyvoje, kterym je iterace predklinického ovéteni navrhu ve zvoleném rozsahu.
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2. CILE A METODIKA PRACE

Personalizace péfe o ranu vyznamnym zpisobem pfispiva k lepSim vysledkim 1é¢ebného
procesu. (Dowd, 2011) Dilezitym nastrojem v pééi o ranu je medikace, kterd muZe byt realizovana
systémovou nebo lokalni aplikaci vhodného 1éCiva, jehoz volba potiebam zvolené terapie odpovida.

Pro lokalni aplikaci 1é¢iva, ktera je z pohledu 1é¢by rany v fadé ohledd vyhodnéjsi a Setrné&jsi,
mj. jelikoz k dosazeni efektu in situ je potieba mensi davky, 1ze vyuzit pfimé podani sériové vyrabénych
1é¢ivych piipravku (srov. § 2 zakona o 1é¢ivech) nebo 1é¢ivych piipravka formulovanych magistra liter
farmaceutem, resp. Iékarnou.

Pro podptirnou aplikaci 1é¢iva na ranu lze vyuzit také sériové vyrabéné zdravotnické prostredky
s doplitkovym t¢inkem (srov. odst. 2, ¢l. 1, MDR), které primarn¢ zajist'uji mechanické kryti a ochranu
rany. | v tomto pfipadée je ur¢ité miry personalizace dosahovano konkrétni volbou sériové vyrabéného

zdravotnického prostiedku.

Vyuziti magistra liter 1é¢iv se ovSem V praxi omezuje na nékolik tradi¢nich variant a také
automatizace jejich pfipravy je minimalni. Nabidka sériové vyrabénych zdravotnickych prostiedkd,
zejména ve smyslu kombinace konkrétniho krytu rany a specifické uc¢inné latky pro dopliikovy uéinek,
je limitovana a prosazeni novych, inovativnich variant je zna¢né komplikovano naroénymi

regulatornimi pozadavky MDR v kombinaci s pozadavky regulace 1éciv.

Jako moznost pro dosazeni vyss§i miry personalizace v péci o ranu Se jevi personalizované kryty
ran s dopliikovym t¢inkem, jejichz vlastnosti by bylo mozné ve vétsi mife modulovat s ohledem na
etiologii rany, jeji stav a dalsi potieby terapie ve vztahu ke konkrétnimu pacientovi (mj. komorbidity).
Toho lze dosahnout zejména individualnim zhotovenim krytu rany (S konkrétnimi parametry) na
zakladé pozadavku oSetfujiciho personalu. Jednim z moznych postupt pro zhotoveni takového krytu je
depozice vybrané ucinné latky, zejména ve formé drug delivery systému pro jeji fizené, resp.
prodlouzené uvoliiovani, na vhodny nosi¢, tedy funkcionalizace nosi¢e. Pro tento ucel se jako
prakticky realizovatelna varianta jevi postup p¥ipravy s vyuZitim vyvoje funkcionaliza¢niho
zarizeni (Bratka, a dal$i, 2022), ktery naplni v8echny regulatorni poZzadavky a zaroven, diky vyuziti
uréitého stupné automatizace, mize funkcionalizace nosi¢e probihat nejen v 1ékarné (napf. centralni
lékarna nemocnice), ale také piimo ve zdravotnickém zafizeni, resp. ambulanci, a za ptirodnich katastrof
nebo valecnych stavi také Vv podminkdch mediciny katastrof nebo vale¢né mediciny. Vyvoj
zdravotnickych pristroji a zafizeni je zakladnim konceptem oboru biomedicinského inZenyrstvi.

Vyvojem, zaméfenym na odpovidajici funkcionaliza¢ni zafizeni a personalizované kryty ran
s dopliikovym u¢inkem, Se zabyvaji mimo dalSich subjektd dva ceské podniky, a to ING
MEDICAL s.r.0. a Grade Medical s.r.0. Tyto spole¢nosti vyvinuly za zasadni uc¢asti autora diserta¢ni
prace fadu vhodnych dil¢ich technickych feSeni, Ktera tvofi technicka vychodiska této prace (viz téz

kap. 8.5). Souvisejici vyzkum nebyl dosud zcela ukonc¢en, funkcionaliza¢ni zafizeni a jim pfipravované
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kryty ran s doplitkovym uéinkem se nachazi ve fazi pokro¢ilého navrhu a vyvoje (srov. CSN EN ISO
13485 ed. 2).

Pro uvedeni zdravotnického prostiedku na trh je nezbytné provedeni ovéieni jeho navrhu,
ato sohledem na vécné uzivatelské (védecké, technické, provozni, obchodni), ale i regulatorni
pozadavky. Z pohledu platné regulace, tedy MDR, je pfitom znacna ¢ast tohoto procesu soucasti

ptredklinického hodnoceni, kterému je proto v disertaéni praci vénovana odpovidajici pozornost.

2.1 Cil prace

Motivaci disertatni prace je Vuvedeném Kkontextu prispét k prokazani proveditelnosti
aprosazeni konceptu klinické aplikace personalizovanych krytd ran s doplikovym uéinkem,
pfipravenych S vyuzitim funkcionaliza¢niho zafizeni, které vyuziva dale popsanych technickych
vychodisek.

Jako cil disertacni prace byla stanovena iterace ovéfeni navrhu funkcionaliza¢niho
zarizeni ve zvoleném rozsahu, tedy obecné identifikace, navrh a realizace kroki ke zjisténi miry plnéni
vybranych uzivatelskych a regulatornich pozadavkt v dané fazi vyvoje. Zcela zasadnim pozadavkem je
v tomto ohledu produkce krytu rany pozadovanych parametrti, pticemz vyvoj funkcionaliza¢niho
zafizeni od vyvoje jednotlivych variant produkovanych krytt ran v zdsad¢ nelze oddélit z ditvodu
zpétného, resp. vzajemného ovlivnéni vstupnich pozadavk.

Predklinické studie jsou zasadnim nastrojem pro ovéfeni navrhu zdravotnického prostiedku.
(Boutrand, 2019) Testovani v ptedklinickych studiich zdravotnického prostiedku je zaméfeno obecné
na ovéfeni konkrétnich pozadavki na bezpe¢nost a Géinnost. Jako metoda vhodna pro dosaZeni
stanoveného cile bylo tedy zvoleno testovani vybranych konkrétnich predklinickych
charakteristik s pomoci piedklinického experimentu, resp. experimentt, pro ucely navrhu a vyvoje

zafizeni, ovSem s potencialem nasledného vyuziti v regulatornim procesu posouzeni shody.

V kontextu velkého mnozstvi relevantnich pozadavkl na bezpeénost a Gi¢innost, které vyplyvaji
z MDR, bylo vsak tieba cil disertacni prace realisticky vymezit z hlediska rozsahu. V tomto ohledu se
jako vhodny postup jevilo testovani vystupti, pfipravenych s vyuzitim aktualni verze funkcionaliza¢niho
zatizeni, tedy konkrétniho provedeni funkcionalizovaného krytu rany s doplitkovym ucinkem, ve
zvoleném rozsahu. Diserta¢ni prace je tedy zaméiena na predklinicky experiment, zaméfeny na
testovani zatizenim pfipravené vybrané varianty personalizovaného krytu rany. Specificky prace fesi
design experimentu zaméfeného na piredklinickou bezpeénost a t¢innost, jeho provedeni a vyhodnoceni

V procesu navrhu a vyvoje.
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2.2 Hypotéza
Na zékladé¢ stanovenych cili byla formulovana hypotéza, kterou prace ovérovala:

»Personalizované kryty ran jako zdravotnické prostiedky pro humanni medicinu lze pripravovat
s vyuzitim funkcionaliza¢niho zaFizeni podle popsanych technickych parametra, a takto
pripravené zdravotnické prostifedky maji potencial prokazat v rozsahu ovéfovanych aspekti
predklinickou bezpe¢nost a ucinnost.«

Vychodiska vyslovené hypotézy a jeji logické navaznosti byly upfestiovany dale v této

disertacni praci.

2.3 Postup zpracovani

Stanovenym ciliim a zvolené metodé odpovidal postup zpracovani v teoretické i praktické ¢asti
prace. Primarni byl védecky pfistup dle aktualniho vyvoje v biomedicinském inzenyrstvi navazany na
potieby klinické praxe, soucasné byly ovSem zohledfiovany téz aspekty regulatorni. Regulatorni
pozadavky zahrnuji vesSkeré zavazné pozadavky na vyrobek, nebo vyrobni postupy vyrobce. Pro
zdravotnické prosttedky je zakladnim regulativem piimo aplikovatelné Natizeni Evropského
parlamentu a Rady (EU) 2017/745, tzv. MDR. Na zakladé provedené kvalifikace vyrobku (viz kap. 3.3)
jsou v diserta¢ni praci zohlediiovany poZadavky na zdravotnické prostiedky a aplikovany

postupy pro piedklinické hodnoceni ve smyslu této platné regulatorni apravy (MDR).

V tomto kontextu je vSak tfeba reflektovat, ze pfedmét feseni, tedy otazka piedklinického
hodnoceni jako celku, je znaéné multidisciplinarni, nebot’ je pfedmétem feSeni riznych védnich obort
a technickych pristupti, které je tfeba Vramci jednotlivych aspekti predklinického hodnoceni
zdravotnickych prosttedka zohlednit. Bylo tedy nutné provést vybér z relevantnich pozadavki a tomu
prizpisobit zaméfeni a Groven detailu. Vzhledem k charakteru vystupt pfipravovanych zafizenim, ktery
je podrobn¢€ popsan dale (neaktivni zdravotnické prostiedky ve styku s poranénou kuzi, resp.
semikritické prostfedky), byla prace zacilena primarn¢ na oblast biologického hodnoceni anavrh
vhodné zvoleného experimentu pro ovéfeni potencialu plnit vybrané pozadavky z této oblasti. Vybér
byl orientovan na potieby a také moznosti vyrobce, vyplyvajici z dané faze vyzkumu, resp. navrhu
avyvoje.

V prvni kapitole jsou systematicky popsana vychodiska pro design experimentu. Zcela
zasadnim je v tomto ohledu charakteristika technickych feSeni pouzitych pro realizaci zafizeni a jeho
vystupt, tedy personalizovanych krytti ran s doplitkovym téinkem, véetné zejména pouzitych materialt.
Jsou také shrnuty pristupy a metody relevantni pro testovani v ramci biologického hodnoceni.

V kapitole nasledujici je proveden navrh a popsana realizace piedklinického experimentu
zaméfené¢ho na vybrané aspekty predklinického hodnoceni, specificky ovéteni vybranych aspektt

bezpecnosti a ucinnosti pfipravenych krytd ran, coz je zasadni vystup pro ovéfeni navrhu
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funkcionaliza¢niho zafizeni samotného. Zohlednény jsou pfitom zejména vybrané identifikované
pozadavky, uzivatelské a regulatorni. Pti planovani testovani je v souladu s regulatornimi pozadavky
nejprve hodnoceno, zda data jiz dostupna, zejména v publikované literatufe, nejsou dostateCna pro
odivodnéni neprovedeni novych testl. Zohlednéna, po vychozim ovéfeni, jsou také existujici,
nepublikovana experimentalni pedklinicka data, kterymi vyrobci disponuji.

Vysledky jednotlivych provedenych testd jsou podrobné shrnuty. Ve vztahu K feSenym
pozadavkim je také vyhodnoceno, nakolik experimentalni vysledky svéd¢i pro potencial predklinické
bezpecnosti a ucinnosti testovaného zdravotnického prostiedku, stejné jako jejich dopad na navrh
funkcionaliza¢niho zafizeni. Na shrnuti vytvofenych poznatki navazuje jejich diskuse, tedy kritické

srovnani S relevantnimi vysledky popsanymi v literatuie.

Praci uzavira kapitola s formulaci celkovych zavéri, zejména ve vztahu k vyslovené hypotéze

a shrnutim dopadii vytvorenych poznatkti pro obor biomedicinského inzenyrstvi.
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3. VYCHODISKA PRO PLANOVANI EXPERIMENTU

3.1 Popis technického FeSeni funkcionaliza¢niho zaFizeni

Z pohledu disertaéni prace tvofilo konstrukéni feSeni funkcionalizaéniho zafizeni jedno ze
zasadnich vychodisek, které bylo tieba popsat, jelikoz se nejednalo o feSeni obecné znama. V pripadé
zdravotnického prostiedku je jeho popis jednim z pozadavkd v ramci tvorby technické dokumentace,
jejiz je predklinickd dokumentace, zaznamenavajici vybér, provedeni a vystupy testovani, soucasti

(srov. napft. odrazka a) a d), odst. 1.1, pfilohy II, MDR).

Obrazek 1: Funkcionalizacni zarizeni

(verze ING MEDICAL)
Zdroj: Autor

Celkova koncepce

Z vécného i regulatorniho pohledu je pro definovani zdravotnického prostiedku podstatny jeho
technicky popis, pro regulatorni kvalifikaci ov§em zejména urceny el pouziti (srov. odst. 12, ¢lanek 2,
MDR). Pro tcely prace byl ur¢eny tcel pouziti feSeného funkcionalizaéniho zafizeni vyjadien jako
»priprava Kryti ran s dopliikovym tcinkem, variabilniho provedeni pomoci validované metodiky fizené
depozice uc¢inné latky na vhodny medicinalni nosi¢ pomoci funkcionaliza¢niho roztoku za riznych

procesnich parametri‘.
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Jako charakteristické prvky konceptu byly z hlediska jeho technického popisu identifikovany

zejména:

vyuziti funkcionalizaéniho zatizeni k modifikaci vhodného nosice u¢innou latkou pro dosazeni
jeho dopliikového ucinku ke kryti rany, predevsim v humanni klinické praxi,
funkcionaliza¢ni zafizeni integruje potfebné funkcionality, kterymi jsou zejména piiprava
funkcionalizacniho roztoku, jeho piesné davkovani, fizenad depozice na nosi¢ a vhodna
nasledna manipulace s funkcionalizovanym krytem rany pied aplikaci,
dopliikovy tG¢inek krytu rany je zajistén fizenym uvoliiovanim uéinné latky, zejména léCiva,
tedy syntézou a depozici drug delivery systému vhodnych parametrd,
pro tvorbu drug delivery systému zafizeni disponuje magnetickym michadlem
a mikrofluidnimi ¢ipy (MF ¢&ipy), coz jsou =zafizeni vhodna mj. pro emulzifikaci
(nanoemulzifikaci) systéma na lipidické bazi,
pro depozici funkcionalizaéniho roztoku na nosi¢ je mozno vyuZzit postupy pasivni, tj. napf.
zaplaveni povrchu ¢i kapani, nebo aktivni, tj. zejména vyuZivajici tlakového spadu (vytvoteni
tlaku nebo podtlaku),
za Ucelem realizace efektivni personalizace péce o ranu Vv klinické praxi zafizeni umoziiuje
v kombinaci s riznymi vhodnymi drug delivery systémy,
o nastavit (ovlivnit) parametry drug delivery systému, resp. drug delivery systémd, a to
procesem piipravy, resp. nastavenim provoznich parametrii v rozsahu, ktery vede
k ucelné variabilité parametri vystupt (variabilni vlastnosti krytu),
o pouzit co nejSirSi spektrum nosi¢d, tvofenych rozdilnymi, ovSem vzdy

biokompatibilnimi, materialy, vCetné zejména materiali nanovlakennych.

Naplnéni pozadavku na personalizaci péce je tedy materializovano variabilnim provedenim

krytu rany, konkrétné moznosti pouziti riiznych kombinaci nosice a doplitkového t€inku. Doplikovy

ucinek, zajistény variabilni kombinaci €innych latek a drug delivery systému, resp. systémd, ptitom

v ramci technickych limitli umoziuje parametrické nastaveni, zejména celkového obsahu G¢inné latky

(dose) a uvoliovaciho profilu (kinetika uvolnéni).

Celkova koncepce funkcionalizaniho zafizeni je vyjadiena fadou chranénych technickych

feseni, jejichz je autor prace spoluautorem (viz kap. 8.5). Prehlednym vyjadfenim feSeni je vykres

obsazeny v patentu ad [IV] (viz obr. 2 a 3).
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Obrazek 2: Priklad technického reseni funkcionalizacniho zarizeni
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Obrazek 3: Priklad technického reseni funkcionalizacniho zarizeni (detail komory)
dle [IV]*

! seznam vztahovych znacek k obr. 2 a 3: 1 modifika¢ni komora, 2 zdroj pro vytvofeni tlakového spadu, 3 modul
pro ptipravu modifika¢niho roztoku, 4 prostiedek pro smiseni, 5 zasobnik, 6 nosny substrat, 7 funkcionalizovany
substrat, 8 mikrofluidni ¢ip, 9 michadlo, 10 davkovac, 13 rozvodna soustava, 15 aplikacni deska, 16 vstupni ¢ast,
17 vystupni ¢ast, 18 pouzdro, 19 jimaci nadoba (terminologie pouzita pro tiéely PV, prace uziva oznaceni odlisna)
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Komponenty funkcionaliza¢niho zatizeni

Vedle zafizeni jako celku je tieba v pfiméfeném rozsahu popsat ucel jeho zasadnich soucasti
(srov. odst. 2, ¢l. 1 a ¢l. 23 MDR), ve smyslu komponent ptipadné¢ moduld, nebo ptislusenstvi (srov.
odst. 2, ¢l. 2 MDR). Jako zasadni komponenty funkcionalizaéniho zafizeni byly identifikovany
jednotlivé funkéni subsystémy, kterymi byly (viz téz obr. 2 a 3):
e soustava pro davkovani kapalin — zejména linedrni davkovace,
e soustava s magnetickym michadlem — subsystém pro ptipravu funkcionaliza¢niho roztoku,
e soustava S mikrofluidnimi &ipy (MF ¢ipy) — subsystém pro ptipravu funkcionalizaéniho
roztoku,
e soustava pro depozici — zejména komora, umoziujici aktivni anebo pasivni depozici, piipadné
modifikovana pro pouziti cartridge (pfislusenstvi),
e komponenta nebo soustava pro manipulaci substratu — zejména podpora pro umisténi substratu
pfi depozici a piipadné cartridge,
e soustava pro vedeni kapalin — soubor hadi¢ek a ventilli, propojujicich ostatni soustavy,
alternativné dopInény o buffer nadoby,
e fidici a monitorovaci systém — fidici jednotka véetné software, dale zejména ¢idla teploty,

o dalsi pomocné soucasti (napajeni, ohfevy, zdroj podtlaku, chlazeni).

Linearni davkovace

Z hlediska piipravy funkcionalizaéniho roztoku, ktera je dle popsané celkové koncepce
funkcionaliza¢niho zafizeni uvazovana S vyuzitim riznych metod fizeného miseni kapalnych fazi (napft.
v piipadé lipidickych systémi postupy voda do oleje, v literatuie ¢asto znaceno dle anglickych vyrazi
water/oil — w/o, nebo olej do vody, angl. oil/water — o/w), tedy i z hlediska pfedklinického hodnoceni

produkovaného vystupu, je zcela zasadni presné davkovani pouzitych roztokd.

V tfesené verzi zafizeni byly pro ten ucel pouzity tfi linearni davkovace vlastni konstrukce
(viz obr. 4), odpovidajici bézné koncepci, tj. sestavajici z krokovych motorl a Sroubovicové transmise,
umoziujici umisténi injek¢ni stfikacky standardu Luer / Luer Lock do 100 ml. Piesnost, kalibra¢ni
postupy a dalsi funkéni charakteristiky byly vyrobcem jiz diive testovany v rozsahu odpovidajicim

regulatornim (zejména metrologickym) pozadavkim.
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Obrdzek 4: Linedrni davkovace béhem testovani komponenty za ucelem kvalifikace.
Linearni davkovac ¢. 2 (uprostied) se zapojenym ohievem pro manipulaci lipidické faze.
(verze Grade Medical)

Zdroj: Autor

Subsystém pro piipravu funkcionaliza¢niho roztoku

Jak jiz bylo vysvétleno, pro ptipravu funkcionaliza¢niho roztoku, resp. syntézu konkrétni
funkcionalizaéni formulace ?, je v feSeném zafizeni vyuzivano fizeného miseni kapalnych fazi
(v piipadé lipidickych drug delivery systému s cilem vytvofeni emulze, zpravidla nanoemluze —
podrobnéji viz nasledujici kapitola). Toho je dosahovano pomoci dvou rozdilnych soustav, které
vyuzivaji odliSnych fyzikalnich principi, resp. technickych feSeni.

Prvni z nich je magnetické michadlo, v laboratorni praxi rozsifené zatizeni, vyuzivajici rotujici
magnetické pole k pohonu michadla tvofeného trvalym magnetem, s vhodnym, chemicky odolnym
potahem, umisténého uvniti nadoby se zpracovavanou kapalinou. Zafizeni tohoto typu Se pro piipravu

emulzi metodami w/o i o/w za pfitomnosti surfaktantu ® v praxi uziva bézné. (Akram, 2021) Takto

produkované nanoemulze se ov§em vyznacuji polydisperzitou. (Bhattacharyya, a dalsi, 2019)

V feSené verzi zafizeni bylo pouZzito magnetické michadlo vlastni konstrukce (viz obr. 5 a 6),
tvofené zejména hlinikovou vnéjsi nadobou s integrovanym ohfevem a teplotnim ¢idlem, pod niz je
umistén pohon s rotujicimi permanentnimi magnety. Vnéj$i nadoba umoznovala umisténi sklenéné
kadinky vhodného tvaru do objemu 100 ml. Davkovani slozek a odvod produktu (funkcionalizacniho

roztoku) byly zajistény ptes vicko pomoci hadi¢ek. Na pfivodu byla moznost alternativniho osazeni

2 funkcionaliza¢ni formulaci se pro gely této prace rozumi konkrétni kombinace G¢inné latky (zpravidla 1éiva),
resp. ucinnych latek, a latek pomocnych, tedy kompatibilniho drug delivery systému; podrobné viz kap. 3.2

8 surfaktant (téz tenzid, saponét) je povrchové aktivni latka, ktera snizuje povrchovou & mezifazovou energii,
a proto se samovolné koncentruje ve fazovém rozhrani; toho Ize vyuzit mj. pfi stabilizaci emulzi

21



jehly standardu Luer / Luer Lock (pro pfipad potieby presného kapani). Odvodni hadic¢ka ustila ke dnu
nadobky pro minimalizaci tzv. mrtvého objemu. Zafizeni umoznovalo pouziti Siroké Skaly

magnetickych michadélek (michacich ty¢ek) bézn€ dostupnych na trhu.

Obrazek 5: 3D model magnetického michadla viastni konstrukce
V provedeni S permanentnimi magnety
Zdroj: Autor (ve spolupraci) v ramci reSeni FV40188

Obrdazek 6: Magnetické michadlo viastni konstrukce
V provedeni s permanentnimi magnety
(verze Grade Medical)
Zdroj: Autor (ve spoluprdci) v ramci reSeni FV40188
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Pro feseny ucel byla zasadni vhodna volba materiald, jez prichazi do styku s funkcionaliza¢nim
roztokem a jeho slozkami. Proto byly kadinky, hadicky a michaci tyc¢ky pouzivany v provedeni

z odpovidajicich, zejména chemicky stabilnich materiala (lab. sklo, PTFE) a vzdy jednorazove.

Dale je funkcionaliza¢ni zatizeni vybaveno soustavou s mikrofluidnimi ¢ipy (MF &ipy, MF
soustava). Mikrofluidni ¢ip je obecné miniaturni zafizeni, které integruje mikroskopické kanalky,
nadrze, ventily a pfipadné senzory pro manipulaci s velmi malymi objemy kapalin (fddov€é mikro-
az nanolitry), které je vyuzivano zejména v analytice, nicmén¢ je také vhodné pro pfipravu nanoemulzi.
(Schmidt, a dalsi, 2023) Emulze produkované timto zplisobem vykazuji minimalni polydisperzitu
(Aghaei, a dal$i, 2019), nicméné vzhledem ke zpracovavanym objemiim se jednd, v porovndni
s emulzifikaci michanim, o fadové mén¢ produktivni metodu. To je divodem, pro¢ jsou do
funkcionaliza¢niho zatizeni integrovany obé metody. Polydisperze produkované na michadle tak mohou
byt dopovany vystupem z MF Cipi pro posileni zastoupeni urcité velikosti kapek (¢imz lze specificky
ovlivnit vysledny uvoliovaci profil vytvoieného krytu rany).

MF soustava Vv feSené verzi zatizeni byla tvofena proménlivym poétem MF ¢Cipt pro moznost
Skalovani vykonu. Pouzité produkéni MF Eipy, tedy uréené pro syntézu nikoliv analyzu, byly jednodussi
a jejich zakladni charakteristikou byla specificka geometrie kanalkd. Pro ptipravu formulace v ramci

této prace vSak nebyl MF ¢ip vyuzit, proto neni dale popisovan.

Soustava pro depozici a soustava pro manipulaci substratu

Utelem soustavy pro depozici ve funkcionalizaénim zafizeni je vytvofit vhodné fyzikalni
podminky pro pasivni (zejména napusténi, kapani) nebo aktivni (zejména podtlak) depozici
funkcionaliza¢ni formulace nesené funkcionalizacnim roztokem na zvoleny nosic. Pro vzorky pouzité
K testovani feSené v ramci diserta¢ni prace nebyla aktivni depozice vyuzita, zejména proto, Ze se jednalo
o prvotni zkouseni daného provedeni funkcionalizovaného krytu rany (aktivni postupy jsou vyuzivany
zejména pro zvySeni efektivity depozice) a vzorky byly celkové malych rozmért (u vzorku o plose
neptesahujici 9 cm? byla kapanim opakované dosazena uspokojiva homogenita depozice, optimalizace
Casu pro piipravu vzorkll nebyla soucasti pozadavku v dané fazi navrhu). Systém pro aktivni, resp.
podtlakovou depozici, tedy neni v ramci prace dale popisovan.

Ze soustavy pro manipulaci substratu byla vyuzita pouze podpora pro umisténi nosi¢e béhem
modifikace a jeho nasledné vynéti. Jelikoz podpora prichazi do pfimého styku s nosi¢em, resp.
funkcionalizovanym krytem rany, byla opét podstatna volba pouzitého materialu. Podpora byla tvofena
komer¢né dostupnou sitkou z polyetylenu s velikosti jednotlivych ok 1 x 1 mm a vzdy pouzita

jednorazove.
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3.2 Varianta krytu rany pro testovani

Resené funkcionalizatni zafizeni je koncipovano pro vyrobu §iroké $kaly krytd ran
s doplnkovym ucinkem a jejich riznych konkrétnich provedeni podle potieb personalizované péce. Pro
ucely testovani bylo ovSem tieba zvolit konkrétni variantu, tedy kombinaci nosi¢e a funkcionaliza¢ni
formulace (G¢inné latky, resp. uéinnych latek, a drug delivery systému), a to v souladu s preferenci

budouciho vyrobce zatizeni a uvazovanych klinickych potieb.

Obrdzek T: Kryt rany po funkcionalizaci
S vyuzitim laboratorni verze funkcionalizacni cartridge s integrovanou podporou
Zdroj: Autor v ramci reseni FV40189

Kryt rany s dopliitkovym ucinkem

Vyzkum a vyvoj, jez byl pfedmétem této prace, byl zaméfen primarné na obtizné se hojici,
zejména infikované anebo chronické, rany. Hojeni tohoto typu ran je ¢asto ovlivnéno dal$imi nemocemi
pacienta. (Serra, a dalsi, 2015) Zejména komorbidni pacienti maji vysokou pravdépodobnost vyskytu
bakterialné infikovanych, nehojicich se ran. Proto byl jako dopliikkovy G¢inek krytu rany preferovan
primarné u€inek antibakterialni.

Biofilm je v literatufe vniman jako vyznamna piekazka pii hojeni infikovanych ran a zda se, ze
zejména chronické rany jsou K jeho tvorbé nachylnéjsi. Publikovanad studie ukazala, ze v 60 %
chronickych ran se biofilm vyskytuje ve srovnani s 6 % U ran akutnich. (James, a dalsi, 2008)
Specifickym sledovanym u¢inkem byla tedy inhibice, resp. eradikace bakterialniho biofilmu.

Dle dostupnych tdaju je 1é¢ba bakterialni infekce, véetné bunécné proliferace a fyziologickych
a strukturalnich zmén v ran€, vyznamné ovliviiovana chemickym slozenim prostiedi rany, zejména u ran
spojenych s diabetem (Ambekar, a dalsi, 2019). Mnohé vyzkumné publikace ukazuji, Ze napiiklad nizka

hladina reaktivnich forem kysliku (ROS) napomaha k normalnimu hojeni rany, normalni migraci bun¢k
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a angiogenezi, naopak vysoka koncentrace vede k oxidativnimu stresu a mtize vyznamné zhorsit hojeni
rany, zejména chronické. Dlouhotrvajici zanétliva reakce u chronickych ran vede k velké akumulaci
ROS, ktera ptekraCuje antioxidacéni kapacitu bunék a dochazi k poskozeni zdravych bunck
regenerujicich ranu. (Foshi, a dal$i, 1988) Rany nemohou piechazet ze zanétlivé faze do faze
proliferativni. K vyfeSeni tohoto stavu rany je studovano mnoho latek, které maji za cil redukovat ROS
v ran¢. Latkami, které mohou sniZit koncentraci volnych radikald v ranach, jsou zejména antioxidanty.

(Xu, a dalsi, 2020)

Reaktivni formy kysliku (ROS) jsou v podstaté¢ volné radikély, reaktivni chemické latky
S neparovym elektronem na vnéjsi elektronové draze. Jsou bunikami produkovany nepfetrzité, a to pfi
tvorbé energie z metabolickych reakci a kysliku, a ve zvySené mite, kdyZ jsou vystaveny mikrobidlnim
infekcim, velkému zatizeni, znecist'ujicim latkam, resp. toxinim jako je cigaretovy kouf, alkohol,
pesticidy a dalsi, nebo ionizujicimu anebo UV zafeni. Antioxidanty Ize tedy v feSeném kontextu
definovat jako latky, které snizuji hladinu volnych radikalt véetné ROS, nebo zabranuji jejich tvorbé.
Pro dobrou proliferaci bun¢k je nutné docilit spravnou rovnovahu mezi oxida¢nimi a antioxidacnimi
procesy. Je tedy mj. nutné najit rovnovahu mezi koncentraci ROS a antioxidanttl, ziskat co nejlepsi
prostiedi pro buné¢nou proliferaci a pro s tim souvisejici hojeni rany (Poljsak, a dalsi, 2013). Proto byl
jako dutlezity v ramci doplitkového ucinku krytu rany stanoven ucinek antioxidacni.

Kombinaci antimikrobialnich latek eliminujicich $kodlivé mikroorganismy v ran€ s latkami
eliminujicimi volné radikaly, by mélo dojit k Setrn€jSimu a rychlejsimu hojeni ran. Popsany pfistup
k hojeni je plné v souladu se svétovymi trendy jak v medicin€ bézné, tak i v mediciné vale¢né. (Liu, et
al., 2018) (Wee, et al., 2018) (Dowd, 2011)

Oba doplikoveé ucinky pfitom maji byt zajistény Fizenym uvolnénim ucinné latky, resp.
docilenim jejiho prodlouzeného uvolnéni podle zamysleného uvolnovaciho profilu (kinetika uvolnéni).
Toho lze dosahnout pouzitim drug delivery systému, kompatibilniho s konkrétnimi zvolenymi u¢innymi
latkami, tedy vhodné funkcionaliza¢ni formulace (viz dale).

Z hlediska pouzitého nosice je zasadni uéinné kryti rany, které je v idealnim piipadé doplnéno
o tzv. bariérovou funkci. Bariérovou funkci se rozumi neprostupnost krytu rany, resp. alespon jedné
Z jeho vrstev pro bakterie, ¢ehoz je docileno specifickou morfologii, zejména optimalni kombinaci
velikosti vldken a mezivlakennych prostord. PouZité nosice pfitom musi splnit fadu dalSich dil¢ich
pozadavka (viz dale), zejména v oblasti biokompatibility a potencialu pro efektivitu imobilizace drug
delivery systému.

Funkce krytu rany s bariérovou funkci a doplitkovym antimikrobialnim a antioxidaénim

ucinkem je schematicky vyjadfena na obrazku 8.
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Obrazek 8: Schematické vyjadient funkce reseného krytu rany
S bariérovou funkci a doplitkovym antimikrobialnim a antioxidacnim ucinkem
Zdroj: Autor

Lze tedy formaln¢ shrnout také wurcemy ucel pouziti funkcionaliza¢nim zafizenim
ptipravovaného krytu rany, kterym je ,kryti rany, zejména chronické nebo obtizné se hojici,

S bariérovou funkci a doplitkovym antimikrobialnim a antioxida¢nim G¢inkem*.

Funkcionaliza¢ni formulace

Funkcionaliza¢ni formulaci se pro ucely disertacni prace rozumi konkrétni kombinace G¢inné
latky, resp. ucinnych latek, a kompatibilniho drug delivery systému.

Gentamycin (GEN) je 1é¢ivo pouzivané mj. jako antibiotikum v topickych aplikacich * a zdal
se byt vhodny pro pouziti jako antimikrobialni agens ucinné proti bakteriim, které¢ jsou bé&zné
u chronickych bakterialnich infekci ran. Gentamycin sulfat je aminoglykosidova molekula, ktera
vykazuje baktericidni aktivitu proti $irokému spektru mikroorganismd, jako Pseudomonas aeruginosa
(P. aeruginosa), Escherichia coli (E. Coli) a Staphylococcus aureus (S. aureus) a mnoho dalSich
grampozitivnich a gramnegativnich kment bakterii (Guaccio, a dalsi, 2011) (Duan, a dalsi, 2009).

Vitamin E (VitE) je jako antioxidant Siroce pouzivan v kosmetickém primyslu a pramyslu
potravinovych doplitkti. Uginnost jeho jednotlivych forem byvé diskutovana. Existuji dvé podskupiny
latek, oznaCované jako vitamin E, a to tokoferoly a tokotrienoly, derivaty tokolu nebo

6-hydroxychromanu. Z nich byl zvolen a-tokoferol, ktery patii do skupiny piirozené se vyskytujicich

4 podéni na ur¢itém misté€ v organizmu, tedy nikoli systémové

26



antioxidantd a jehoz antioxida¢ni u¢inek byl indikovan pfi topické aplikaci (Gonzalez Flecha, a dalsi,
1991). Protoze se a-tokoferol jevil na zaklad¢ svych znamych chemickych vlastnosti kompatibilni
s gentamycinem, byl vybran jako vhodné antioxidac¢ni ¢inidlo.

Konstrukce zafizeni preferuje vyuzivani drug delivery systému na bazi emulzifikace lipidi,
ato zejména imobilizaci u¢inné latky do Solid Lipid Particles (SLP), které z jednotlivych kapek
surfaktantem stabilizované emulze vznikaji po jejim zchlazeni. Preferovany lipid — myristylalkohol

(MA), jinak oznacovany jako 1-tetradekanol, je mastny alkohol $iroce pouzivany zejména v kosmetice.

SLP pro enkapsulaci ucinnych latek lze pfipravit riznymi metodami. Vyrobce
funkcionaliza¢niho zafizeni vyuziva (a do urcité miry validoval) metodu emulgace o/w za ptitomnosti
surfaktantu. Tato metoda vyuziva michani dvou nemisitelnych kapalnych fazi, vody a oleje k pfipravé
emulze. Vysoka afinita u¢inné latky k lipidové fazi zptisobuje jeji enkapsulaci. Surfaktant zajisti stabilitu
emulze.

Uginna latka, pfipadné smés u¢innych latek, je tedy zapouzdiena v pevné &asti lipidovych &astic,
anebo je ptipadné za uréitych okolnosti navazana na jejich povrch (Ganesan, a dalsi, 2018), coz vSak
nebylo u zvolené funkcionaliza¢ni formulace cilené vyuZito. Principem fizeného, resp. prodlouzeného
uvolnéni je postupna degradace SLP vlivem okolniho vodného prostiedi a zejména jeho teploty. Teplota
tani SLP syntetizovanych na bazi myristilalkoholu fesenym postupem byla vyrobcem pii predchozich
testech opakované naméfena na hodnotach blizkych 36 °C, coz je hodnota vyhodna z hlediska

uvazované aplikace.

Obé¢ zvolené ucinné latky se piitom jevily jako chemicky kompatibilni.

Nosi¢

Nanovlikenny substrat, resp. nanomaterial ° ptipraveny z polykaprolaktonu (PCL) metodou
elektrostatického zvlaknovani se jiz diive ukazal byt vhodnym nosi¢em s prokazanou biokompatibilitou
pro pouziti v humanni medicing, zejména pro pfipravu sofistikovanych kryti ran nebo scaffoldi
modifikovanych deponovanymi drug delivery systémy na bazi lipida (Bratka a dalsi, 2020).

Jednim z Siroce pouzivanych postupii pro vyrobu nanovlaken, umoziujicim jejich vyrobu
v prumyslovém meéfitku, je elektrostatické zvlakinovani (Zhu, a dalsi, 2017), zejména s vyuzitim
stejnosmérného proudu (DC). Princip elektrostatického zvlaknovani polymernich roztokd vyuziva

pusobeni generovaného elektrostatického pole na povrch zvlaknovaného roztoku deponovaného na

5 ,.nanomaterialem” se dle MDR rozumi ptirodni material, material vznikly jako vedlejsi vyrobek nebo vyrobeny
materidl obsahujici ¢astice v neslou¢eném stavu nebo jako agregat ¢i aglomerat, ve kterém je u 50 % nebo vice Castic
ve velikostnim rozdéleni jeden nebo vice vnéjsich rozméri v rozmezi velikosti 1 nm—100 nm; (srov. odrazka 18,
¢lanek 2, MDR); ve vztahu k vlakennym substratiim tedy mohou vznikat i odli§né vyklady
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povrchu elektrody. Timto pisobenim dochazi v ur€itych bodech k vyduti roztoku smérem ke kolektoru
(opacné nabité elektrod€) za vzniku konického utvaru znamého jako Taylortiv kuzel. (Zhang, a dalsi,
2022) Vznik tohoto utvaru je nasledkem relaxace indukovaného naboje na volném povrchu kapaliny.
Tento Utvar se pusobenim pole nasledné v nejuzsi Casti postupné napina, odpafenim rozpoustédla
dochazi k polymerizaci rozpusténych polymerd a tvorb¢ ultra jemnych nano — ¢i mikrovlaken.

Mezi zadkladni parametry ovlivilujici proces elektrostatického zvldknovani patii intenzita
indukovaného elektrostatického pole, koncentrace a viskozita zvlaknovaciho roztoku, je vSak cela fada
dalSich parametrti, které na tento proces maji vliv. (Li, a dalsi, 2013) Dle poznatkii autora disertacni
prace mezi zésadni praktické problémy patii homogenita pole a dosazeni opakovatelnosti celého
procesu. Vyvoj nanovldkennych materiali probiha typicky, ovSem velmi zjednoduSené, v mnoha
iteracich kroku ,,volba polymeru — volba rozpoustédla — uprava formulace zvlaknovaciho roztoku —
uprava parametril nastaveni zvlaknovaciho zafizeni — charakterizace vystupi“. V ramci charakterizace
vystupll je sledovana jednak obecna morfologie vytvoieného substratu (homogenita, podil velikostnich
frakci vlaken, velikost port), zpravidla s vyuzitim Scanning Electron Microscope (SEM),
tj. skenovaciho elektronového mikroskopu, ale zejména jsou testovany vlastnosti ve vztahu k zamyslené
aplikaci (specificky bariérova funkce, biokompatibilita).

Problematika ptipravy nanovlakenného substratu vhodnych parametrti je tedy velmi komplexni,
jejiteseni je Casove i financné velmi naro¢né. Piiprava nanovldkennych nosict pro tcely prace probéhla
postupem podle metodik vyrobce (Grade Medical) s vyuzitim PCL jako polymeru. Morfologie takto
pfipravenych nanovlakennych substratii byla jiz diive testovana s pozitivnim vysledkem z hlediska
vysoké adsorpéni kapacity pro lipidové ¢astice i vhodné kombinace vlastnosti pro hojeni chronickych
ran (odvod exsudatu, propustnost vodni pary, bariérova funkce proti kontaminaci bakteriemi)
v zavislosti na konkrétnim provedeni. (Bratka, 2020) Komplexni ovéfovani opakovatelnosti procesu
pripravy, resp. jeho validace ovSem piesahovaly moznosti této prace a byly proto feSeny jen v ramci
vychozich (kontrolnich) charakterizaci.

Spolupracujici vyrobci predpokladali vyuziti, resp. poskytli téi konkrétni postupy (receptury)
vyroby nanovlakenného substratu z PCL metodou elektrostatického zvlakiiovani, lisici se pouzitim
rozpoustédla (aceton, chloroform + etanol, kyselina octova), které byly zatazeny mezi technicka

vychodiska.

3.3 Postupy pro realizaci predklinického testovani bezpe¢nosti a ucinnosti

Vyvoj zdravotnického prostfedku je iterativni proces ovéfovani a zlepSovani jeho navrhu (viz
obrazek 9). Predklinické testovani je nezbytnym nastrojem ziskani dat pro fazi ovétovani, ktera jsou

nasledné vyuzita pro prokazani shody anebo pro zlepSeni navrhu.
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Obrazek 9: Iterativni povaha ndavrhu a vyvoje zdravotnického prostredku
Zdroj: Autor s wuzitim (Chediak, a dalsi, 2021)

Jako cil teseného experimentu bylo stanoveno ve zvoleném rozsahu ovéfit predklinickou
bezpecnost a G¢innost testovaného prostiedku se zamétenim zejména na biologické hodnoceni. Cilem
dil¢ich analyz v nasledujicich podkapitolach je tedy zejména pichled relevantnich metod testovani
arozbor vychodisek pro vybér konkrétni testovaci metody, jejiz vybér, vletné parametrického
nastaveni, byl nasledné proveden v praktické ¢asti prace. Rozdéleni na bezpecnost a Gi€innost je ov§em
v zasadé formalni, jelikoz oba aspekty jsou provazany a nelze je prakticky hodnotit zcela oddéleng.

Z regulatorniho pohledu je cilem testovani prokazani splnéni pozadavkd, v feSeném piipade
MDR. K tomu mohou slouzit technické normy. Doporuceni pro praci s technickymi normami ve vztahu
k prokazovani pInéni pozadavktt MDR uvadi ptislusny doporucujici dokument, tzv. guide (srov. MDCG
2021-5), ktery zmifuje zasadni princip ,state of the art“. Vymezeni tohoto pojmu v uvedeném

dokumentu lze parafrazovat jako ,,pro prokazani pozadavku vzdy pouzij nejlepsi dostupnou metodu*.

Kvalifikace vyrobku ve vztahu k MDR

Koncepce disertacni prace si poloZila za jeden z cila syntézu védeckych a regulatornich
pozadavki na testovani v dané fazi vyzkumu, resp. navrhu a vyvoje. Tato ¢ast prace se jevi jako velice
dilezita, protoze v fadé oblasti feSenych biomedicinskym inzenyrstvim se budeme stale intenzivnéji
setkavat s potebou detailnich znalosti vSech regulatornich pozadavku v pravnim prostoru EU, a to jiz
na pocatku navrhu a vyvoje zdravotnickych prostfedkil. Pfedchozi kapitoly této prace jiz predjimaly
coby vychozi regulativ vzhledem Kk charakteru feseného vyrobku (vyrobkd) uplatnéni MDR, tedy
Natizeni Evropského parlamentu a Rady (EU) 2017/745 ve znéni pozd¢jsich predpist, které se vztahuje
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na zdravotnické prostfedky, resp. prostiedky °. Stanovent, resp. ovéfeni relevance této legislativy bylo
ovsem pro validitu vystupil a dosazeni cile prace zasadni.

Z hlediska MDR je nezbytnym vychozim krokem provedeni kvalifikace, tedy posouzeni, zda
se na vyrobek MDR vztahuje, tedy Ze se jedna o prostfedek ve smyslu tohoto natizeni. Tato otdzka neni
v rozsahu celého predmétu prace z hlediska pravniho vykladu trivialni, jelikoz se jedna o hraniéni
vyrobek ve vice ohledech a pfislusna ustanoveni MDR umoziuji vice vykladt. Byly tedy zevrubné
analyzovany vSechny pravdépodobné varianty. V kone¢ném dtsledku je v pfipad€ hrani¢nich vyrobkt
otazku kvalifikace zavazné opravnén zodpovedét piislusny organ ¢lenského statu, kterym v piipadé je
CR Statni Gstav pro kontrolu 1é¢iv (SUKL) 7, a to rozhodnutim zejména na zakladé koneéného znéni
urceného ucelu pouziti.

Pro kvalifikaci vyrobku jsou v MDR zasadni ustanoveni ¢l. 2, ktera uvadi, ze zdravotnickym

prosttedkem Se rozumi:

., ndstroj, pristroj, zarizeni, software, implantadt, cinidlo, materidal nebo jiny predmét urcené
vyrobcem k pouziti, samostatné nebo v kombinaci, u lidi k jednomu nebo nékolika z téchto

konkrétnich lécebnych ucelii:

— diagnostika, prevence, monitorovani, predikce, prognoza, lécba nebo mirnéni nemoci,
— diagnostika, monitorovani, lécba, mirnéni nebo kompenzace poranéni nebo zdravotniho
postizeni,
— vySetfovani, nahrady nebo upravy anatomické struktury nebo fyziologického Ci
patologického procesu nebo stavu,
— poskytovani informaci prostiednictvim vysetreni in vitro, pokud jde o vzorky pochazejici
z lidskeho tela, véetne darovanych organii, krve a tkani,
ktery nedosahuje svého hlavniho urcen¢ho ucinku v lidskéem téle nebo na jeho povrchu
farmakologickymi, imunologickymi ani metabolickymi ucinky, jehoz funkce vsak miize byt

takovymi ucinky podporena.
Za zdravotnicke prostredky se povazuji rovnéz tyto vyrobky:

— prostredky urcené ke kontrole nebo podpore poceti;
— wrobky specidlné urcené k cisténi, dezinfekci nebo sterilizaci prostredkii uvedenych v ¢l. 1

odst. 4 a prostiedkii uvedenych v prvnim pododstavci tohoto bodu;

® prostiedky zahrnuji zdravotnické prostiedky, jejich pfisluSenstvi a vyjmenované vyrobky bez ureného
lécebného Gcelu
" https://www.niszp.cz/index.php/cs/registrace-notifikace/hranicni-vyrobky
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Pro posouzeni vyse uvedeného je tedy zasadni posouzeni uréeného ucelu vyrobku, kterym se

dle ¢lanku 2, odrazky 12) MDR rozumi:

., pouZiti, pro které je prostredek urcen podle udajit uvedenych vyrobcem na oznaceni, v navodu
k pouziti nebo v propagacnich nebo prodejnich materidlech ¢i prohlasenich a jak je vyrobcem

«

specifikovano v ramci klinického hodnoceni, ‘

Ve smyslu vyse uvedenych definic se funkcionaliza¢ni zafizeni jako zdravotnicky prostiedek
nekvalifikuje, jelikoz jeho uceny Gcel (viz kap 3.1) je ptiprava krytu rany, coz neni jeden ze specificky
vyjmenovanych ucelt (jakymi jsou dezinfekce a sterilizace prosttedki). V tomto ohledu je prostor pro
vyklad spise minimalni.® Pozadavky MDR tedy nejsou na navrh zafizeni ptimo aplikovatelné. JelikoZ
jde ovSem o vyrobek, ktery slouzi k ptiprave prostredku, je tfeba jej pro tento ucel kvalifikovat a proces
vyroby s jeho pouzitim validovat.®

Vytvoieny kryt rany pak je, na zakladé piredpokladaného uré¢eného ucelu uziti (viz kap. 3.2),
materidlem ur¢enym vyrobcem k pouziti u lidi k alesponn jednomu z vyjmenovanych konkrétnich
lécebnych uceld, a to k 1é¢bé, mirnéni nebo kompenzaci poranéni, specificky rany, zejména chronické
anebo obtizn¢ se hojici. Vyrobek tedy mtize byt kvalifikovan jako zdravotnicky prostiedek, pokud dalsi

ustanoveni MDR neuvadi néco jiného.

V tomto ohledu jde o vyrobek hrani¢ni zejména ve smyslu zdravotnickych prostiedkt a 1é¢iv,
a to s ohledem na vyse uvedenou podminku ,,(...) ktery nedosahuje svého hlavniho urceného ucinku
Vv lidskem téle nebo na jeho povrchu farmakologickymi (...) ucinky, jehoz funkce vsak mize byt takovymi
ucinky podporena™.

Dalsi uptesnéni, které podporuje uvedeny dil¢i zavér, uvadi odst. 8, ¢lanku 1, MDR:

,, Podle tohoto narizeni se posuzuje a schvaluje kazdy prostredek, ktery pri uvedeni na trh nebo
do provozu obsahuje jako nedilnou soucast latku, ktera by pri samostatném pouziti byla
povazovana za lécivy pripravek ve smyslu ¢l. 1 bodu 2 smérnice 2001/83/ES, vietné lécivého
pripravku pochazejiciho z lidske krve nebo lidské plazmy ve smyslu ¢l. 1 bodu 10 uvedené

smérnice a ktera ma doplitkovy ucinek.

8 teoreticky neni zcela vyloudena zejména argumentace, byt ne zcela konformni, Ze funkcionalizaéni zafizeni je
prisluSenstvim krytu rany, tedy prostfedkem

% Obecné lze fici, ze cilem kvalifikace je priikaz, e zafizeni je spravné instalovano, spravné pracuje a poskytuje
ocekavané vystupy. Kvalifikace osvédCuje zkoumanim objektivnich dikazl, Ze zafizeni spliuje zamySlené
pozadavky pouziti i pfedem definovanou specifikaci. Kvalifikace je soucasti validace, ale jednotlivé kroky
kvalifikace samy o sobé proces validace netvoii. Obdobné validace je zdokumentovany postup, jehoz cilem je
poskytnout zaruku, ze konkrétni proces bude kontinualné€ poskytovat vystupy splitujici pfedem stanovena kritéria
pfijatelnosti. Validace tedy osvédCuje zkoumanim objektivnich dikazi, Ze jednotlivé procesy splituji predem
stanovena kritéria pfijatelnosti. Tyto definice vychazi z ipravy CSN EN ISO 13485 ed. 2, ktera upravuje systémy
fizeni kvality vyrobce zdravotnickych prostredkda.
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Pokud ale ucinek této latky je hlavnim ucinkem a neni doplitkovy k ucinku daného prostredku,
vztahuje se na nedilny vyrobek smernice 2001/83/ES nebo pripadné narizeni Evropského
parlamentu a Rady (ES) ¢. 726/2004 (1). V takovémto pripadé se, pokud jde o bezpecnost
a ucinnost té casti, kterou tvori prostredek, pouziji prislusné obecné pozZadavky na bezpecnost

‘

a ucinnost stanovené v priloze I tohoto narizent.

Dale je vzhledem k uvazovanému postupu piipravy prostiedku na mist€ upozornit na nasledujici
specifické relevantni ptipady z hlediska kvalifikace, které nesouvisi pifimo S vlastnim provedenim
prosttedku, ale zejména s postupem jeho uplatnéni v klinické praxi, coz mize byt pii samotném navrhu
a vyvoji opomenuto.

MDR definuje specifickou tipravu pro prostiedky na zakazku (srov. odst. 3, ¢lanek 2, MDR),
a to zjednodusen¢ pro prostredky, které jsou vyrabény a vydavany na zakladé preskripce. Ustanoveni je
tedy relevantni pouze v ptipadé€, Ze by byl personalizovany kryt rany vydavan na zakladé poukazu.
Druhy odstavec citovaného ustanoveni je ovSem jednim z téch, které umoziuji ve vztahu k feSenému

vyrobku ve smyslu krytu rany, rizné vyklady.

,Hromadné vyrabené prostiedky, které vyzaduji upravu, aby splnily zvlastni pozadavky
jakéhokoli  profesionalniho  uzivatele, a prostiedky, které jsou hromadné vyrabény
prostrednictvim prumyslovych vyrobnich postupii v souladu s lékarskym predpisem jakékoliv

¢

opravnéné osoby, se viak za prostiedky na zakazku nepovazuji;

Pokud by nebyla naplnéna tato negativni podminka, byla by regulatorni situace ve smyslu
rozsahu pozadavku jednodussi (srov. odst. 5, ¢lanku 10 Nafizeni MDR), nicméné v obou piipadech se
jedna o prostredek v gesci MDR, ktery tedy musi plnit obecné pozadavky na bezpe¢nost a ucinnost (dle
ptilohy I MDR).

Specificka je situace také v ptipadé prostfedka vyrabénych a pouZivanych pouze v ramci
zdravotnickych zafFizeni (Srov. odstavec 5, ¢lanek 5, kapitola I, MDR), tzv. in-house prostiedkt. Podle
tohoto ustanoveni, pokud je prostfedek vyroben pfimo zdravotnickym zafizenim a zaroven jim pouzit
(aniz by byl pfeveden na jiny pravni subjekt), nevztahuji se na n¢j pozadavky MDR s vyjimkou
prislusnych obecnych pozadavkii na bezpecnost a ¢innost uvedenych v pfiloze I a pozadavki tohoto
ustanoveni. I v tomto piipad¢ vsak MDR uvadi vylu¢ovaci podminku, K jejimuz vykladu zatim nejsou

k dispozici odpovidajici uptesnéni (srov. MDCG 2023-1):
,, Tento odstavec se nevztahuje na prostredky vyrabéné v prumyslovém méritku. "

Nicméné vyrobek je i podle tohoto odstavce kvalifikovan jako prostiedek a je explicitné
pozadovano plnéni piislusnych obecnych pozadavkli na bezpecnost a ucinnost uvedenych

v ptiloze | MDR.

32



I se zohlednénim hraniéniho charakteru vyrobku a popsanych specifickych ptipadu lze shrnout,
ze personalizovany kryt rany s dopliikovym u¢inkem miiZe byt kvalifikovan jako zdravotnicky
prostiredek a vztahuje se na né&j regulace MDR, pouze sruznym rozsahem pozadavkld. Ve vsech
identifikovanych ptipadech je vSak pozadovano prokazani plnéni ptislusnych obecnych pozadavki na
bezpecnost a ucinnost uvedenych V piiloze ] MDR, mezi kterymi jsou zejména pozadavky na

biologickou bezpecnost, resp. prokazani biokompatibility.

Hodnoceni publikované literatury jako prerekvizita piedklinického testovani

Vychozi konfrontace stavajiciho stavu poznani je zasadnim prvkem veédecké prace,

realizovanym riznymi formami resers$i odborné literatury.

Provedeni, resp. ptredlozeni vysledkii hodnoceni publikované literatury pouzitelné na
prostiedek je ovSem explicitné pozadovano také Vramci pozadavki na technickou dokumentaci
prosttedku dle MDR (srov. odrazka a), odst. 6.1, ptilohy II, MDR). Konkrétni relevantni udaje z reSerse
odborné literatury maji byt pouzity v diskusi postupti a rozsahu provedeného piedklinického testovani
anebo k odivodnéni neprovedeni jednotlivych testd, pokud jsou udaje z publikované literatury

vyhodnoceny jako dostate¢né.

Jako vyhodny postup Vv ramci diserta¢ni prace se tedy jevi syntéza uvedenych piistupt, kterou
Ize realizovat zejména provadénim reSerSe odborné literatury S ohledem na naplnéni formalnich
a vécnych pozadavku regulace tak, aby ji nasledné bylo mozné vyuzit také v procesu posouzeni shody
jako hodnoceni publikované literatury. Je vSak tfeba mit na paméti rozdilnou miru narokd na

pouzitelnost vyhledanych poznatkd.

MDR formuluje pozadavek na hodnoceni publikované literatury relevantni pro prostfedek
ptipadné prostiedky podobné. Nalezené literarni idaje stavi jako obecné relevantni v piipad€ shody
vV ureném ucelu srovnavanych prostiedki, pouziti dat o prostfedcich podobnych je vS§ak omezeno na
prokazovani bezpecnosti pripadné€ shody se specifikacemi (srov. odrazka a), odst. 6.1, ptilohy II, MDR).
V praxi je Siroce pfijiman a pouzivan vyklad citovaného ustanoveni, zejména ve vztahu k biologickému
hodnoceni materialti, kde je pro relevanci, resp. podobnost akcentovana zejména identita pouZzitého

materialu z pohledu jeho fyzikalné-chemickych charakteristik. (Meloni, a dalsi, 2019)

Systematickou Gpravu pozadavkd na hodnoceni publikované literatury v predklinické oblasti,
resp. konkrétni primo aplikovatelné pozadavky na hodnoceni ptredklinické publikované literatury vSak
MDR neuvadi.’® Z obecnych relevantnich pozadavkii viak vyplyva nutnost postup dokumentovat

a prokazat jeho relevanci. (srov. zejména odrazka a), odst. 6.1, ptilohy II, MDR)

10 explicitni ipravu nezahrnuje ani MDR ani doporudujici provadéci dokumenty (NBOG, MDCG) apod.
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Reserse literatury se obecné zpracovava na zakladé reserSniho pozadavku, ktery je zformulovan
pomoci dotazovaciho jazyka do reser$niho dotazu; pii provadéni reserSe se uplatiluje reSersni strategie.
(Svejda, 2003) Pokud bychom hledali oporu v technicko-normativni Gpravé, pak jde o operaci
provadénou s cilem ziskat informace o dokumentech pomoci vyhledavaciho systému. (srov. CSN ISO

5127:2003) Z uvedeného je zfejmy pozadavek na systematické provedeni a planovani (strategii).

V upravé naroki na literarni reserSe klinickych dat v MEDDEV 2.7/1 (rev.4) * Ize jako zésadni
pozadavky identifikovat stanoveni relevantniho cile vyhled4vani, stanoveni a popis vyhledavaci
strategie a zahrnuti odpovidajicich zdroji literarnich dat. Akcent je polozen také na dokumentaci

kvalifikace osob provad¢jicich resersi.

Specificky z hlediska hodnoceni relevance a vyznamnosti publikované literatury v piedklinické
oblasti, tedy pro vybér z nalezenych prament, jsou podstatné pozadavky MDR v otazce fizeni rizik
(srov. zejména odst. 3 a 4 kapitoly I, pfilohy I). V citovanych ustanovenich jsou upraveny pozadavky
na systém fizeni rizik zavedeny vyrobcem, v rdmci néhoz je mj. povinen odhadovat (identifikovat)
a vyhodnocovat rizika vznikajici pfi uréeném pouziti prosttedku a pii divodné predvidatelném
nespravném pouziti prostiedku, nebo s nimi souvisejici, a subsekventné tato rizika vyloucit nebo
kontrolovat.*? Primarné aplikovanym opatfenim ke kontrole jednotlivého rizika je pfitom vyloucit nebo
snizit na nejniz§i moznou miru riziko prostiednictvim bezpe¢ného navrhu a vyroby (srov. odst. 4, kap.
I, ptilohy I, MDR), pficemz ptedklinické hodnoceni (v¢. biologického hodnoceni) zdravotnického

prostiedku je pravé nastrojem k ovéfeni navrhu. (Simon, 2020)

Z uvedeného lze tedy pro ucely hodnoceni publikované literatury v ramci predklinického
hodnoceni mj. dovodit, Ze by mélo byt v odpovidajicim, resp. podstatném, rozsahu zameéteno prave na
identifikaci souvisejicich rizik. Hlediskem pro hodnoceni vyznamnosti ptedklinickych literarnich dat
je pak tedy také signifikance piipadné rezultujiciho rizika souvisejiciho s konkrétnim ptedklinickych

aspektem hodnoceného zdravotnického prostiedku.

Testovani bezpecnosti

Testovani technické = a biologické bezpe¢nosti a predklinické hodnoceni, jehoz soudasti je
hodnoceni biologické, jsou zasadnimi prvky pfi prokazovani shody zdravotnického prostredku (srov.
¢lanek 62, odst. 4, odrazka 1 MDR). Zaroven biologické hodnoceni zdravotnickych prostfedku je

zasadnim prvkem v ramci komplexniho procesu fizeni rizik. (Cambiaghi, 2018) Pfedmétem, resp.

1 Jelikoz reserse predklinické literatury je soucasti dokumentace posuzované v ramci klinického hodnocenti, Ize
do zna¢né miry vychazet z pozadavkil pro reSerSi literarnich dat v rdmci MEDDEV 2.7/1 rev.4. Takto pfi
posuzovani literarni reser$e postupuje napiiklad Cesky metrologicky institut, oznameny subjekt pro zdravotnické
prostiedky.

12 dale podrobné& upraveno harmonizovanou normou CSN EN ISO 14971 Zdravotnické prostfedky — Aplikace
managementu rizik na zdravotnické prostiedky

13 technicka bezpe¢nost neni v ramci prace feSena
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vystupem biologického hodnoceni je posouzeni relevantnich ptedklinickych aspektd ve vztahu
Kk prostfedku, zejména jeho biologické bezpeénosti, ktera je hodnocena v podstatném rozsahu na
zaklad¢ prokazani biokompatibility.

Biokompatibilitu Ize definovat jako schopnost materialu plnit pozadované funkce, zejména
s ohledem na potieby 1é¢by, tedy vyvolat vhodnou odezvu organismu pacienta v konkrétni aplikaci,
a zaroven interagovat s zivymi organismy bez jakéhokoli rizika vzniku poranéni, toxicity nebo
odmitnuti imunitnim systém, které se projevi nezadoucimi nebo nepfiméfenymi lokalnimi nebo
systémovymi uéinky. (Ghasemi-Mobarakeh, a dalsi, 2019) Tato oblast je v praxi z hlediska posouzeni
shody zdravotnickych prostfedki, ktera je v souladu s cili prace zohlediovana, relativné podrobné
upravena Vv technickych normach fady ISO 10993 (téz EN, CSN), které Ize povazovat v tomto ohledu
i z védeckého hlediska za zlaty standard. (Williams, 2021)

Tato fada norem je velice rozsahld, jak ilustruje tabulka 1.

CSN EN ISO 10993-1:2021 Biologické hodnoceni zdravotnickych prostiedki -

Cast 1: Hodnoceni a zkouSeni v rdmci procesu managementu
rizik

CSN EN ISO 10993-2:2023 Biologické hodnoceni zdravotnickych prostiedki -

Cést 2: Pozadavky na pohodu zviiat

CSN EN ISO 10993-3:2015 Biologické hodnoceni zdravotnickych prostredk -
Cast 3: Zkousky na genotoxicitu, karcinogenitu a reprodukéni
toxicitu

CSN EN ISO 10993-4:2017 Biologické hodnoceni zdravotnickych prostredki -
Cast 4: Vybér zkousek na interakce s krvi

CSN EN ISO 10993-5:2010 Biologické hodnoceni zdravotnickych prostredk -
Cést 5: Zkousky na cytotoxicitu in vitro

CSN EN ISO 10993-6:2017 Biologické hodnoceni zdravotnickych prostredki -
Cast 6: Zkousky lokalnich u€inkt po implantaci

CSN EN ISO 10993-7:2009 + | Biologické hodnoceni zdravotnickych prosttedki -
A1:2022 + Opr.1:2010 Cést 7: Rezidua pfi sterilizaci ethylenoxidem

CSN EN ISO 10993-9:2022 Biologické hodnoceni zdravotnickych prostiedki -
Cést 9: Obecné zéasady pro kvalitativni a kvantitativni stanoveni
potencialnich degrada¢nich produktt

CSN EN ISO 10993-10:2023 Biologické hodnoceni zdravotnickych prostredki -
Cast 10: Zkousky senzibilizace kiize

CSN EN ISO 10993-11:2018 Biologické hodnoceni zdravotnickych prostiedki -
Cast 11: Zkousky na systémovou toxicitu

CSN EN ISO 10993-12:2022 Biologické hodnoceni zdravotnickych prostredki -
Cést 12: Piiprava vzorki a referenéni materialy

CSN EN ISO 10993-13:2010 Biologické hodnoceni zdravotnickych prostiedki -

Cast 13: Kvalitativni a kvantitativni stanoveni degrada¢nich
produktl ze zdravotnickych prostiedkd vyrobenych z
polymernich materialt
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CSN EN ISO 10993-14:2009

Biologické hodnoceni zdravotnickych prostiedki -
Cast 14: Kvalitativni a kvantitativni stanoveni degradacnich
produktt z keramickych materialt

CSN EN ISO 10993-15:2023

Biologické hodnoceni zdravotnickych prostiedki -
Cast 15: Kvalitativni a kvantitativni stanoveni degradacnich
produktl z kovi a slitin

CSN EN ISO 10993-16:2018

Biologické hodnoceni zdravotnickych prostiedki -
Cast 16: Plan toxikokinetické studie degradacnich produktti
a vyluhovatelnych latek

CSN EN ISO 10993-17:2009

Biologické hodnoceni zdravotnickych prostredkt -
Cast 17: Stanoveni pfipustnych limitd pro vyluhovatelné latky

CSN EN ISO 10993-18:2021
+ Al1:2024

Biologické hodnoceni zdravotnickych prostiedki -
Cést 18: Chemicka charakterizace material zdravotnickych
prostiedkll v rdmci procesu managementu rizik + Zmeéna Al

ISO/TS 10993-19:2020

Biological evaluation of medical devices
Part 19: Physico-chemical, morphological and topographical
characterization of materials

CSN P ISO/TS 10993-20:2009

Biologicke hodnoceni zdravotnickych prostredki -
Cast 20: Zasady a metody imunotoxikologického zkouseni
zdravotnickych prostiedki

ISO/TR 10993-22:2017

Biological evaluation of medical devices
Part 22: Guidance on nanomaterials

CSN EN ISO 10993-23:2021

Biologické hodnoceni zdravotnickych prostiedki -
Cast 23: Zkousky drazdivosti

ISO/TR 10993-33:2015

Biological evaluation of medical devices
Part 33: Guidance on tests to evaluate genotoxicity
Supplement to 1ISO 10993-3

ISO/TR 10993-55:2023

Biological evaluation of medical devices
Part 55: Interlaboratory study on cytotoxicity

Tabulka 1. Prehled casti normy ISO 10993
Zdroj: Autor s vyuzitim http://www.iso.org a https://csnonline.agentura-cas.cz/

Jednotlivé ¢asti této normy V navaznosti na procesy tizeni rizik stanovi zejména, které koncové
body maji byt z hlediska biologické bezpecnosti pro dané kategorie 1 prostiedku testovany a jakymi
metodami. V ramci vybéru konkrétnich metod testovani je tedy vhodné i z hlediska védeckého piistupu
respektovat metodiku normy CSN EN ISO 10993, aby byla v tomto ohledu zajisténa specificka

relevance dat pro proces posuzovani shody, ledaze by byl dan zcela zasadni dtivod pro uplatnéni postupti

odlisnych. Ostatné, jak je u technickych norem obvyklé, nejsou pozadavky normy obecné zavazné.

14 Norma CSN EN ISO 10933-1 v tomto ohledu stanovi kategorie podle povahy styku s télem (ptichazejici do
styku s povrchem téla — kizZe, sliznice, porusené nebo oslabené povrchy; vstupujici do téla zvnéjsku — krevni
reciste / neptimo, tkan/kost/dentin, cirkulujici krev; implantované — tkan/kost, krev) a doby styku s t€lem (omezena

expozice, prodlouzena expozice, dlouhodoba expozice).
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Jako koncové body relevantni pro vSechny kategorie prostfedkd, tato norma uvadi tyto:
,»Cytotoxicita®“, ,,Senzibilizace* a ,,Drazdivost nebo intrakutanni reaktivita“, jejichz posouzeni je tedy
nutné v kazdém ptipad€, pficemz specifické postaveni ma pozadavek na ,,Fyzikalni a/nebo chemické

informace* (srov. ptiloha A.1, CSN EN ISO 10993-1:2021).

Fyzikalni a chemické informace

Chemicka charakterizace, jeZ je tvofena souhrnem a analyzou informaci o chemickém slozeni
vyrobku, je zregulatorniho pohledu popsana v &asti normy CSN EN ISO 10993-18. Je zdrojem
informaci pro hodnoceni toxikologického rizika a je alternativnim piistupem k feSeni nékterych
koncovych bodi*® vramci posuzovani biokompatibility (napf. systémové toxicita, genotoxicita,
karcinogenita, reprodukéni/vyvojova toxicita), coZz mize vyznamné redukovat ¢as a naklady potiebné

na testovani a také potfebu pokusnych zvifat. (Sussman, a dalsi, 2022)

Pfedmétem chemické charakterizace je pfitom zjisténi a analyza moznych sledovanych
negativnich u¢inkl extrahovatelnych a vyluhovatelnych latek. Mezi témi jsou ptitom zastoupeny vedle

latek o¢ekavanych zejména pomocné latky a rezidua z procesu zpracovani. (Jenke, 2022)

Ziskani tplnych informaci o chemickém slozeni, jez je vysledkem procesu zpracovani vSech
jednotlivych vstupnich surovin, neni ve vyrobni praxi pfili§ realné, jsou proto aplikovana validovana
testovani vyuzivajici metod analytické chemie. Specificky analyza extrahovatelnych latek vyuziva
kombinace necilené analyzy, necileného screeningu a/nebo cilené analyzy ke stanoveni identit
a mnozstvi chemickych latek, které mohou byt uvolnény z prostiedku. Identifikované a kvantifikované
extrahovatelné latky jsou poté hodnoceny pomoci ptistupti k hodnoceni toxikologického rizika.

(Sussman, a dalsi, 2022)

Ve smyslu relevantnich technickych norem je pak tieba prokazat, Ze nalezena mnozstvi
jednotlivych latek jsou natolik nizka, ze odtivodiuji neprovedeni dalsi chemické analyzy, biologického
hodnoceni vybranych koncovych bodii nebo opatfeni kontroly rizik, nebo je uvedenymi postupy
prokazano, Ze jsou z hlediska porovnani piinost a rizik akceptovatelna (srov. CSN EN ISO 10993-17,

CSN EN ISO 10993-18).

Na zaklad¢ vySe uvedeného lze shrnout, ze chemicka charakterizace zahrnuje komplexni
chemickou a toxikologickou analyzu chemickych latek, které mohou byt z prostiedku uvolnény,
pticemz potencial nezamyslenych, resp. negativnich, u¢inkii lze ptredpokladat zejména u latek
»zneCistujicich®, tedy zejména rezidui z vyrobniho procesu prostfedku. Chemicka charakterizace je
zasadni slozkou biologického hodnoceni, kterda mize zcela nahradit testovani nekterych koncovych

bodu.

15 prokazani shody s pozadavky mize byt zalozeno na chemické charakterizaci a zohlednéni znamych
toxikologickych u€incich zjisténych latek, namisto provedeni testovani koncového bodu

37



Druhym sledovanym aspektem je charakterizace fyzikalni. Toto rozdé¢leni je z podstaty véci
formalni, vychdzi z roztfidéni do jednotlivych casti technické normy, kterd ovSem jiz v nazvu Casti
zaméfené na tento okruh zminuje mj. fyzikalné-chemickou charakterizaci materiala (srov. ISO/TS
10993-19:2020). Zde je ov§em na misté poznamenat, ze uvedena ¢ast normy nebyla dosud platné vydana

jako mezinarodni (ISO) ani evropska norma (EN).1

Fyzikélni charakterizace je zaméfena na hodnoceni fyzikdlni morfologie ale i chemickych
vlastnosti povrchil soucésti zdravotnickych prostfedkti. Vyuzivéa ptfitom odpovidajicich metod, které
zahrnuji optickou mikroskopii, skenovaci elektronovou mikroskopii (SEM), mikroskopii atomérnich sil
(AFM), energeticky disperzni rentgenovou spektroskopii (EDS/EDX), Augerovu elektronovou
spektroskopii, hmotnostni spektrometrii sekundarnich ionta (SIMS), rentgenovou fotoelektronovou
spektroskopii (XPS/ESCA), infradervenou spektroskopii s Fourierovou transformaci (FTIR)
a Ramanovu spektroskopii. (Hanke, 2012)

Dtvodem k provedeni analyzy povrchu prostfedku z polymerniho materidlu mohou byt
zejména hypotézy o korelacich mezi povrchovymi parametry a hemokompatibilitou polymeru. (Werner,
a dalsi, 1999). Fyzikalni charakterizace je tedy podstatnou slozkou biologického hodnoceni ve

specifickych ptipadech.

Cytotoxicita

Ucelem testovani cytotoxicity je urdit toxicitu zdravotnickych prostiedkii S pomoci jejich
expozice tkafiovym butikam in vitro a vyhodnocovanim zjisténych uc¢inkt. (Shanmugam, a dalsi, 2023)
Jedna se o testovani prvniho z trojice koncovych bodd, které jsou relevantni pro vSechny zdravotnické

prostiedky. Relevantni technickou normou je specificky CSN EN ISO 10993-5.

Hodnoceni cytotoxicity je provadéno na zakladé¢ testovani in vitro. Kazda validovana metoda
pro testovani cytotoxicity ma odlisSnou metodologii, kritéria pfijatelnosti a miru detailu popisu
zkuSebnich metod, coz ma vliv na vybér konkrétniho testu. Obecné lze metody pro hodnoceni
cytotoxicity rozdélit na kvantitativni (napf. MTT/XTT, NR, CFA) a kvalitativni (napf. eluéni test,
prekryti agarem difuzni nebo pf¥imé). Evropské normy preferuji spiSe metody kvantitativni. (Liu, a dalsi,
2018)

Z hlediska kvantitativnich metod je velice Casto uzivana metoda MTT. (Grela, a dal$i, 2018)
Tato metoda pro odhadovani metabolické aktivity zivych bunék vyuziva solubilni roztok svétle
zbarvené tetrazoliové soli (MTT), ktera je enzymaticky redukovana na formazan intenzivni purpurové

modré barvy, ktery 1ze spektrofotometricky kvantifikovat. Byly ovsem popsany specifické piipady, kdy

16 1SO/TS 10993-19:2020 je vydana ve formé& technické specifikace (Technical Specification — TS). Jde
0 normativni dokument piijaty 1SO s moznosti budouci dohody o mezinarodni nebo evropské normé, pro niz vsak
dosud shodu na schvaleni nelze ziskat, predmét normy je stale ve stadiu technického vyvoje nebo existuje jiny
diivod znemoziujici jeji vydani. Obdobné mohou postupovat vedle ISO také CEN, CENELEC a IEC.
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MTT eseje nejsou vhodné zdavodu interakce testovaného materidlu, zejména v piipadé

nanotechnologii. (Monteiro-Riviere, a dalsi, 2009)

Existuji také zdroje, které se specificky zabyvaji vhodnosti jednotlivych konkrétnich postupti
pro konkrétni vyzkumné ucely. (Riss, a dalsi, 2003) Pro hodnoceni cytotoxicity S vyuzitim MTT ma
fadu vyhod vyuziti bunéénych linii fibroblastii 3T3. (Abud, a dalsi, 2015)

Z vyse uvedeného tedy vyplyva, Ze existuje cela fada metod pro posouzeni cytotoxicity
prostiedku, z nichZ vice je validovano ve smyslu pozadavkl relevantni technické normy, a tedy
formaln¢ pfijatelnych pro sledovany ucel. Je vSak tieba vécné posoudit jejich vhodnost pro konkrétni
prostiedek. Existuje také fada komercné dostupnych eseji, které maji mnoho dokumentovanych pouziti

pro relevantni ucely, V literatufe je obdobné téZ popsano vice pouzitelnych bunéénych linii.

Senzibilizace

Druhym z trojice zakladnich koncovych bodu je testovani senzibilizace, které je zaméfeno na
hodnoceni rizik vyplyvajicich z expozice latkdm senzibilizujicim pokozku, tedy latkam, které pii
expozici vedou K jeji nasledné piecitlivélosti. Testovani senzibilizace kuze tedy identifikuje potencial
chemické latky zpusobit alergickou kontaktni dermatitidu, lokalni kozni reakci charakterizovanou

zarudnutim, otokem a svédénim. (Murphy, 2012)

Pozadavky a validované metody pro testovani senzibilizace jsou popsany v technické norme
CSN EN ISO 10093-10. Normativni tiprava je zaméfena prevazné na testy in vivo, vylouteny oviem
nejsou ani ostatni pristupy. Prosazuji se zejména metody ex-vivo vyuzivajici explantt lidské pokozky,
resp. rekonstruovanych modeld lidské kuze. (Kandarova, a dalsi, 2018) Vylouceno neni ani pouziti
metod in vitro, in chemico a in silico, pokud jsou dostate¢né technicky a védecky ovéfeny pro testovani
zdravotnickych prostfedkli. Vzhledem ke slozitosti souvisejicich biochemickych pochodii se ovSem
Vv tom piipadé predpoklada, ze bude zapotiebi kombinace vice metod testovani, aby byly postizeny
vSechny klicové udalosti v procesu senzibilizace. (Svobodova, a dalsi, 2022) Jednou z takovych metod
muze byt human Cell Line Activation Test (h-CLAT). (Kimber, a dalsi, 2018) Nékteré metody se jiz

prosadily pfimo do praxe.'’

Testovani potencidlu senzibilizace kiize se nicméné stile provadi také pomoci testli na
zvifatech 8, jako je test lokdlnich lymfatickych uzlin u mysi (LLNA), maximaliza¢ni test na moréatech

(GPMT) a Buehleruv test (OECD, 1992, 2010a). (Daniel, a dalsi, 2018)

17 https://szu.cz/odborna-centra-a-pracoviste/centrum-toxikologie-a-zdravotni-bezpecnosti/oatm/zkousky-
provadene-v-ramci-oddeleni-alternativnich-toxikologickych-metod/

18 https://szu.cz/odborna-centra-a-pracoviste/centrum-toxikologie-a-zdravotni-bezpecnosti/oddeleni-
biomediciny/zkousky-provadene-v-ramci-oddeleni-laboratori-biomediciny/
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https://szu.cz/odborna-centra-a-pracoviste/centrum-toxikologie-a-zdravotni-bezpecnosti/oatm/zkousky-provadene-v-ramci-oddeleni-alternativnich-toxikologickych-metod/
https://szu.cz/odborna-centra-a-pracoviste/centrum-toxikologie-a-zdravotni-bezpecnosti/oddeleni-biomediciny/zkousky-provadene-v-ramci-oddeleni-laboratori-biomediciny/
https://szu.cz/odborna-centra-a-pracoviste/centrum-toxikologie-a-zdravotni-bezpecnosti/oddeleni-biomediciny/zkousky-provadene-v-ramci-oddeleni-laboratori-biomediciny/

Na zakladé nalezenych vysledkl lze jednoznacné konstatovat, ze v dané oblasti doslo ke
znaénému posunu a Vv soucasné dobé existuji testovaci postupy s potencialem plnohodnotné nahradit

testy senzibilizace na zvitatech.

Drazdivost nebo intrakutanni reaktivita

Drazdivost, ktera je tietim ze zakladnich testovanych koncovych bodu, Ize definovat jako
potencial vyvolat podrazdéni kiize, kterym je mistni reverzibilni poskozeni zplisobené expozici kiize
chemicke latce po dobu delsi nez 4 hodiny. Naproti tomu viditelna nevratna nekrdza od epidermis po
dermis zptisobena expozici kuize chemikaliim po dobu delsi nez 4 hodiny je jiz poleptani (corrosion).
(Hong, 2023) Jedna se piitom o kiizi pied expozici latce neporusenou (perkutanni testovani).

Testovani drazdivosti bylo historicky provadéno na zvifatech bud’ pfimym kontaktem (kapaliny,
gely, krémy) nebo s vyuZzitim extrakti polarnich a nepolarnich rozpoustédel (pevné latky). Provedeni
mezilaboratorni valida¢ni studie v roce 2018 vedlo organizaci ISO k publikaci normy 1SO 10993-
23:2021 pro testovani drazdivosti, ktera uvadi jako aktualné preferovanou metodou testy vyuZzivajici

rekonstruovanou lidskou epidermis (RhE). (Pellevoisin, a dalsi, 2022)

Test intrakutanni reaktivity dle ISO je standardni protokol pro stanoveni potencidlu
zdravotnického prostiedku zptisobovat podrazdéni. (Upman, a dalsi, 2003) V klinické praxi, pii
testovani alergii, je bézné zadit perkutdnnim testem, predevs§im z diivodl bezpe¢nosti pacienta, a teprve
Vv ptipadé jeho negativniho vysledku pak provést test intrakutanni pomoci intradermalnich koznich testt
(IDST). (Wood, a dalsi, 1999) Naproti tomu z pohledu pozadavkt normy ISO 10993-1, relevantni
specificky pro zkouseni zdravotnickych prostiedkd, je tato zkouska pouzitelna v pripad¢, Ze stanoveni
drazdivosti zkouskami na ktzi nebo sliznici neni vhodné (napf. u implantovanych zdravotnickych
prostiedkt, nebo zdravotnickych prostiedkt jez pfichazi dlouhodobé do styku s krvi), pfipadné pokud
jsou extrahovatelné latky hydrofobni. (srov. kap. 6.3.2.3, CSN EN ISO 10993-1:2021)

Z pohledu feseného prostiedku se tedy jevi zkouSeni drazdivosti jako relevantnéjsi. Na zakladé
nalezenych vysledku, kdy situace s dostupnosti testovani je v praxi podobna jako v ptipadé hodnoceni
senzibilizace (tradi¢ni i alternativni metody), 1ze konstatovat, ze existuje vice akceptovatelnych postupti,

jejichz vhodnost je tieba posoudit.

Testovani ucinnosti

Druhym zé&sadnim cilem feSeného experimentu bylo ve zvoleném rozsahu ov¢rit predklinickou
ucinnost prostredku. Je tfeba vzdy oveéfit, resp. prokazat vsechny zasadni charakteristiky ucinnosti, tedy
takové, které deklaruje vyrobce (v ramci ur¢eného ucelu pouziti) nebo které pro dany druh prostiedku
implikuje regulatorni Giprava (zpravidla prostfednictvim technickych norem). Specificka, konkrétni dil¢i

ucinnost tedy miize byt uvedena v ramci uréeného ucelu pouziti explicitng, nebo z né¢j muze vyplyvat.
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Pro testovani piedklinické ti¢innosti je tieba vytvofit racionalni strategii predklinickych testu,
které musi v konecném disledku poskytnout dostatek informaci pro odhad, do jaké miry bude
prosttedek prinosem pro pacienta v klinickém pouziti. (Wang, a dalsi, 2023)

Z pohledu ovéfovani navrhu prostfedku lze také cil testovani definovat jako prokazani, zda
existuje vyznamny ucinek ve sledovaném aspektu ve srovnani se zvolenou kontrolou (Lipp, a dalsi,
2010), casty v FDA. To muze poskytnout specificky relevantni vysledky pro podporu klinického
hodnoceni i z pohledu hodnoceni Health Technology Assessment (HTA). Toto hodnoceni je Vv ramci
biomedicinského inzenyrstvi ve vztahu ke klinické technice zdsadnim tématem. (Pecchia, a dalsi, 2019)

Predklinické strategie zamétené na biokompatibilitu, ale i biologické ucinky obecné, zahrnuji
tradi¢né zejména testovani laboratorni (in vitro) a vhodné zviteci modely (in vivo). S vyvojem novych
technik roste ovSem i pro testovani ti¢innosti vyznam vyuzivani explantti nebo validovanych nahrad pro

zvifeci modely *° (ex vivo) (Gorzalczany, a dali, 2021) a pocitatového modelovani (in silico).

Modely in vivo, resp. zvifeci modely, poskytuji neocenitelné informace o hojeni ran zkoumanim
jejich bunéénych a biochemickych mechanismtl. Kromé toho jsou nejvice prediktivnimi modely pro
hodnoceni u¢innosti a bezpecnosti riznych terapeutickych agens a 1éciv a slouzi jako vhodné

alternativni moznosti hodnoceni hojeni ran k hodnoceni klinickému. (Ahmad, 2023)

Systémy in vivo jsou vysoce komplexni a interakce nanostruktur s biologickymi slozkami, jako
jsou proteiny a bufiky, by mohly vést k jedine¢né biodistribuci, clearance %, imunitni odpovédi
a metabolismu. (Fischer, a dalsi, 2007)

Pro hodnoceni piedklinické G¢innosti lze tedy zejména v pfipadé pouZziti nanotechnologii
predklinicka in vivo testovani hodnotit jako nezbytna. Pro navrh strategie predklinického testovani
uéinnosti byly vzaty v Givahu zasadni zamyslené u¢inky prostiedku, tedy kryti rany, antibakterialni
uéinnost a urychleni hojeni (viz kap. 3.2), které byly uvazovany k testovani zejména v ramci in vivo
experimentu. Testy in vitro jsou uvazovany v piipadé potieby exaktnéjsi kvantifikace u¢inku nebo jako

jeho ovéfeni pied in vivo experimentem.

Kryti rany
Regenerace chronické rany je komplexni a slozity proces, ktery vyzaduje Cas a vhodné prostredi.
Cista rana s granulujici tkéni a bez infekce se spolu s vihkym krytim rany jevi jako nejlepsi postup pro

uspésné hojeni. Metoda TIME, popsana v literatufe, se jevi jako Gc¢inny nastroj k dosazeni takovych

19 strategie 3R — ,,Replacement, Reduction, and Refinement“ (nihrada, redukce a zdokonaleni) — se
v predklinickém testovani snazi zajistit raciondlni a ohleduplné pouzivani laboratornich zvifat a zachovat
adekvatni projekci z hlediska bioetickych uvah

20 termin uzivany pii matematickém popisu farmakokinetiky; jde 0 pomér rychlosti eliminace 1é¢iva a jeho
koncentrace v krvi (obecné i v jiné biologické tekuting, napt. v plazmé nebo séru); rychlost eliminace je mnozstvi
lé¢iva eliminované za jednotku ¢asu (jednotka je mol/s, mg/h); jednotkou clearance je tedy objem/¢as (I/h, ml/s,
ml/min)
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podminek. (Alam, a dalsi, 2021). Podle této metody je tfeba odstranit devitalizovanou tkan, eliminovat
bud’ lokalni nebo systémové infekce a nastavit spravnou rovnovahu vlhkosti pomoci volby nosice
vhodnych parametri. Pokud se pozadovany vysledek hojeni nedostavi, je nutné pouzit dal§i vhodné
postupy (tzv. epithelial edge advancement), jako jsou tkanové nahrady, které pomahaji s migraci bunék
a spravnou tvorbou vrstvy. (Powers, a dalsi, 2016) (Schultz, a dalsi, 2003) S tuto koncepci je popsana
konstrukce funkcionalizaéniho zafizeni, resp. provedeni krytu rany (eliminace infektu, vlhké hojeni,

dalsi vhodné postupy) ve shod€, coz Ize vyuzit jako obecny argument vhodnosti navrhu.

Obrazek 10: Aplikace funkcionalizovaného krytu rany
Jje uvazovana ve vihkém stavu, zde s vyuzitim podpory integrované v cartridge.
Zdroj: Autor

Jednotlivé aspekty piedklinické G¢innosti a pozadavky na jejich testovani jsou Casto feSeny
Vv technickych normach, zpravidla zaméfenych na konkrétni druh prostfedku. Pro kryty ran se jako vécné
relevantni jevila napiiklad fada norem CSN EN 13726, ¢asti 1 az 4. Prvni ani druhou &ast této normy
vSak na zakladé provadéciho rozhodnuti k MDR nebylo mozné pouzit k zalozeni predpokladu shody
s jeho pozadavky (srov. provadéci rozhodnuti Komise (EU) 2020/437) V relevantnich zdrojich jiz také
byla k dispozici informace o procesu vydani normy nové, vSechny ¢asti uvedené normy nahrazujici,

ktera viak dosud nebyla vydana.?

Pro koncepci testovani Vtéto oblasti tedy z technickych norem konkrétni pozadavky
nevyplynuly. Recentni literatura fesi provadéni testovani krytl ran z hlediska G¢innosti naptiklad
sohledem na savost (Minsart, a dalsi, 2022), ktera vSak neni zpohledu feSeného krytu ran

charakteristikou prioritni. Identifikované dil¢i aspekty uéinnosti se jevily jako komplexni, a tedy

21 CSN EN 13726:2024, ktera piebird evropskou normu EN 13726:2023. Tato norma tedy byla vydéna aZ po
realizaci testovani, jez je pfedmétem této prace. Pro dalsi iteraci ovéfovani navrhu prostfedku, resp. planovani
predklinického hodnoceni, vSak bude nanejvys vhodné pozadavky tohoto technického standardu vyhodnotit
a pripadné jej k prokdzani zvolenych pozadavkt pouzit.
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s relevanci in vivo testovani. Komplexni predklinické vyhodnoceni G¢innosti ve smyslu kryti ran tedy

bylo vyhodnoceno jako diilezité primarné v in vivo experimentu.

Specificky uvadénou charakteristikou G¢innosti ve vztahu k feSenému kryti rany byla bariérova
funkce proti priniku mikroorganismi. Normované testy pro tuto charakteristiku v ptipadé kryti ran
také k dispozici nebyly. V literatufe byla tato otazka feSena zejména ve vztahu k filtraci (Fahimirad, a
dalsi, 2021) kapalin i plynt. Testovani v této specifické otazce, zejména s ohledem na vhodnost

kvantifikace vysledkti (mira ucinnosti), tedy bylo identifikovano jako vyznamné pro metody in vitro.

Antibakteridlni u¢innost

V literatuie je Casto V kontextu antibakterialni u€¢innosti uvadéna hodnota minimalni inhibicni
koncentrace — MIC (z angl. minimum inhibitory concentration), tedy hodnota urcujici minimalni
koncentraci antibiotika potiebnou pro inhibici (planktonické formy) bakterie (Kowalska-Krochmal, a
dalsi, 2021). Dosazeni konkrétni koncentrace v roztoku, resp. exsudatu je ovSem V feSeném piipade
ovlivnéno uvoliiovacim profilem drug delivery systému v zavislosti na podminkach prostiedi (viz
obr. 11). Testovani in vitro je tedy i v piipad¢ nalezeni hodnot MIC V literatufe potiebné, a to zejména

pro vylouceni, resp. snizeni pravdépodobnosti vyskytu falesné negativnich vysledku in vivo testovani.

Koncentrace

|
|
!
| v
Efektivni doba Cas
inhibice
Obrdzek 11: Hustrativni graf koncentrace antibiotika v rdné v zdvislostni na case expozice krytu
Koncentrace po aplikaci je vysledkem protichiidného piisobeni postupného uvoliiovani antibiotika
drug delivery systémem a biochemickych mechanismii v rané snizujicich jeho koncentraci (clearance).
Zdroj: Autor s vyuzitim (Lux, a dalsi, 2014) a dat vyrobcui.

Metod pro in vitro testovani antibakterialni u¢innosti je v literatufe popsana fada (Sjollema, a
dalsi, 2018) (Omar, a dalsi, 2017) (Balouiri, a dalsi, 2016) (Wiegand, a dalsi, 2015), v praxi jsou mnohé
Z nich pouZivany bé&zné a ¢asto je popsana i vhodnost pro specifické ucely. Z hlediska principu je Ize
rozdélit na metody elucni a dilu¢ni. (Peterson, a dalsi, 1992) Pro antibakterialné oSetfené textilie pro

biomedicinské aplikace je jako specificky vhodny popisovan diskovy test. (Hosseini, a dalsi, 2022)
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Z hlediska normovanych testli platnd normativni Uprava Vv oblasti krytd ran pro Evropu
k dispozici neni. Existoval navrh evropské normy prEN 16756:2014, ktery vSak dosud nebyl prosazen.
V procesu vydani se také stale nachazi evropska norma EN 17854:2023 Antimicrobial wound dressings

— Requirements and test method, ktera vsak také neni dosud platna.??

Specifickou antibakterialni u¢innosti je inhibice bakterialniho biofilmu, resp. jeho eradikace
kterou vyrobci u feSeného krytu ran piedpokladaji.® Biofilm Ize popsat jako mikrobialni kolonii, napf.
na povrchu rany, ktera je obalena polysacharidovou matrici. V literatufe je Casto pro konkrétni
antibiotika uvadéna jiz zminéna hodnota MIC, hodnoty MBIC, tedy minimalni koncentrace antibiotika
potiebna pro inhibici biofilmu, a MBEC, tedy minimalni koncentrace antibiotika potiebna pro jeho
eradikaci, je mozné dohledat jen v nékterych piipadech. Terminologie ani metodologie navic neni

v tomto ohledu zcela ustalena. (Thieme, a dalsi, 2019)

Dosazeni konkrétni koncentrace antibiotika, pisobici na biofilm, je ovlivnéno obdobné jako

Vv ptipadé MIC. Testovani je tedy také i pfi nalezeni ptislusnych teoretickych hodnot v literatuie vhodné.

Normovany test z hlediska evropské regulatorni upravy pro kryty ran neni k dispozici.
Podpuirné, ¢i spiSe jen teoreticky, l1ze vyuzit upravy technickych norem zaméfenych na odstrafiovani

biofilmu v jinych aplikacich. (srov. 1SO 4768:2023)

V jinych normativnich systémech Ize nalézt pro feSené testovani napi. Single Tube Method —
STM (srov. fadu norem ASTM E2871). Pouziti této metody je vychozim normativnim pozadavkem
k dolozZeni tvrzeni ,,zabiji biofilm* u antimikrobialnich latek registrovanych a prodavanych v USA. STM
poskytuje kvantitativni méfeni logaritmického sniZeni po¢tu zivotaschopnych bakterii v biofilmu, které
je vysledkem vystaveni zralého biofilmu antimikrobialni latce po uréitou dobu kontaktu. STM byl
navrzen pro o$etfeni a odbér vzorki biofilmu v jedné zkumavce a objemu. STM tedy nepostihuje rozdil
mezi bunkami usmrcenymi na povrchu a buinkami, které jsou z povrchu odstranény, napiiklad
povrchové aktivni latkou (surfaktantem) v antimikrobialni formulaci, a poté usmrceny aktivnimi ¢inidly
v roztoku. (Goeres, a dalsi, 2019)

Mnoho dalsich metod je zmifiovano v literatufe, existuji také jejich systematicka srovnani.
(Stiefel, a dalsi, 2016) Jednou z nich je vyuziti krystalové violeti jako barviva s naslednym méfenim
absorbance Asgsnm Spektrofotometricky pro charakterizaci stavu biofilmu pied a po aplikaci antibiotika.
(Kragh, a dalsi, 2019) Tuto metodiku autor Gspé$né vyuzil v ramci feSeni vyzkumného projektu

FV20422, jehoz byl hlavnim fesitelem.

22 ye smyslu MDCG 2021-5 by vyrobce text normy i ptesto mohl uplatnit podle principu ,,state of the art‘

2 rozdil je v mife uginku; inhibice je obecné ucinek, ktery brzdi, omezuje, zadrzuje, zamezuje, utlumuje nebo
zpomaluje, v piipadé bakteridlni inhibice tedy ucinek baktericidni i bakteriostaticky; eradikace v lékaiské
terminologii znamena Uplné vymyceni choroby véetné jejiho pivodce z populace na lokalni nebo na globalni
urovni, coz z hlediska G€inkd na biofilm naznacuje Gplné rozruseni jeho struktury a Gplnou inhibici bakterialni
kolonie
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Antioxida¢ni i¢innost

Odborna literatura fes$i Casto antioxidacni kapacitu jednotlivych antioxidantd S vyuZzitim
popsanych eseji. Dodnes je mnohdy vyuzivana FRAP esej. (Benzie, a dalsi, 1996) Tato metoda vyuziva
redukce bezbarvého Zelezitého komplexu Fe**-2,4,6-tris(2-pyridyl-S-triazin) (Fe**-TPTZ) antioxidanty.
Tento komplex vznika reakci TPTZ (2,4,6-tripyridyl-S-triazin) a chloridu zelezitého (FeCls). Obsah
produktu redukce antioxidanty pfitomnymi ve vzorku tmavé modré barvy se kvantifikuje fotometricky
pro absorbanci Asgznm. Hodnoty FRAP se ziskaji porovnanim zmény absorbance v testovacich reakénich

smésich s témi, které obsahuji Zeleznaté ionty ve znamé koncentraci.

V literatuie je ovSem popsana a srovnavana fada dalSich metod (Alam, a dalsi, 2013). Jedna se
také o metody spektralni, tj. vyuzivajici méfeni zmény absorbance ve vzorku, z nichz nejcastéji
vyuzivanou je pravdépodobné metoda TEAC, vyuzivajici ABTSe- radikalu 2,2’-azinobis (3-
ethylbenzothiazolin-6sulfonové kyseliny). Dale jsou popsany napi. DPPH test (absorbance v UV-VIS
oblasti s vyuzitim radikalu DPPH), ORAC test a jeho obdoba TRAP, ale i dalsi.

Vyuzivany jsou ovSem i metody vyuzivajici faktu, Ze antioxidanty jsou latky s redukénimi
vlastnostmi a piednostné reaguji s volnymi radikaly, tj. vysoce oxidaénimi Cinidly. To umoZiuje
stanovit antioxidaéni kapacitu neznamych vzorkt elektrochemicky. Mezi castéji pouzivané
elektrochemické metody se fadi amperometrie s pouzitim biosensoru, cyklicka voltametrie a pulzni

voltametrie. (Narang, a dalsi, 2011)

K dispozici je tedy cela fada metod vyuzivajicich analytické chemie pro stanoveni antioxida¢ni
kapacity konkrétniho antioxidantu. Popsany jsou ovSem také metody biologické, vyuzivajici
standardizované eseje. V literatuie je popsan napiiklad postup expozice vhodnych bunéénych linii,
zejména 3T3 mysich fibroblastl pripadné keratinocitli, vhodnému ¢inidlu vyvoléavajicimu redoxni stres,
zejména H,0,, s vyuzitim kvantifikace pomoci MTT eseje. (Vaid, a dalsi, 2020) Tuto metodiku autor
uspeésné vyuzil v ramei feSeni vyzkumného projektu FV40186, jehoz byl hlavnim feSitelem.

Situace s vypovidaci hodnotu takového méteni pii aplikaci s vyuzitim drug delivery systému je

ovsem obdobna, jako v pfipadé antibakterialniho u¢inku, resp. MIC a potieba in vivo testovani je dana.

Testovani na modelech in vivo

Pro fadu fesenych aspektl bezpecnosti anebo i uc¢innosti mohou poskytnout vysledky hodnoceni
publikované literatury anebo provedena in vitro testovani. Pro komplexnéjsi ovéfeni bezpecnosti
a zejména prokazani predklinické ucinnosti je vSak testovani in vivo, ptipadné alternativnimi metodami,
nezbytné.

Pro testovani kutdnniho hojeni ran je v dané fazi vyzkumu ¢asto uzivan mys$i model, tedy model

malého zvitete, ktery se jevil jako vhodny. (Holder, a dalsi, 1997)
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Cilem, resp. kone¢nym bodem uspésné 1écby rany je jeji uplné a trvalé uzavieni. V klinické
praxi je rychlost zmény plochy rany, také znama jako rychlost hojeni rany, nejlepSim zpuisobem, jak
kvantifikovat hojeni, protoze nejpouzivangjSim klinickym markerem hojeni je velikost rany.
(Papazoglou, a dalsi, 2010) (Williams, 2000) Pro hodnoceni hojeni rany byla s ohledem na uvedené
vyhledana ucelena metodika podle Lazara (Lazarus, a dalsi, 1994).

Histopatologie ran je velmi uzitenym nastrojem ke sledovani prub&hu hojeni v prabéhu 1écby,
lepsimu pochopeni patofyziologie nehojicich se ran, posouzeni morfologickych zmén a pomoci
s diagndzou a ptipadné zjisténi pricin malignity. (Planz, a dalsi, 2015) (Romanelli, a dalsi, 2013)
Prestoze se jedna o disciplinu spadajici jiz do 1ékatské védy a klinické praxe, s jejimi poznatky je nutné
v ramci biomedicinského inZenyrstvi Casto pracovat. (Arevalo, a dalsi, 2014)

V klinické praxi je nejlepSim mistem pro biopsii okraj rany, protoZe umoznuje srovnani oblasti
rany a okolni kuize. (Romanelli, a dalsi, 2013) V prostiedi laboratornim biopsie pro histopatologickou

analyzu zahrnuje Castgji celou ranu vcetné okraji. (Caetano, a dalsi, 2015) (Fronza, a dalsi, 2014)

Pro histologické hodnoceni, specificky vyhodnoceni morfologickych zmén béhem hojeni a ve

zhojené rané byla v literatufe nalezena metodika podle Simonetti. (Simonetti, a dal$i, 2020)

3.4 Pozadavky

Konkretizace a stanoveni dil¢ich specifickych cilti experimentu, resp. sumarizace a selekce
relevantnich ovéirovanych pozadavki, je nezbytnym krokem, ktery vytvaii métitko pro hodnoceni
uspésnosti testovani. Jelikoz prace byla zaméfena na ovéfeni navrhu prostiedku, jednalo se obecné

0 zjiSténi, piipadné potvrzeni nebo vyvraceni, konkrétnich predpokladanych vlastnosti.

Pozadavky zakaznické

Ugel krytu rany je piirozené aplikace na pacienta, ktera musi byt nejen bezpeéna a vedouci
k odpovidajicim uéinkiim, ale také co nejvice komfortni, ekonomicky efektivni apod. (Sood, a dalsi,
2014) Vyber i funkcionalizace krytu jsou tikoly zdravotnického personalu. Relevantnim zakaznikem je

Vv tomto piipadé zdravotnické zatizeni, nejcastéj$im uzivatelem ovSem v jeho ramci zdravotni sestry.

Uspokojovani potieb zakaznika je jednim ze zakladnich mechanismi ekonomiky (Holman,
2011). Pro zdravotnické prostiedky jsou pozadavky zakaznika zasadnim kritériem i z pohledu

harmonizované normy upravujici systémy fizeni kvality vyrobce (srov. CSN EN ISO 13485 ed. 2).

Ob¢ zainteresované firmy, zabyvajici se vyvojem funkcionaliza¢niho zafizeni a prosazenim
souvisejici terapie, jiz na trhu ptisobi s jinymi prosttedky, resp. kryty ran pro které sbiraji data o pouziti
v ramci PMS, resp. PMCF. Pro identifikaci zakaznickych pozadavki v ramci vyvoje vyuzivaji tedy
zejména sekundarni analyzy, ktera je ekonomicky mén¢ naro¢na a umoziuje také obecné vétsi uplatnéni

vlastnich myslenek vyvojového tymu. (Johnston, 2014)
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Pro systematické zpracovani dat se v podminkach vyrobce jevi jako vyuzitelna napt. metoda
Quality Function Deployment (QFD). Tato metoda pracuje nejen s pozadavky zakazniki, které
ptichazeji ztrhu, ale isinternimi poznatky z ptedchozich projektt, zohlediovany jsou znalosti
a zkusenosti vyvojovych pracovnikii vyrobce, zejména o realizovatelnosti zdkaznickych pozadavki
ajejich dopadu na nastaveni internich proces. Vystupem je tabulka, ktera stanovi mj. priority
jednotlivych pozadavku. (Bossert, 2021)

V feseném piipadé jsou zdkaznické pozadavky jiz do zna¢né miry materializovany do koncepce
funkcionaliza¢niho zafizeni i jim pfipravovanych personalizovanych Kryti ran a tvoii tedy v zasadé
vychodiska prace. Vyvojovy tym, resp. oba vyrobci vyuzivaji jako zdroj dat pro sekundarni analyzu
vlastni studie a prizkumy v souvislosti s prodejem krytd ran a zejména realizaci tematicky relevantnich
projektti VaVal (FV20422 a FVV40186 Vv nichz byl autor hlavnim fesitelem, a dale FV10605, FVV30086,
FV40187, FVv40188, FV40189, FX02030040 na jejichZ feSeni se autor podilel). Tato dokumentace je
diverna, jelikoz tvori prfevazné utajované know-how obou spolecnosti.

V otazce ovéfovani navrhu a vyvoje zafizeni, které je realizovano testovanim piedklinické
bezpecnosti a ti€innosti jim pripravenych vystupt, také zakaznické pozadavky do zna¢né miry splyvaji
s pozadavky regulatornimi (pacient chce byt Gcinné a bezpecné 1éc¢en, zdravotnik chce pouzit bezpeény
a ucinny prostiedek i souvisejici zatizeni). Ostatni pozadavky, jako napt. ekonomika provozu, nebo co
nejmensi casova ndro¢nost ptipravy jednotlivého krytu, ptipadné subjektivni pocity pacienta spojené

s aplikaci 1ze pak ovétovat v zasadé pouze ve fazi klinického testovani a prace se jimi blize nezabyvala.

Pozadavky regulatorni

Jako regulatorni poZadavky jsou v kontextu prace oznaovany veskeré zavazné, tedy zakonné
ale 1 dalsi, pozadavky na vyrobek nebo postupy vyrobce. Pro zdravotnické prostiedky jsou dany
citovanym Natizenim Evropského parlamentu a Rady (EU) 2017/745, tzv. MDR, a to zejména v jeho
ptiloze I (viz kap. 3.3).

Prvni kapitola pfilohy I MDR uvadi obecné poZzadavky, jejichZ prokazani je zejména z hlediska
bezpecnosti obvykle realizovano pievazné v ramci tizeni rizik, jelikoZ jsou definovany obecné a jako
kritérium stavi v konecném dusledku minimalizaci rizika. Konkrétni pozadavky uvadi kapitola druha
(Pozadavky na navrh a vyrobu) této piilohy MDR, pro biologické hodnoceni zejména v odstavci 10, ale
také v odstavcich 11-13.2

24 10. Chemické, fyzikalni a biologické vlastnosti
11. Infekce a mikrobidlni kontaminace
12. Prostiedky obsahujici latku, jez se povazuje za 1éCivy piipravek, a prostiedky slozené z latek nebo
kombinaci latek, které jsou lidskym télem absorbovany nebo v lidském téle lokalné rozptyleny
13. Prostiedky obsahujici materidly biologického plivodu (z pohledu feSené specifikace prostiedku
nerelevantni)
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Cast technické dokumentace prostiedku, ktera tvoii obvykle podklad k posouzeni shody
prostfedku, je v c¢astech zaméfenych na identifikované konkrétni pozadavky dle pfilohy I MDR
Vv rozsahu mnoha stran a zahrnuje celou fadu, ¢asto nakladnych, testovani, zamétenych na predklinickou

bezpecnost a ucinnost prostiedku.
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4. DESIGN EXPERIMENTU

V této ¢asti disertaéni prace byly provedeny navrh a realizace feSeného experimentu. Z pohledu
vyrobce jsou pfi planovani testovani kontrarni dva protichtidné pfistupy. Maximalistické pojeti testovani
naklady rozsah testovani omezuje na ovéfovani v rozsahu nezbytném pro splnéni regulatornich

pozadavkd. V ramci prace byl hledan racionalni kompromis mezi obéma uvedenymi.

4.1 Vybér relevantnich regulatornich pozadavku a postupi pro posouzeni
V souladu s vychodisky v teoretické Casti prace a provedenou teoretickou analyzou byly
identifikovany, konkretizovany a vybrany pozadavky, které maji byt ovéteny predklinickych testovanim

a zvoleny odpovidajici postupy.

Pozadavek Regulatorni reference Postupy hodnoceni

Funkcionaliza¢ni zarizeni

Ovéfeni navrhu Hodnoceni publikované literatury
funkcionalizac¢niho --- Testovani zvolené varianty krytu rany
zafizeni (zvoleny rozsah) s doplnkovym uc¢inkem

Kryt rany s dopliitkovym ucinkem

Kryti ran Ptiloha I, kapitola II, Hodnoceni publikované literatury
y odst. 10.1, odr. f) a g) MDR | Testovani
Fyzikélni a chemicka Ptiloha I, kapitola II, Hodnoceni publikované literatury
charakterizace odst. 10, MDR Testovani
Ptiloha I, kapitola II,

Hodnoceni publikované literatury

Cytotoxicita odst. 10, MDR Testovani

(normy fady ISO 10993)

Ptiloha I, kapitola II,
Senzibilizace odst. 10, MDR
(normy fady ISO 10993)

Ptiloha I, kapitola II,
Drazdivost odst. 10, MDR

Hodnoceni publikované literatury
Testovani

Hodnoceni publikované literatury

(Normy fady ISO 10993) | Lestovani
s . ... | Priloha I, kapitola I, Hodnoceni publikované literatury
Ucinnost — antibakterialni odst. 1. MDR Testovani
Uginnost — antibakterialni | Piiloha I, kapitola I, Hodnoceni publikované literatury
— biofilm odst. 1, MDR Testovani
s L, Ptiloha I, kapitola I, Hodnoceni publikované literatury
Ucinnost — antioxidacni odst. 1, MDR Testovani
Uginnost — zlep$eni Ptiloha I, kapitola I, Hodnoceni publikované literatury
hojeni odst. 1, MDR Testovani

Tabulka 2: Prehled pozadavkii vybranych k reseni
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Pro regulatorni tcely, dle MDR, se v praxi zpracovava tzv. checklist zakladnich pozadavka (téz
,»GSPR checklist z angl. General Safety and Performance Requirements). Ten je ovSem orientovan
pouze na jednotlivé pozadavky MDR a nepostihuje pozadavky ve struktuie (detailu) odpovidajicim

potiebam této prace.

4.2 Hodnoceni publikované literatury dle MDR v predklinické oblasti

Dostatek udaji z publikované literatury o prostiedku nebo prostiedcich podobnych mize dle

MDR odivodnit neprovedeni nového testovani prostredku.

Resena tematika byla riznoroda, bylo vhodné provést hledani strukturovand ve vice dil¢ich
reSerSich. Jako metoda byla zvolena reserSe tradi¢ni, ktera uspokojivé napliuje sledované cile a také
poskytla autorovi urcitou volnost k vyuziti vlastnich myslenek o daném tématu (Fink, 2019) v ramci cile
diserta¢ni prace. To v zasad¢ odpovidalo i duchu citovaného pokynu (srov. MEDDEV 2.7/1 rev.4).

Postup jednotlivych krokt byl nasledujici:

e stanoveni cile dil¢i reSerse,

e identifikace klic¢ovych slov,

e vyhledavani v relevantnich zdrojich,
e vyhodnoceni (analyza) vysledki,

e formulace zavéru.

Cile jednotlivych dil¢ich reSersi vzdy odpovidaly celkovému cili préace, s tematickym
vymezenim na feSeny prvek. Obecné byl cil vymezen tak, aby provedeny prizkum poskytoval
objektivni a pfiméfené ipIné ?° informace o piedklinické bezpecnosti prostiedku.

Kli¢ova slova byla volena s ohledem na maximalni vystiznost ve vztahu k prostfedku jako celku
a jeho uréenému ucelu pouziti, nebo k feSené dil¢i soucasti, pouzitému materialu apod. Z hlediska
strategie bylo vyuzivano postupné zpiesnovani vyhledavacich vyrazi. Prubézné byly odstranovany
duplicity.

Pro nalezeni zdravotnickych prostfedkd, resp. vyrobkl na trhu, aby mohl byt jejich obchodni
nazev vyuzit nasledné jako kliCové slovo, bylo vyuzito predifazené kolo vyhledavani v obecném
vyhledavadi (Google). Pro zjisténi ureného ucelu prostfedkd na trhu v CR byl vyuzit Registr

zdravotnickych prostiedkt (RZPRO).?

25V ptipadé kvalitni argumentace lze dle nazoru autora aplikovat metodiku odpovidajici vzorkovani. Tedy pokud
se jiz nejevi jako redlné vyhledavaci frazi dale zptesnit, a piesto je poCet nalezenych zaznamii znacny, resp. vysoky
z hlediska narokti na zpracovani, je vyhodnocen reprezentativni vzorek nalezenych zdroji. Pokud
Vv reprezentativnim vzorku jsou nalezeny presvédcivé tidaje a nejsou nalezeny vysledky s protichidnymi zavéry,
muze byt zavér formulovan na zaklade¢ analyzy vzorku. Jako vhodné soucast argumentace tohoto postupu se pfitom
jevi zejména prokazani reprezentativnosti vzorku, tedy jeho celkové velikosti (podil na celkovém souboru)
a postupu vybéru (nahodny vybér nebo argumentace relevance a vyznamnosti apod.).

2 https://eregpublicsecure ksrzis.cz/Registr/RZPRO/ZdravotnickyProstredek
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Jako primarni relevantni zdroje vyhledavani byly vyuzivany obecné akceptované rejstiiky
védecké literatury (PubMed/MEDLINE, Web of Science, Google Scholar, Scopus). Vyssi priorita
pfitom byla dana tém nalezenym literarnim zdrojim, které byly publikovany v tematicky blize
zaméienych odbornych zdrojich (IWJ, Nanomaterials apod.).

Hlediskem pro hodnoceni vyznamnosti byla, v souladu s teoretickymi zavéry, signifikance
ptipadné rezultujiciho rizika, v kontextu hodnoceni piedklinické literatury spojena s piipadnym
neprovedenim novych testovani. V ptipadé protichidnych zavéra srovnatelné relevantnich nalezenych
literarnich zdroju byla jako pomocny parametr vyznamnosti stanovena preference zdroji uvadéjicich
novejsi vysledky testovani.

V ptipadé pozitivniho hodnoceni relevance a vyznamnosti zdroje byly dale pfezkoumény jim

odkazované dalsi zdroje (reference), relevantni pro predmeét reserse.

Na zakladé provedené interpretace zjisténi z relevantnich a vyznamnych zdroji byly vytvofené
vysledky prib&zné spojovany do skupin se se stejnym dopadem, priCemz byla informativné
zaznamenavana ¢etnost vyskytu (vaha).

Mezi komentované vystupy V ramci vlastni prace byly zafazeny ty, které byly hodnoceny jako
nejvice relevantni a vyznamné, piipadné dokumentovaly potfebu zpiesnéni vyhledavaciho vyrazu.

Uvedeny postup je schematicky vyjadfen na obrazku 12.

Formulace zavéru pak vzdy probihala jako objektivni shrnuti vyhodnocenych tudaju.

Ptfi reserSi byla zaznamenana tfada publikaci, které se dané problematice vénuji, ale riizné
charakteristiky prostiedkl, resp. technickych feseni k dosazeni pozadované ucinnosti (fyzikalné-
chemické, nosné Castice, principy uvolnovani ucinné latky apod.) neumoziiuji argumentaci ekvivalence

na urovni, kterd by umoznila ndhradu testovani, a nejsou tedy komentovany nebo jen souhrnne.
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Vyhledani literatury v databazi
podle kli¢ovych slov

IDENTIFIKACE

Zpresnovani vyhledavaciho vyrazu

Vybér na zikladé nazvu

Odstranéni duplicit
(jiz zpracované zaznamy)

SCREENING

Vybér na zékladé abstraktu

Vybér na zakladé plného textu

ANALYZA

Hodnoceni relevance a vyznamnosti

Komentovany vystup

ZPRACOVANI

Obrdazek 12: Postup hodnoceni publikované literatury pro predklinické hodnoceni



Funkcionaliza¢ni zarizeni

Pfi hledani literarnich dat relevantnich pro funkcionalizaéni zafizeni podle jeho Géelu, bylo
cilem reSerSe nalezeni existujicich, blizce podobnych zafizeni, resp. zdravotnickych prostredki
pfipravenych obdobnym zatizenim.

Vyhledavani vedlo opakované K nalezeni relevantni publikace anebo chranénych technickych
feSeni 7/, coz do ur¢ité miry svédéi o jeho vhodném nastaveni. I pfes postupné zptesiiovani
vyhledévaciho vyrazu vSak byly vyhledany zejména nerelevantni prace zaméfené na obecné piinosy
personalizované péce o ranu, bez prakticky vyuzitelnych poznatkt z hlediska piedklinického hodnoceni
navrhu funkcionaliza¢niho zatizeni, které tedy nemohly byt v reSersi vyuzity.

Déle byly nalezeny prace, které fesi vytvotreni funkcionalizovaného krytu rany s vyuZzitim
konkrétniho zafizeni, ovSem in situ na téle pacienta, véetné vyuziti nanovlaken. (Chouhan, a dalsi, 2019)
Mechanismus aplikace je v tomto piipadé zcela odlisny. Tento pfistup je relevantni spise pro vytvafeni
tkanovych ndhrad, zregulatorniho hlediska také zahrnuje tadu rizik apro vytvafeni

funkcionalizovanych krytl ran se nejevi jako provozné ani ekonomicky efektivni.

Vyhledavanim bylo dale nalezeno relativné vyss$i mnozstvi vysledki o zafizenich, zamétenych
na 3D tisk krytl ran, ov§em opét s prevazujicim vyuzitim pro Gcely tkanovych nahrad (scaffoldir), byt
s integrovanymi drug delivery systémy. (Tabriz, a dalsi, 2022) (Mathew, a dalsi, 2020) (Muwaffak, a
dalsi, 2017). Metody aditivni vyroby jsou progresivni a slibné, nicméné data nebyla vyuzitelna v ramci
stanovenych technickych vychodisek. Touto metodou neni mozné, dle analyzovanych prament,
vytvaret struktury nosi¢l s odpovidajicimi parametry ve smyslu kryti rany (bariérova funkce). Postupy

predklinického hodnoceni a srovnani regulatorni strategie jsou nicméné relevantni.

Technické feseni funkcionalizacniho zatizeni, které by se orientovalo na obdobny srovnatelny
ucel nebo vykazovalo shodné zasadni charakteristické prvky jako nase v literatute, ani nasledné na trhu,
identifikovano nebylo. Unikatnost feSené koncepce ostatné dokumentuje i fakt, Ze na principy anebo

soucasti naseho technického feseni bylo udéleno nékolik patentt, jejichZ je autor prace spoluautorem.

Pro ucely predklinického hodnoceni nebyla v ramci hodnoceni publikované literatury ve vztahu
k celkové koncepci funkcionalizacniho zafizeni identifikovana relevantni data, pfesahujici stanoveny

prah vyznamnosti.

V piipadé zaméfeni prace na vlastni design funkcionaliza¢niho zatizeni by bylo na zakladé
vysledkt reSerSe vhodné navazat odpovidajici analyzou ve vztahu k jednotlivym soucastem. Ta by méla
prokazat, ze dana soucast (funkeni subsystém), resp. komponenta, je vhodna pro zamysleny ucel a plni

stanoven¢é dil¢i pozadavky. Z hlediska cile této prace, kterym je ovéteni feSené koncepce, resp. navrhu

27 Bratka, Petr. et al. 2022; I, I1, I1I, IV
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funkcionaliza¢niho zafizeni, by vSak analyza tohoto typu poskytla jen omezené vyuzitelné poznatky,

a proto se ji prace nevénovala.

Kryt rany s dopliikovym tu¢inkem odpovidajicich charakteristik

Kryty ran s doplitkovym G¢inkem jsou na trhu k dispozici a v literatufe feSeny hojné, usili bylo
zaméfeno selektivné na Kryty ran s antibakterialnim 0¢inkem, sekundarné, na doplikovy ucinek
antioxidacni V rdmci uréeného ucelu pouziti.

Zdravotnicky prostiedek, ktery by explicitné deklaroval hledany, kombinovany dopliikovy
uc¢inek na trhu nalezen nebyl. Je v8ak otazkou, nakolik je vyrobci, pravdépodobné pfinejmensim z ¢asti
z marketingovych divodid (srozumitelnost pro pacienta), deklarovan explicitng, a zda neni pfevazné
vyjadien riiznymi jinymi formami jako ,,ptispévek k hojeni‘.

Piikladem mize byt na trhu v CR dostupny zdravotnicky prostiedek , Actilite* (vyrobce
Advancis Medical, Spojené kralovstvi) suréenym ucelem pouziti“ ,Kryti z neadherentni viskozy.
Pouziva se na v§echny typy poranéni véetné povrchovych poranéni, castecné nebo zcela otevienych ran,
zahrnujici odreniny, Fezné rany, prolezeniny, bércové vredy, popadleniny, odbérové plochy a operacni
rany.” Navod kpouziti tohoto ZP (datum revize 03/2015) dale wuvadi charakteristiku:

L Ucinné Sirokospektralni antimikrobidlni kryti obsahujici 99% Manuka medu a 1% Manuka oleje,

urcené pro slabé nebo stiedné exsudujiice rany. Kryti je urceno k ochrané rany pred infekci, podporuje
hojeni a umoznuje priichod exsudatu. Vhodny na epitelizujici rany, které jsou vysoce ndchylné
k infekci. “ Pouzité 0¢inné latky maji prokazany nejen antimikrobialni, ale také antioxida¢ni Gc¢inek.
(Alvarez-Suarez, a dalsi, 2014) (Henriques, a dalsi, 20006)

Na vzasadé¢ shodny uréeny ucel pouziti shledanym jsou zameéteny bioadhezivni
nanostrukturované lipidové nosice pro koenkapsulaci slou¢enin s antioxida¢ni (a-tokoferol a kvercetin)
a antimikrobialni (tea tree oil) aktivitou pro 1éCbu ran. Pouzivany drug delivery systém je ovsem odlisny,
zalozeny na bambuckém masle a arganovém oleji s modifikaci alginatem sodnym nebo chitosanem pro
bioadhezivni vlastnosti. (Costa-Fernandez, a dalsi, 2021) Data tedy nejsou ptimo vyuZzitelna namisto
vlastniho testovani, lze je vSak uplatnit v obecné argumentaci bezpeCnosti krytu rany a pouziti
a-tokoferolu jako u¢inné latky.

Rada dal§ich nalezenych pramentl popisuje kryty ran s doplitkovym t¢inkem, véetné téch
vyuzivajicich nanovlakna a drug delivery systémy na bazi lipidi (zejména liposomalni), které vSak
z divodu dil¢ich odlisnosti nebylo mozné vyuzit. (Masek, a dalsi, 2017) (Monteiro, a dalsi, 2015)
(Mickova, a dalsi, 2012)

Personalizovany kryt rany

Otazka produkce krytu rany variabilnich parametrii je zasadni Vramci feSeného tématu.

V literatute jsou publikace, které feS$i moznost vyuziti pfenosnych zatizeni pro produkci nanovldken
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obsahujicich u¢innou latku. (Chouhan, a dalsi, 2019) (Yan, a dalsi, 2019) Firma Nanomedic
Technologies Ltd., diive Nicast, (Izrael) jiz uvedla na trh pfistroj SpinCare, ktery ma slouzit pro vyrobu
personalizovanych nanovlakennych kryti ran s moznosti obsahu aktivni slozky v nanovlaknech
(Nanomedic Technologies Ltd.). Ta je v pfipadé pfistroje SpinCare obsazena pfimo ve hmoté
nanovlaken (Liu, et al., 2018). Uvolnovani aktivni latky je potom fizeno difuzi z hmoty vlaken, ktera
je silné zavisla na rozpustnosti latky ve vodném prostiedi a zaroven obsahu vlhkosti v rané. (Leung, a
dalsi, 2011) Zafizeni neni uvadéno na trh jako zdravotnicky prostfedek, kvalifikace vyrobku a jim
ptipravovanych kryti neni z dostupnych materiali ziejma. To je nutné konstatovat také v otazce
dosazeni deklarované personalizace. Vyrobce pouze uvadi, Ze pro generovani krytu zafizenim je
dodavana ptfedplnéna, sterilni, jednorazova ampule pro jednoho pacienta na jedno pouZiti.

Tento produkt a obecné technologie produkce nanovldken in situ se od feSeného konceptu
zasadné li$i ve vice ohledech. Nanovlakenny nosi¢ v feSené technologii slouzi nikoli jen jako nosi¢
aktivni latky, ale jako nosna struktura a polopropustna ochranna (s bariérovou funkci proti bakterialni
kontaminaci) membrana chranici ranu, coz umoziuje jeho kvalifikaci jako zdravotnického prostiedku.
Nositelem aktivni latky/1éCiva jsou v nasem pripadé SLP deponované na nosici. Zjisténé udaje tedy
z pohledu cile reserSe, pro nahradu dil¢ich testovani, pouzitelnd nejsou. Lze je vSak vyuzit pro
argumentaci bezpecnosti variabilniho provedeni krytu, jelikoz se zda byt kvalifikovan podle uré¢eného

ucelu vuziti jako prostiedek.

Nosié

Z pohledu biokompatibility bylo zasadni provést resersi ve vztahu k pouzitym materialim, na
nichz se v zasadnim poméru podili nosi¢, tedy nanovlakenna struktura z PCL (polykaprolakton),
vyrabéna S pouzitim rtiznych rozpoustédel.

Polymery ve formé nanovlaken, véetné PCL, byly fadou autorii, véetné autora této prace,
studovany z hlediska biokompatibility s dobrymi vysledky. (Bratka, 2020) (Mwiiri, a dalsi, 2020)

Polykaprolakton (PCL) je biologicky odbouratelny polyester Siroce pouzivany
v biomedicinskych aplikacich. Nanovlakna ptipravend z PCL vykazuji biodegradaci v zavislosti na
molekulové hmotnosti (Goldberg, 1995), ktera je tedy jeho podstatnou fyzikalné-chemickou
charakteristikou. Polymery pouzivané pro zvlaknovani v ramci feSenych receptur v uvazovanych ¢asech
expozice do rany vykazaly nesignifikantni degradaci a byly tedy v ramci aplikace povazovany za
studie indikujici, ze produkty kratkodobé degradace PCL jsou netoxické a biokompatibilni v ramci
testovani na kmenovych burikach a také hemokompatibilni (Sukanya, 2017) (Sukanya, a dalsi, 2018),

coz pripadna rizika vyznamné snizuje.

28 v ramci biologického hodnoceni tedy nejsou feSeny potencidlni degradaéni produkty
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Publikovana data dale uvadi, Ze nanovldkna z PCL jiz byla s Gispéchem testovéna pro pouziti
jako kryt ran, naptiklad v ramci in vivo studie na kralicich. Testovany substrat vedl k optimalnimu hojeni
indukovanych ran pfi pouziti jako integrativniho kryti rany s del$imi intervaly pfevazu. (Buzgo, a dalsi,
2019) Literatura také ukazuje, ze nanovldkna z PCL podporuji adhezi a proliferaci keratinocytu,
melanocytt a fibroblastl. (Vocetkova, a dalsi, 2016) V zasad¢ tentyz autorsky kolektiv pozdgji doplnil,
ze bunécny rlst je ovlivnén slozenim média, FBS nebo obsahem lyzatu krevnich desticek (Sovkova, a
dalsi, 2018). Rust koznich bun¢k byl dale ovlivnén morfologii (nano/mikrotopografii) vlaken.
Keratinocyty rostly 1épe na nanostrukturovaném PCL, zatimco fibroblasty rostly dobie jak na 2D
nanovlaknech, tak na 3D mikrovlaknech. (Vocetkova, a dalsi, 2017) Prestoze dopad uvedenych zjisténi
je spise v oblasti vyuziti v tkafiovém inzenyrstvi, svéd¢il o dilezitosti nejen chemické, ale také fyzikalni
charakterizace (morfologie) nosice, zejména v piipadé nanovlakenného substratu.

Recentni literatura se vénuje prokazani nizké cytotoxicity nanovlaken PCL, resp. poly-¢-
kaprolaktonu, zejména ve spojeni sruznymi kopolymery nebo jako souasti kompozitnich
nanovlakennych substrat. (Shitole, a dalsi, 2020) (Arbade, a dalsi, 2018) (Baranowska-Korczyc, a
dalsi, 2016) Tyto vysledky jsou pouzitelné zejména z pohledu chemické charakterizace, jelikoz
v pfipadé prokazané biokompatibility kompozitu, je relevantni argumentovat i biokompatibilitu slozek
(pokud nejde o specifické piipady interakce). V pripadé kopolymeri lze vysledky pouZit jen omezené,
jelikoz vlastnosti vysledného materialu mohou variovat vyznamne.

U vS8ech rozpoustédel pouzitych pro piipravu zvlaknovaciho roztoku (aceton, chloroform,
etanol, kyselina octova) je zndma cytotoxicita i pfi relativné malych koncentracich. Proto je nutné

rezidua téchto latek disledné eliminovat a souvisejici rizika efektivné ridit.

Lze tedy uzavfit, Ze za podminek dodrzeni spravné vyrobni praxe, ¢asto oznacované jako GMP
(z angl. good manufacturing practice), je pfedpoklad nizké, ptipadné negativni, cytotoxicity nosice
z PCL nanovlaken. Jelikoz vSak nelze konstatovat zcela jednoznacné identitu testovanych vzorkd (PCL
prochézi vyrobnim procesem zvlakiovani), je kontrolni ovéfeni cytotoxicity na miste.

Z hlediska ostatnich feSenych koncovych bodi lze prispévek literatury, ktera byla jiz vétSinou
citovana vyse, shrnout tak, Ze iritaéni nebo senzibilizujici potencial nebyl pozorovan. Tyto koncové
body jsou vSak komplexngjsi, testy nejsou nakladné a testovani prostfedku jako celku lze doporucit

v koncené fazi navrhu a vyvoje, tj. po finalni stabilizaci navrhu.

Drug delivery systém

Z pohledu biokompatibility jsou dal$imi zéasadnimi pouzitymi materidly myristilalkohol
(1-tetradekanol, CAS 112-72-1), ktery je zakladni slozkou pouzitych SLP, a Tween 20 (polysorbat 20),
pouzity pfi jejich syntéze jako surfaktant.

Mastné alkoholy, v¢etné MA, jsou nerozpustné, povrchové aktivni latky bézné pouzivané

v topickych p¥ipravcich jako koemulgatory. Rada z nich, véetné MA, je akceptovana v ramci FDA i pro
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oralni podani, nicméné nelze je oznacit za bézné slozky formulaci na lipidické bazi. (Maher, a dalsi,
2023) MA je povazovan za netoxicky v povolenych koncentracich. (Mary Ann Liebert, Inc., Publishers,
1988)

Myristilalkohol je v literatufe povazovan za biokompatibilni material specificky v ramci
aplikaci pfi vytvareni drug delivery systému (Salimi, a dalsi, 2023) (Gad, a dalsi, 2022) (Brezaniova, a
dalsi, 2016).

Je také biodegradabilni, ovSem v ¢ase piesahujicim uvazovanou aplikaci (je udavana stiedni
doba 5,5 dne). Z provedenych in vivo studii bylo hlaseno, ze nezptsobuje podrazdéni kize. (National
Center for Biotechnology Information, 2004)

U tridekanolu a tetradekanolu bylo pozorovano opozdéné podrazdéni vzhledem k jejich

lipofilnimu charakteru, rychla difize do stratum corneum, ale pomalejsi difuze do vodné epidermis.
(Kanikkannan, a dalsi, 2002)

Na zakladé¢ nalezenych vysledki se nejevila tato slozka jako vyznamné rizikova.

Polysorbat 20 je diky své stabilité a relativni netoxicité (Di Marzio, a dalsi, 2013) (Moore, a

dalsi, 1984) vyuzivan jako detergent a emulgatoru v fadé aplikaci, v¢etné farmakologickych.

Na zaklad¢ animalnich studii, béhem kterych nevyvolal systémovou ani lokalni toxicitu, byl
také indikovan za bezpecnou latku pro intramuskulérni podani (Kim, a dalsi, 2021).

Také tato slozka, vyskytujici se navic pii aplikaci v prostiedi v zasad¢ ve stopovém mnozstvi,
se na zaklad¢ nalezenych vysledkl nejevila jako vyznamné rizikova.

Zaver je, obdobné jako v ptipadé nosiCe, Ze za podminek dodrZeni spravné vyrobni praxe je
predpoklad nizké cytotoxicity drug delivery systému, resp. SLP na bazi myristilalkoholu a Tween 20.
Jelikoz v8ak nelze konstatovat zcela jednoznaéné identitu testovanych vzorkl (riizni vyrobci, syntéza
SLP), je kontrolni ovéfeni cytotoxicity na misté. Testovani ostatnich feSenych koncovych bodu pro
prostredek jako celek lze na zaklad¢é hodnoceni literatury doporucit v konc¢ené fazi navrhu a vyvoje, t;.

po finalni stabilizaci navrhu.
Utinné latky

Obé pouzité ucinné latky, gentamycin (gentamycin-sulfat) a tokoferol (a-tokoferol) jsou
zahrnuté V Iékopise a podminky jejich bezpe¢ného pouziti jsou tedy znamy. Vzhledem ke
specifické aplikaci, mj. zalozené na pozvolném uvolnéni a spolecném pouziti, je vSak tieba pruzkum
provést.

Siroka Gi¢innost gentamycinu a jeho bezpeéna topicka aplikace je popsana v fadé studii. (Cooley,
a dalsi, 2023) (Wang, a dals$i, 2021). Hodnota MIC je z literatury znama, jsou dobi'e dokumentovany

také farmakodynamické aspekty antibakterialni ti¢innosti specificky proti S. Aureus a P. Aeruginosa.
(Schafer, a dalsi, 2006) (Tam, a dalsi, 2006) Lze také nalézt hodnoty MBIC/MBEC. (Kotulova, a dalsi,
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2010) Riziko tedy spocivalo v ptipadném nedosazeni minimalni u¢inné davky nebo v prekroceni davky
pro niz je indikovan potencial nezadoucich ucinki, to ovSem jiz bylo znamo a riziko tedy fizeno.

Byl také dokumentovan Gc¢inek gentamycinu pro podporu zivotaschopnosti bunék in vitro za
specifickych podminek (Abdul Khodir, a dalsi, 2018) (Kimna, a dalsi, 2019). Oproti popsanym studiim
vykazovala ovSem feSena metodika rozdily a data tedy byla pouzitelnd omezené, pro obecnou

argumentaci.

Antioxidaéni G¢innost, resp. kapacita a-tokoferolu je v literatufe popsana (Fryer, 1992). Také
pozitivni u¢inky enkapsulovaného a-tokoferolu v lipidickych strukturach pro podporu hojeni koznich
ran byly v literatufe dokumentovany. (Caddeo, a dalsi, 2018) Samostatn¢ sestavené ferrocenové nano
kapsle, naplnéné a-tokoferolem, prokazaly vychytavani ROS na fibroblastech 3T3 a dokonce i hojivé

vlastnosti, které byly testovany pomoci scratch essay. (Na, a dalsi, 2021)

Dokumentovan je také inhibi¢ni i¢inek a-tokoferylacetatu na tvorbu biofilmu in vitro za pouziti
riznych bakterialnich kment, napt. S. aureus, S. epidermidis, P. mirabilis a P. putida. (Vergalito, a
dalsi, 2019) Uvedenym experimentem byla také zjisténa snizena tvorba biofilmu S. aureus

a S. epidermidis na mocovych katétrech modifikovanych vitaminem E.

Bylo ovSem nalezeno také vice publikaci, které dokumentovaly alergické reakce spojené

s topickou aplikaci a-tokoferolu. (Teo, a dalsi, 2021) (Adams, a dalsi, 2010) (de Groot, a dal$i, 1991)

Z hodnoceni publikované literatury tedy vzeSla fada pozitivnich i negativnich poznatki,
vyuzitelnych jak pro posouzeni bezpeénosti, tak uc¢innosti u¢innych latek v feSené aplikaci. Vzhledem
k ne zcela dusledné identifikaci forem vitaminu E v publikacich bylo testovani vyhodnoceno jako
V zasade nezbytné.

Spole¢na aplikace obou ucinnych latek je Vv literatufe také feSena, aniz byl pozorovan
antagonisticky nebo jiny nezadouci t¢inek. (Andrade, a dalsi, 2014) Enkapsulace gentamycinu do
lipidickych nanocastic formulovanych pomoci a-tokoferolu vedla také ke snizeni jeho nefrotoxicity
Vv jiném in vivo experimentu. (Elfaky, a dalsi, 2019)

V ptipadé pozitych G¢innych latek, samostatné i v kombinaci, byla potvrzena znama rizika,
zasadni nova nebyla identifikovana. Testovani cytotoxicity a antibakterialni ucinnosti prostifedku jako
celku se na zakladé hodnoceni literatury jevi jako potfebné, ostatni koncové body posta¢i ovéfit az ve

fazich nasledujicich.

4.3 Plan a provedeni experimentu

Pii planovani predklinického experimentu byla vzata v ivahu popsana vychodiska, vyuzity
odpovidajici postupy a zohlednéna vSechna podstatnd zjiSténi z hodnoceni publikované literatury

i ptedchozich experimentalnich dat vyrobct (viz piiloha €. 1).
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Respektovat bylo tieba také pozadavky ekonomické, tedy potiebu provést testovani nakladove
efektivné. Bylo ziejmé, Ze pokud by bylo testovani provadéno pro vSechny kombinace vstupnich
parametrd, bylo by netnosné¢ ¢asové i finanén¢ nakladné a v fadé variant by nepfineslo uZzite¢né
vysledky. Planem tedy bylo stanovit preferované varianty v ramci Gplného vstupniho souboru variant
nosice a funkcionaliza¢nich formulaci. Vzorek nebo skupina vzorkd, které v daném dil¢im experimentu
vykazaly nejlepsi vysledky, mohly byt nadale ureny v rameci testovaného souboru jako preferovana
varianta. Tato varianta, ptipadné varianty, m¢ly byt do nasledného dil¢iho testovani zafazeny jako prvni

a pokud vyhovély, v testovani dalSich variant se nemuselo pokracovat.

Cilem bylo také vyuzit nejen tdaje z publikované literatury, ale také dostupné udaje
z predchozich dil¢ich testovani v ramci vyzkumu a vyvoje zapojenych vyrobet. Tato data ovsem bylo
tteba v nezbytné nutném rozsahu ovéfit. Pokud ovSem vychozim experimentalnim vysledkim data

z predchozich testovani odpovidala, byla hodnocena jako validni a zohlednéna v dal§im postupu.

Zcela zasadnim pozadavkem z hlediska validity vysledkli pro regulatorni ucely bylo pouziti
zvolené konfigurace funkcionaliza¢niho zafizeni, Ktera musela odpovidat budoucimu uvazovanému

produkénimu provedeni.

Plan dil¢ich testovani a jejich provedeni byly popsany v nasledujicich ¢astech této podkapitoly.

Vybér a priprava vzorki, pouzita zaiizeni

V ramci stanovenych vychodisek byly k dispozici tfi postupy ptipravy materiadlu pro vyrobu
nosice, resp. nanovlakenného substratu vyrabéného z PCL metodou elektrostatického zvlaknovani. Tyto
postupy se lisily pouZzitym rozpoustédlem. Do testovani byly v prvni fazi zatazeny vSechny varianty (viz

tabulka 3), jelikoz hodnoceni literarnich dat Zadnou ze zajmovych variant vyrobct nevyloucilo.

Nosi¢ Polymer | Rozpoustédlo Plo$na hmotnost
PCL_AC PCL aceton 18 g/m?
PCL_CHE PCL chloroform + ethanol 18 g/m?
PCL_AA PCL kyselina octova 18 g/m?

Tabulka 3: Varianty nosice zahrnuté do testovani.

Pro ptipravu zvlaknovacich roztokd byl pouzit PCL vyrobce Sigma Aldrich (Saint Luis, MO,
USA) o molekulové hmotnosti Mw = 45 000.

Jako rozpoustédlo byly pro jednotlivé varianty (8arze) vzorkl vyuzivany aceton dodavany P-lab
vyrobce Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Némecko), chloroform vyrobce VWR Chemicals (Leuven,
Belgie), etanol o &istot 96 % vyrobee P-lab (Praha, Ceska republika) a kyselina octova o &istoté 99 %
vyrobce Penta Chemicals (Praha, Ceska republika). Pro piipravu, resp. homogenizaci, zvlakiiovacich

roztokl byla vyuzivana bézna laboratorni magnetickd michadla s ohfevem.
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K proplachovani vyrobenych nanovlakennych substratd byl v souladu s interni metodikou

pouzit absolutni etanol vyrobce Penta Chemicals.

Nanovlakenné substraty byly ptipravovany elektrostatickym zvlakfiovanim pomoci dvou stroji
s bezjehlovymi, ploSnymi elektrodami v kontinualnim vyrobnim procesu, na kterych byly jednotlivé
postupy vyrobci interné validovany. Prvni stroj vlastni konstrukce Grade Medical, pouzival 2 sprazené

elektrody a davkovani polymeru pomoci peristaltickych cerpadel (viz obrazek 13).

Obrazek 13: Detail zviaknovaci komory zarizeni GradeTechLine, verze 1.1
Zdroj: Autor

Druhy stroj, vyrobce InoCure (Praha, Ceska republika), mél 4 elektrody fazené v sérii ve dvou
modulech s moznosti individualniho nastaveni a tlakovy systém davkovani polymeru vyuZzivajici

argon # (viz obrazek 14).

Obrazek 14: Detail jedné zvldkinovaci komory zarizeni InoCure

Zdroj: Autor

2 brani odpatovani rozpoustédla z roztoku polymeru béhem zpracovani, mj. tedy prodluzuje dobu pouZitelnosti
zvlaknovaciho roztoku a zlepSuje opakovatelnost procesu
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Zvlaknovaci roztok pro substrat PCL_AC byl pfipraven z 13% roztoku PCL v acetonu
michanim pies noc pii laboratorni teploté. Elektrostatické zvlakiovani na prvnim stroji bylo realizovano
s vyuzitim obou elektrod. Parametry pro vyrobu nanovlaken byly napéti —60 kV a +40 kV, rychlost
davkovani 70/38 %, vzdalenost mezi elektrodou a kolektorem 24 cm a rychlost nosné textilie

2,4 cm/min.

Substrat PCL_CHE byl pfipraven ze zvlaknovaciho roztoku 7 % PCL v chloroformu a etanolu
(3:1) michanim pfes noc v uzaviené lahvi pii teploté 40 °C. K elektrostatickému zvlakiiovani byl pouzit
také prvni stroj a ob¢ elektrody s nastavenim napéti —65 kV a +45 kV, rychlost proudéni 5/5 %,

vzdalenost mezi elektrodou a kolektorem 24 cm a rychlost nosné textilie 1 cm/min.

Substrat PCL_AA byl pfipraven rozpusténim 21 % PCL v kyseliné octové michanim pfes noc.
K elektrostatickému zvlaknovani byl pouzit druhy z popsanych stroji, na kterém byla receptura
validovana. Roztok byl davkovan s vyuzitim tlakového davkovaciho systému na vSechny 4 elektrody se
shodnym nastavenim napéti +60 kV a -60 kV, vzdalenost mezi elektrodou a kolektorem 23 cm, nosna
textilie se pohybovala rychlosti 1 mm/min. Vlakna byla nanesena postupné ve 3 vrstvach, podle interni
metodiky vyrobce.

Jako funkcionaliza¢ni formulace, resp. drug delivery systém, byly pouZity zajmové Gcinné

latky enkapsulované do SLP, znacené dle tabulky 4.

Funkcionaliza¢ni Utinna latka | Lipid (Surfaktant)
formulace

SLP_GEN (GEN) gentamycin 1-tetradekanol (Tween 20)
SLP_VitE (VitE) tokoferol 1-tetradekanol (Tween 20)
SLP_MA - 1-tetradekanol (Tween 20)

Tabulka 4: Varianty SLP zahrnuté do testovani.

SLP pro enkapsulaci u¢innych latek byly pfipraveny metodou emulgace w/o podle internich
metodik vyrobce. Proces piipravy byl odlisny pro SLP_GEN (SLP s obsahem gentamycinu)
a SLP_VitE (SLP s obsahem a-tokoferolu).

Pro SLP_GEN se vodni faze skladala ze 45 ml destilované vody, 0,225 ml Tween 20
a proménlivého mnozstvi roztoku gentamycinu (50 mg/ml v destilované vodé¢, viz dale), michano pti
teploté 70 °C po dobu 15 min. Olejova faze byla pfipravena z 5 g 1-tetradekanolu, michéno pfi teploté
70 °C, dokud se veskery 1-tetradekanol neroztavil. Vodna faze byla pomalu ptidana do olejové faze za
michani rychlosti 600 otac¢ek za minutu a ponechana pti 900 ot./min. po dobu 5 minut, nasledovalo
snizeni michani na 350 ot./min. za stalého zahtivani na pokojovou teplotu. Po ochlazeni bylo 10 ml

vytvorené suspenze smichano s 30 ml destilované vody, ponechano na michadle po dobu 30 minut pii
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26 ot./min. (pfi laboratornim postupu v tomto kroku pouzivana tiepacka). Depozice na nosi¢e probihala

kapanim v davce 3,54 pl/cm?.

Roztok pro ptipravu SLP_VitE byl ptipravovan z vodné faze tvotené 45 ml destilované vody
a 0,225 ml Tween 20, michano po dobu 15 minut pii teploté 70 °C. Olejova faze se skladala z 5 g
1-tetradekanolu, 0,3 g tokoferolu a 5 ml ethanolu pro sniZeni teploty tdni a pro udrzeni olejové faze
V kapalném stavu béhem procesu depozice. Ptipravena lipidova faze byla pomalu pfikapana do vodné
faze za michani rychlosti 600 ot./min. a ponechdna pfi rychlosti michani 900 ot./min. po dobu 5 minut.
Zahtivani bylo zastaveno a rychlost michani byla snizena na 350 ot./min. Po ochlazeni suspenze na
laboratorni teplotu bylo 10 ml suspenze michano s 30 ml destilované vody po dobu 30 minut. Suspenze

lipidovych &astic byla nadavkovana na nanovlakenny substrat v mnozstvi 3,54 pl/cm?.

SLP byly piipraveny z 1-tetradekanolu (CAS 112-72-1) vyrobce Sigma Aldrich (Steinheim,
Némecko), destilované vody, Tween 20 téidy pro molekularni biologii vyrobce WVR Chemicals (Solon,
OH, USA) a absolutniho ethanolu vyrobce Penta Chemicals (Praha, Ceska republika). Jako uéinné latky
byl pouzit gentamycin sulfat (CAS 1405-41-0) vyrobce BioChemica (Darmstadt, Némecko) v roztoku
destilované vody a a-tokoferol z rostlinného oleje, typ V (CAS 59-02-9), vyrobce Sigma Aldrich (Saint
Luis, MO, USA).

Specificky pro tvodni testovani robustnosti metody byly pro ucely fyzikalné-chemickych
charakterizaci pfipravovany také SLP s pouzitim objemu rozpoustédla az + 10 %. Obdobné byly
variovany i dal§i vybrané parametry, uvedené v recepturach.

S ohledem na pozadavky personalizace i vécné ovéfeni limitnich hodnot byly pro testovani
(antibakterialni G¢innosti) pozivany rtizné varianty krytu, lisici se celkovym obsahem antibakterialni
ucinné latky (GEN), znacené dle tabulky 5.

Funkcionaliza¢ni Utinn4 latka | Davka v suspenzi
formulace GEN

GEN_1 gentamycin 1,0 ml

GEN_1.5 gentamycin 1,5ml

GEN_2 gentamycin 2,0ml

Tabulka 5: Varianty SLP dle obsahu GEN v suspenzi.

Pro ptipravu vSech Sarzi vzorku byla vyuzita popsana verze a konfigurace funkcionaliza¢niho
zarizeni.
Pro testovani antibakterialni uc¢innosti byly zvoleny dva bakterialni kmeny a pfipadné biofilm

se smési bakterii téchto kment (viz tabulka 6).
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Testovani Bakterialni kmen

STAU Staphylococcus aureus (S. aureus)

PSAE Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa)
BAC smés / biofilm STAU+PSAE

Tabulka 6. Oznaceni testovani podle pouzitich bakteridlnich kmenii.

Oba uvedené bakterialni kmeny se v chronickych ranidch vyskytuji Casto a jejich vliv je
hodnocen jako zasadni. (Fazli, a dalsi, 2009) (Serra, a dalsi, 2015) S. aureus je bakterie gram pozitivni,

P. aeruginosa je bakterie gram negativni, jsou tedy zastoupeny ob¢ skupiny.

Pro testovani byly pouZity bakterie dodané ING MEDICAL s.r.o. (piivodni dodavka z Useku
mikrobiologie a ATB stiediska CL FNKYV), které nebyly hodnoceny jako multirezistentni, tj. MDR
(v tomto kontext z angl. Multidrug Resistant Bacteria).

Ptipadné dalSi relevantni parametry, véetné poctu opakovani, jsou popsany u jednotlivych

navrzenych testl. Vysledky, véetné grafickych, jsou shrnuty v nasledujici kapitole.

Vychozi charakterizace pro ovéieni dat z predchozich testovani

Piestoze se nejednalo o samostatny pozadavek, bylo v souladu s teoretickymi zavéry navrzeno
uvodni ovéteni dat z predchozich testovani, resp. idaji o navrhu prostiedku, a robustnosti dodanych
receptur elektrostatického zvlaknovani i syntézy SLP pro vylouceni pfipadnych chyb vnesenych do

vysledkd vzorky s individualni extrémni odchylkou.

Navrzena byla zejména charakterizace morfologie nosice, resp. nanovlakennych substratd,
s vyuzitim SEM. Jejim konkrétnim cilem bylo vytvoreni exaktnéjSiho popisu velikosti a struktury
vlaken a identifikace piipadnych vykyvi kvality ve vyrobnim procesu, resp. vychozi ovéfeni
opakovatelnosti postupti pfipravy vyvinutych spolupracujicimi vyrobei. Morfologie substratu byla dle
zjisténi z analyzy literatury identifikovana jako podstatna pro biologické vlastnosti a s potencialem

ovlivnit buné¢nou proliferaci na jeho povrchu.

Obdobné byla navrzena charakterizace morfologie ¢astic drug delivery systému, tedy SLP,
s vyuzitim SEM. V piipad¢ dostupnosti bylo pro kvantifikaci zjisténi navrzeno doplnéni testovani
metodou méfeni statického rozptylu svétla (SLS), ktera se pro danou aplikaci jevila jako vhodna. (Cao,
2003) (Schurtenberger, a dalsi, 2018) Cilem bylo analogicky ovéfeni, pfipadné vytvoreni exaktnéjsiho
popisu struktury a velikosti ¢astic a identifikace pfipadnych vykyvu kvality ve vyrobnim procesu, resp.
vychozi ovéteni opakovatelnosti.

Naplanované charakterizace byly provedeny s vyuzitim SEM Phenom Pro vyrobce Phenom
(Eindhoven, Nizozemi) za bézné laboratorni teploty. Analyza SLS byla zajisténa dodavatelsky na
ptistroji Analysette 22 NeXT Micro vyrobce Fritsch (Idar-Oberstein, Némecko).
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Jako podstatna charakteristiku byla také identifikovana kinetika uvolnéni u¢inné latky z SLP.
Ta byla vyrobci za laboratornich podminek jiz diive opakované testovana (viz priloha 1), mj. v ramci
feSeni projektu FV20422, jehoz byl autor prace hlavnim feSitelem. Byla tedy naplanovano pouze
vychozi ovéfeni s ohledem na nejzavazngjsi riziko, tj. Ze se ucinna latka béhem aplikace v podstatné
mife neuvolni. Naplanovana byla analyza vyluhu vzorkl nosic¢e s SLP s gentamycinem s vyuzitim
analyzy LC-MS, tedy kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii, nebo jiné vhodné

analytické metody validované pro gentamycin, pro stanoveni koncentrace gentamycinu v roztoku.

Testovani bylo realizovano dodavatelsky (Ustav analyzy potravin a vyzivy, VSCHT),
s vyuzitim metody HPLC-FLD, tedy kapalinové chromatografie s fluorimetrickym detektorem
z divodu aktudlni dostupnosti. Vzorky na nosi¢i PCL_CHE s SLP GEN_1.5 o velikosti 4 cm? byly
louhovany pii teploté 37 °C v 5 ml fyziologického roztoku (0,9% roztok NaCl) po dobu 24 hodin.
Fyziologicky roztok simuluje vhodné prostiedi rany. (Milne, a dalsi, 2014)

Kryti rany

Pro tento pozadavek, diive Siroce testovany obéma vyrobci, nebylo navrzeno systematické
testovani, resp. jeho opakovani. Béhem celého testovaciho procesu bylo ovSem stanoveno za cil
prubézné shromazd’ovat provozni poznatky Vv rozsahu pracovnich postupt pfi pfipravé a pouziti
vzorkll. Jednalo se zejména o vhodnost fyzikalnich parametrii nosici, resp. krytd, pro manipulaci

(mechanicka pevnost pied/po funkcionalizaci) atp., které jsou pro dalsi vyvoj cenné.

Napiiklad material pro obvazy na rany musi vykazovat dobrou elasticitu, aby pokryl cely povrch
rany, a dobrou pevnost v tahu, aby bylo mozné s nim manipulovat, specificky jej po aplikaci z rany
odstranit. VSechny tyto vlastnosti byly jiz dfive obéma vyrobci béhem vyvoje jednotlivych prvki
(zejména nosich) testovany, nicméné poznatky ziskané béhem predklinického experimentu je mohly

vhodn¢ doplnit.

Bariérovéa funkce

Specificka morfologie nanovlakenného substratu, ktera tuto specifickou charakteristiku nosice,
resp. dil¢i ucinnosti Krytu rany zajist'uje, byla obéma spolupracujicimi vyrobci opakované studovana

a testovana. Nové testovani tedy nebylo planovano, ledaze by vysledky naplanovanych vychozich

vvvvvv

odlisna morfologie nosice oproti o¢ekavani).

Fyzikalni a chemicka charakterizace

Analyza fyzikalnich a chemickych informaci ve smyslu pozadavki norem fady ISO 10993 byla

identifikovana jako postup relevantni pro hodnoceni ptedklinické bezpecnosti, a tedy stanovena jako
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jeden z pozadavki hodnoceni. Hodnoceni publikované literatury se jako nahrada charakterizaci

nepiedpoklada, v dil¢ich ohledech indikovalo signifikantni rizika.

Chemicka charakterizace ve smyslu identifikovaného exaktniho postupu popsaného
ptislusnou normou nicméné nebyla v dané fazi vyzkumu naplanovana. Identita pouzitych chemickych
latek byla ve fazi vyzkumu znama, vyrobni proces byl dtsledné kontrolovan, vyskyt rezidui vyrobniho
procesu jednotlivych slozek byl tedy nepravdépodobny; obdobné potencidlnich produkti degradace
apod. Vybér surovin, resp. konkrétnich dodavatell, pro naslednou vyrobu jesté neprob&hl. Pokud by
tedy doslo ke zjisténi nezddouci kontaminace, feSeni by spocivalo v zdsad¢ v ndhrad¢€ vstupni (vyrobnim
procesem u dodavatele kontaminované) suroviny, materialu komponent pouzitych pii syntéze,
zabezpeceni proti kontaminaci pii procesu apod., nikoliv v upravé receptury (zména surovin, uprava

postupu) jako takové.

Jedna se také o finan¢né nakladné analyzy, které nebyly v ptipadé ne zcela stabilizovaného
navrhu vyhodnoceny jako racionalni. Testovani chemické charakterizace podle ptislusnych technickych

norem tedy nebylo v dané fazi navrzeno, jevilo se jako Gc¢elné az ve finalnich fazich ovéfovani navrhu.

Obdobné¢ fyzikalni charakterizace (fyzikalné-chemicka charakterizace) podle pfislusné normy

nebyla v dané fazi vyzkumu naplanovana, a to ze v zasadé stejnych davodu.

Antibakterialni ucinnost krytu rany

Z praktickych divodu bylo testovani G¢innosti v planu piediazeno testovanim zaméfenym na
bezpecnost funkcionalizovaného krytu. Pokud by testovany prostiedek, resp. konkrétni vzorek, nebyl
ucinny, nemelo smysl ovétovat jeho bezpecnost. Hodnoceni publikované literatury z regulatorniho, ale

ani z odborného, pohledu neposkytlo dostatek dat, které by odtivodnilo neprovedeni testovani.

Antibakterialni testovani bylo navrzeno metodami in vitro, Snaslednym komplexnim
vyhodnocenim Vv ramci testovani in vivo. Navrzené ovéteni citlivosti pouzitych bakterialnich kmenti na

gentamycin bylo jiz diive provedeno dodavatelem (viz pfiloha 1, obr. P1.1).

Pro testovany byla navrzena metodika vyuZzivajici diskovy diftzni test v agarovém médiu, ktera
je pro tento ucel nejpouzivanéjsi. Podstatna argumentace vybéru bakterialnich kmend S. aureus a P.
aeruginosa byla jiz uvedena vyse (Casty vyskyt a vyznamny vliv pii hojeni ran, zastupce G+ i G-
kmenti). Vedle vlastnich vzorkt nosi¢e se SLP_GEN byl jako pozitivni kontrola (C+) pouZzit komeréné
dostupny zdravotnicky prostiedek (sterilni antibakterialni kryti na rany StopBac Sterile Kompres se

stiibrem) a jako negativni kontrola (C-) substrat PCL bez suspenze SLP.

V souladu s navrhem byly pfi testovani bakterie kultivovany v lyzogennim bujonu (LB) pfi
teploté 37 °C po dobu 18 hodin, dokud nebylo dosazeno koncentrace 108-10° bun&k/ml. 100 ul LB bylo

poté ptidano na agarovou plotnu s kruhovymi kotoucovymi vzorky krytu rdny o priméru 0,6 cm. Tyto

65



desticky byly kultivovany po dobu 20 hodin pfi 37 °C a poté byla vyhodnocena inhibi¢ni zona
jednotlivych vzorkl jako métitko antibakterialni aktivity.

Pro statistické vyhodnoceni byl pouzit software SigmaStat 3.5 a jednocestny test ANOVA.

Antibakterialni icinnost krytu rany proti bakterialnimu biofilmu

Z hlediska antibakteridlni ucinnosti je eradikace biofilmu specifickym t¢inkem. Hodnoceni
publikované literatury dostatek dat pro konstatovani ucinnosti v tomto ohledu neposkytlo, nicménég
indikovalo v tomto ohledu potencial pii dosazeni MBIC/MBEC. Proto bylo navrzeno v dal§im kroku
testovani inhibice bakterialniho biofilmu, a to v dané fazi metodami in vitro, s naslednym komplexnim

vyhodnocenim testovani metodami in vivo.

Podle navrhu byl 1 ml suspenze planktonnich bakterii s koncentraci 108 KTJ/ml v tryptickém
sojovém bujonu umistén do kazdé jamky 12jamkové mikrotitracni desticky a kultivovan pti 37 °C po
dobu 24 hodin. Po kultivaci byla suspenze na povrchu odstranéna a na biofilm byl umistén vzorek
o velikosti 1 x 1 cm a 1 ml TSB pro pokracovdni mnoZeni bakterii. Po kultivaci pti 37 °C po dobu
24 hodin byly vzorky odebrany a vyhodnoceny inverzni mikroskopii a spektrometrii absorbance Asgsnm.
Testovany bylo naplanovano V triplikatech.

Pro testovany byly opét vybrany bakterialni kmeny S. aureus a P. aeruginosa, jak jiz bylo
argumentovano.

Pro vyhodnoceni bylo pouzito skenovani inverznim svételnym mikroskopem), absorbance byla

meéfena spektrofotometrem Tecan Infinite 200 M (Tecan, Grodig, Rakousko).

Antioxida¢ni ucinnost krytu rany

Obdobné¢ jako in vitro testovani u¢inkd antibakterialnich se na prvni pohled jevilo jako uéelné
ovéieni G¢inkl antioxida¢nich. V tomto ptipadé vsak literatura poskytla presvéd¢ivy obraz o potencialu
v ramci feseni projektu FV30086, viz piiloha 1). Bylo tedy vyhodnoceno, Ze nové testovani by s nejveétsi
pravdépodobnosti nové vysledky nepfineslo a nebylo tedy naplanovano. Antioxida¢ni G¢innost krytu

byla tedy testovana komplexné v ramci in vivo experimentu, jez je popsan dale.

Testovani cytotoxicity

Testovani cytotoxicity bylo identifikovano jako vyznamny koncovy bod hodnoceni
biokompatibility, a tedy stanoveno jako jeden z fesenych pozadavki. Hodnoceni publikované literatury
pro jednotlivé zastoupené materialy, resp. chemické latky, neodivodnilo neprovedeni testovani
a v dil¢ich ohledech indikovalo signifikantni rizika.

Testovani cytotoxicity bylo navrzeno V prvni fazi metodami in vitro, které dle literatury

i normativni praxe poskytuji plné relevantni vysledky. Navrzena byla esej MTS, ktera je alternativou

66



Kk MTT a formazan vytvofeny z MTS je rozpustny ve vodé a méné toxicky. (O’Toole, a dalsi, 2003) Pro
testovani byl navrzen postup louZeni na fibroblastech 3T3, ktera se jevila jako specificky vhodna

vzhledem k pouzité ucinné latce (gentamycin sulfat). (Kautzky, a dalsi, 1996)

Podle navrhu byly vzorky o priméru 6 mm vlozeny do 220 ul DMEM média s vysokym
obsahem glukozy, D6429, vyrobce Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), s 10% FBS. Vzorky byly
inkubovany v CO> inkubatoru s 10 % CO,. Po 2 dnech bylo médium ze vzorki pouZito pro experiment.
Fibroblasty 4 x 10 3T3 v 20 ul DMEM médiu s 10% FBS byly vloZzeny do 96-jamkové desticky.
Nasledné bylo do kazdé jamky ptidano 200 pl extraktu. Pro kazdy vzorek bylo pouZito Sest paralelnich
jamek. Po 24 h (D1), 48 h (D2), 72 h (D3), poté¢ 6 dnech byla metabolicka aktivita testovana M TS eseji.
Do kazdé jamky bylo ptidano 100 pl média a 20 pl roztoku MTS (CellTiter 96® Aqueous One Solution
Cell Proliferation Assay, Promeg corp., Madison, WI, USA) a inkubovano po dobu 2 hodin.

Absorbance byla poté métrena pti vinové délce 490 nm a referencni vinové délce 690 nm pomoci

spektrofotometru Tecan Infinite M200 Pro.

Testovani senzibilizace a koZni drazdivosti

Testovani senzibilizace stejn¢ jako kozni drdzdivosti bylo identifikovdno jako vyznamny
koncovy bod hodnoceni biokompatibility, a tedy stanoveno jako jeden z pozadavki hodnoceni.
Hodnoceni publikované literatury neodiivodnilo neprovedeni testovani a v dil¢ich ohledech, zejména

pro jednu z Géinnych latek, indikovalo signifikantni rizika.

Nicméng tato testovani nebyla vyhodnocena v dané fazi navrhu, ktery nebyl zcela stabilizovan,

jako tucelna, a tedy nebyla naplanovana.

Komplexni experiment in vivo

Pro fadu feSenych aspektii bezpecnosti a Gcinnosti poskytly vysledky hodnoceni publikované
predklinické bezpe€nosti a zejména prokazani predklinické Gi¢innosti bylo vSak tfeba ptikro€it k testim
in vivo.

Pro testovany byla navrzena v souladu s teoretickymi zavéry metodika vyuZzivajici mysi model.
Pro alespoit omezenou simulaci nehojici se rany bylo navrzeno u v8ech defekti pouziti silikonového
krouzku, ktery by mél zpomalit uzavirani defektt. (Fang, a dalsi, 2008) K navozeni bakterialni infekce

byly zvoleny opét bakterie S. aureus a P. aeruginosa.
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Koncepci in vivo experimentu ve vazbé na provedena in vitro testovani shrnuje obrazek 15.

f PoCan ~ A
A Fibroblasts In vitro
seeding testing
\ ®
@ 9 ’-‘;
.
Scaffold
modification by
ATB / AO
In vivo PSR
testing staining

Obrazek 15: Koncepce testovani funkcionalizovaného krytu rdany in vitro a in vivo
(Bratka, a dalsi, 2022)

Fyzicka realizace in vivo experimentu byla zajisténo dodavatelsky (UEM). Podle vychoziho
navrhu byl kvalifikovanou osobou vypracovan plan pokust a provedeni experimentu bylo pied jeho
realizaci schvaleno v souladu s legislativou platnou v CR na ochranu zvifat (povoleni & 71/2020). To

byl mj. ur¢ity dtikaz dobré argumentace ucéelnosti in vivo testovani.

Nasledné bylo postupovano podle tohoto schvaleného planu pokust. Padesat samic mysi
BALB/c ve véku 4-5 mésictu bylo zakoupeno od schvaleného licencovaného zatizeni (Charles River
Laboratories, Sulzfeld, Némecko) a byly umistény ve standardnich klecich po dobu piiblizn€ 3 tydnd
pied vstupem do experimentu. Zvifata byla krmena ad libitum standardni stravou. Operace kize byla
provedena v celkové anestezii isofluranem. Na hibetech mysi byl pouzit dérovac kiize o praméru 8§ mm
k ptipraveé defektu v plné tloust’ce. Nad defektem byl pfisit kruh ze silikonové pény standardu kvality
FDA o vnéjsim priméru 2 cm, vnitinim praméru 1 cm a tloust'ce 1 mm (kSil GP60, Gumex, Straznice,
CR). Fixace na kuzi 6-8 stehy.

Ve skupinach, které mély planovanou bakterialni infekci, bylo piidano 10 pl suspenze se smési
bakterii ve fosfatem pufrovaném fyziologickém roztoku (PBS) v kone¢né koncentraci 107 CFU/ml
S. aureus a 107 CFU/mI P. aeruginosa. Defekty skupin s nanovlakny (skupiny 2—5) byly poté piekryty
vzorky PCL AA (nanovldkna bez funkcionalizace), PCL_AA se SLP_GEN_1,5 (nanovlakna
funkcionalizovana SLP s gentamycinem) nebo PCL_AA sSLP_GEN a SLP_VitE (nanovlakna

funkcionalizovana SLP s gentamycinem a SLP s antioxidantem), viz téz tabulka 7.
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Skupina | Oznaceni Popis
1 Kontrola Rana bez infektu, bez nanovlaken
2 PCL+BAC Réna s bakteriemi, pokryta vzorkem PCL_AA (bez SLP)
3 PCL+GEN+BAC Réna s bakteriemi, pokryta vzorkem PCL_AA s SLP_GEN
4 PCL+GEN+VItE+BAC Réna s bgkterleml, pokryta vzorkem PCL_AA s SLP_GEN
aSLP_VitE
. Réna bez infektu, pokryta vzorkem PCL._AA s SLP_GEN
5 PCL+GEN+ VitE . -
aSLP_VitE

Tabulka 7: Skupiny v in vivo experimentu

V kontrolni skupiné (1) neinfikované rany nebyly pokryty nanovlakny, pouze sekundarnim
krytim. Jako sekundarni kryti bylo u v§ech ran pouzito 3M Tegaderm™ a pomocna fixace elastickymi

adhezivnimi obvazy.

Po operaci byla zvifatim podana meloxicamum 5 mg. kg *s.c. a NaCl s.c. Zdravotni stav zvifat
byl kontrolovan kazdy den. Vzorky a sekundarni kryt (Tegaderm) byly ménény dvakrat tydné. V den
14 byla zvifata usmrcena pomoci cervikalni dislokace (po celkové anestezii isofluranem). Defekty byly
zkontrolovany, byly pofizeny snimky pro dalsi hodnoceni oblasti rany a vzorky obsahujici celou plochu

hojené rany byly zality do 4% pufrovaného formaldehydu pro histologickou analyzu.

Histologické zpracovani a vyhodnoceni bylo zajisténo dodavatelsky (UMG, Czech Centre for
Phenogenomics). Po vynéti z konzerva¢niho roztoku a po fixaci po dobu 48 hodin byly vzorky ofiznuty
na polovinu a pifemistény do roztoku 70% etanolu ke zpracovani pomoci automatizovaného tkanového
procesoru (Leica ASP 6025, Leica Microsystems, Wetzlar, Némecko). Nasledné byly zality
do parafinovych blokii pomoci Leica EG 1150H stanice (Leica Microsystems, Wetzlar, Némecko). Rezy
2 um a 4,5 um byly nafezany pomoci mikrotomu (Leica RM2255, Leica Microsystems, Wetzlar,
Némecko) na standardni sklicka. Tti reprezentativni fezy byly obarveny hematoxylin-eosinem (HE)
a upevnény pomoci automatického barviciho piistroje Leica ST5020 v kombinaci s krycim sklickem
Leica CV5030. Rezy na skli¢kach Superfrost byly obarveny pomoci soupravy Gram Stained Kit na
systému VENTANA BenchMark Special Stains System (Roche, Basel, Svycarsko) pro detekci bakterii.

Picro-Sirius Red (PSR) pro kvantifikaci kolagenu byla obarvena ru¢né.

Anti-alfa aktinové antigeny hladkého svalstva (alfa SMA) byly ziskdny zahfatim sklicek
v EDTA pufru s hodnotou pH 9. Endogenni peroxidaza byla neutralizovana 3% H20,. Jako primarni
protilatka byla pouzita kozi anti-mys$i alfa SMA monoklonalni protilatka (ab21027, Abcam, Cambridge,
UK) s fedénim 1:200. Rezy byly inkubovany po dobu 1 hodiny pii teploté mistnosti. Po promyti byly
inkubovany s anti-kozi sekundarni protilaitkou konjugovanou HRP (Zytomed Systems, Berlin,

Némecko). Barveni fezli bylo provedeno pomoci soupravy pro diaminobenzidinovy substrat (Dako,
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Agilent, Santa Clara, CA, USA) a fezy byly kontrastn¢ barveny pomoci Hematoxylinin Multistainer
Leica ST5020 (Leica Biosystems, Wetzlar, Némecko).
Pro stanoveni regenerace defektu byly méfeny rozméry rany, délka poskozenych vrstev ktize,

tloust'’ka nové regenerovanych vrstev kuize a tloust’ka i délka tkané jizvy. Pro hodnoceni morfologickych

zmén byla vyuzita navrzena metodika podle Simonetti (Simonetti, a dalsi, 2020), pro celkové hojeni

podle Lazara (Lazarus, a dal$i, 1994)

Skupina Epitelizace Granulace Organizace | Zanét Hojeni | Bakterie
dermis
stopova nebo stopova bez bez bez
0 mirna migrace bez
keratinocytt
1 evidentni migrace hypocelularni stopova mirny minimalni +
keratinocytt a bez cév
2 diferenciace mnoho bunék mirna lehky piijatelné .
a malo cév
hypertrofovana mnoho fibroblastt, lehka evidentni idealni
3 a Castecna vyskyt vlaken, +++
stratum corneum vyskyt cév
4 kompletni vice vlaken evidentni bez - i
a normalni a vyskyt bun¢k

Tabulka 8: Histologické hodnoceni morfologickych zmeén a hojeni ran.
Upraveno (Simonetti, a dalst, 2020) a (Lazarus, a dalsi, 1994)

Pro méfeni byl pouzit software Zen lite 3.1 v (Zeiss, Jena, Némecko), pro kvantifikaci kolagenu
a SMA v softwaru ImageJ modul FIJI (ImageJ 1.53f51, NIH, Bethesda, MD, USA) s aplikaci miizky
100 000 um? a 50 000 um? Shromazdéné pozitivni body z celého vzorku byly normalizovany na
kontrolni skupinu. Data byla statisticky analyzovana v GraphPad Prism 8. Testovana byla normalita
s naslednym provedenim neparametrického Kruskal-Wallisova testu a Dunnova post hoc testu.

Vyznamny rozdil byl stanoven na p < 0,05.
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5. VYSLEDKY

Vysledky provedenych testovani jsou pichledné shrnuty v jednotlivych castech této

vvvvvv

na navrh zafizeni, jsou uvedeny v zavéreCné podkapitole, jelikoZ se jedna o interpretaci piredchozich

dosazenych experimentalnich vysledki.

5.1 Charakterizace nosiée

Testované nosice, piipravené podle odlisnych receptur, vykazovaly na snimcich SEM podle
piedpokladu vzajemné odliSnou morfologii vlaken (obrazek 16). Z hlediska velikosti, resp. praméru,

vlaken byly ve vSech vzorcich zastoupeny jak nanovlakna, tak i mikrovlakna.

Obrazek 16: Struktura testovanych vzorkii analyzovana pomoci SEM
Substrat z PCL s pouzitim riznych rozpoustédel
(A) aceton (PCL_AC), (B) chloroform + ethanol (PCL_CHE) a (C) kyselina octovd (PCL_AA).

Vzorky PCL_AC vykazovaly z pohledu zamyslené struktury nehomogenity ve struktufe, a to
utvary kulovitého tvaru o velikost do 15 um (obrazek 16A). Vyrobni proces vykazoval relativné nizkou
produktivitu, k dosaZzeni adekvatni mocnosti vrstvy vlaken bylo, oproti pfedpokladu, nutné naneseni
vice vrstev. Vzorek PCL CHE byl tvofen vlakny s relativné malym pramérem bez vyraznych
nehomogenit nebo jinych defekti (obrazek 16B). Vyrobni proces ovSem v ramci pouzivanych vzorki
vykazoval relativné malou opakovatelnost. Vlakna s nejmensim pramérem vykazovaly vzorky PCL_AA
(obrazek 16C). Proces vyroby téchto vzorkl nevykazoval problémy s opakovatelnosti a v ramci
dostupnych vzorkl vykazoval srovnatelnou finalni morfologii nanovlakenného substratu. Zadny ze
substratli nevykazoval solitérni vlakna nebo jiné utvary, ve struktufe nefixované, ktera byla z pohledu

planované aplikace jako kryty ran nezadouci.
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Vystupy poskytly cenné podklady pro fizeni rizik (zejména rizika spojena s opakovatelnosti),
zadny substrat nebyl vyhodnocen jako zcela nevyhovujici, a vzorky vSech tfi variant nosi¢e byly
propustény do dal$iho testovani, byla vSak stanovena preference pro nanovlikenny substrat
PCL_AA.

5.2 Charakterizace lipidickych ¢astic

Analyza struktury a velikosti SLP byla zacilena na opakovatelnost procesu syntézy
a imobilizace c¢astic, hodnoceny byly ¢astice po nanosu na povrch substratu v suchém stavu (pro
moznost snimkovani SEM). Castice vykazovaly v zasadé kulovity tvar, primérma hodnota praméru byla
76,6 um (rozmezi hodnot od 25 pm do 101 um). Velikost ¢astic byla stanovena odeétem ze snimku
SEM anésledné také z hlediska distribuce jednotlivych velikosti kvantifikovana pomoci navrzené
analyzy statického rozptylu svétla (SLS), z niz byly patrna dvé maxima (piky) v distribuci velikosti
¢astic (viz ptiloha 3, obr. P3.1 A), ptedstavujici velikost ¢astic v suspenzi pfed ndnosem (Vviz piiloha 3,
obr. P3.1 B).

Podrobnéjsi informace o charakteru jednotlivych ¢astic poskytla analyza SEM. Byly
identifikovany dva typy povrchu ¢astic: hladky a zvrasnény (viz obrazek 17). Pfevazné hladky povrch
vznikal v ¢asticich vyrobenych za pouziti vyssich koncentraci rozpoustédla béhem emulgaéniho procesu
a pokud byla emulze udrzovana (v kapalném skupenstvi obou fazi) az do ztuhnuti pozvolnym poklesem
teploty. Prevazné zvrasnény povrch vznikal pii vysoké rychlosti tuhnuti (chlazeni). Tento efekt mohl
byt zplsoben pravdépodobné nizkou lokalni teplotou vodni faze, nizkou lokalni koncentraci
rozpoustédla béhem davkovani, nebo vysokou rychlosti rozpousténi rozpoustédla ve vodé. Vrascité

Castice vykazuji vyssi aktivni povrch, coZ miize mit vliv na kinetiku uvolnéni u¢inné latky.

Obrazek 17: SEM analyzy struktury vytvorenych SLP.
Deponovany (A) na nanovlakenny substrat PCL _AA, (B) na desticce pro tkanové kultury.
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Struktura jednotlivé SLP s povrchem pievazné zvrasnéného charakteru je patrna ze snimku
SEM na obrazku 18.

Obrazek 18: Struktura SLP cdstice s povrchem zvrasnéného charakteru pomoci SEM.
Zvetseni (A) 300%, (B) 550x.

Identifikované dva rozdilené typy povrchu ¢astic by mohly vést K riznému uvoliiovani t¢inné
latky, jelikoz ¢astice vykazovala jiny celkovy povrch a jinak by na ni pusobily okolni podminky. Tato
skute¢nost byla tedy identifikovana jako podstatna jak pro vécné vyuziti pti navrhu funkcionalizacnich

formulaci, tak jako z&sadni vstup pro fizeni rizik feSené¢ho zdravotnického prostiedku.
Planovano a provedeno bylo také kontrolni testovano uvoliiovani gentamycinu z ptipravenych
vzorkti SLP_GEN_1.5 (s vyuzitim zakladni receptury). Na zakladé zjisténé koncentrace po 24 h

louhovani v simulovaném prostiedi (903,9 ng/ml) bylo stanoveno, Ze se z lipidové struktury uvolnilo

vvvvvv

pro dalsi varianty SLP a vSechny vzorky byly propustény do dalsiho testovani.

5.3 Experimenty in vitro

Prvni test byl zaméfen obecné na antibakterialni u¢innost proti zvolenym bakteridlnim
kmendam S. aureus (STAU) a P. aeruginosa (PSAE), kterou mikrobiologické testovani diskovym
difiiznim testem potvrdilo u vSech vzorkd (viz obrazek 19). Antibakterialni ucinnost in vitro tedy
prokazaly vSechny testované varianty krytu rany. Vzorky byly u¢innéjsi na grampozitivni S. aureus, kde

je inhibi¢ni zéna vzorku PSAE_GEN 2 vétsi nez 5 mm.

73



Obrazek 19: Vysledky diskového difuzniho testu antibakterialni ucinnosti
Agarové plotny s bakteridlnimi kmeny (A4, B) S. aureus (STAU) a (C, D) P. aeruginosa (PSAE).
Vzorky GEN 1 (ve 3 opakovanich 1 1,1 2,1 3), GEN 1.5 (ve 3 opakovanich 1.5 1, 1.5 2, 1.5 3)
a GEN 2 (ve 3 opakovanich 2 12 2,2 3).

Antibakteridlni ucinnost vzorkG v zavislosti na celkové davce gentamycinu (GEN)
ve vzorku na pouzité bakterialni kmeny (STAU, PSAE) po 20 hodinach inkubace na agarové plotné pti
teploté¢ 37 °C shrnuji také grafy (viz obrazky 9 a 10). Jako pozitivni kontrola (C+) byl pouzit
antibakterialni kryt rany s obsahem stiibra (zdravotnicky prostiedek na trhu), jako kontrola negativni
(C-) PCL substrat bez SLP (PCL_CHE).

Inhibi¢ni zona byla méfena vzdy ve dvou vzajemné kolmych osach prochazejicich stifedem
vzorku, a to na obou jeho protilehlych stranach, tedy byly pro kazdy vzorek naméfeny 4 hodnoty z nichz

byl vypocten aritmeticky pramer.
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Obrazek 20: Ucinnost vzorkii na bakterie S. Aureus.
Na ose X jednotlivé hodnocené varianty SLP podle celkového obsahu gentamycinu (GEN) a kontroly.
Na ose Y mérend inhibicni zona kolem vzorku na agarové plotné.
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Obrazek 21: Ucinnost vzorkii na bakterie P. Aeruginosa.
Na ose X jednotlivé hodnocené varianty SLP podle celkového obsahu gentamycinu (GEN) a kontroly.
Na ose Y mérena inhibicni zona kolem vzorku na agarové plotné.

Statisticka analyza ukazuje, ze neexistuje statisticky vyznamny rozdil pro S. aureus (p = 0,152)
nebo pro P. aeruginosa (p = 0,164).

Vysledky nevykézaly predpokladanou linearni zévislost velikosti inhibi¢ni zény na celkové
davce G¢inné latky. Duvodem mohlo byt technické omezeni experimentalniho uspofadani (celkovy
pocet opakovani, také béhem testovani byla snaha o zajiSténi maximalné homogenniho prostiedi
z hlediska teploty, nicméné malé rozdily nebylo mozné v dostupnych podminkach zcela vyloucit).
Urdity vliv také mohly mit i drobné odchylky v procesu ptipravy SLP (viz piechozi ¢ast podkapitoly).

Nicméné z pohledu cile této prace zasadnim vystupem bylo, Ze v§echny vzorky vykazaly antibakterialni
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ucinnost. Vsechny formulace SLP GEN tedy mohly byt propustény do dalsiho testovani. Na zakladé¢

planu testovani vSak byla stanovena preference pro funkcionaliza¢ni formulaci GEN_1.5.

Testovana byla dale specificka G¢innost ve smyslu inhibice, v idealnim piipad¢ eradikace

bakterialniho biofilmu. Pro testovani byl pouzit preferovany nosi¢ PCL_AA.

Vsechny testované vzorky podle hodnoceni s vyuzitim inverzniho svételného mikroskopu
uéinné inhibovaly bakterialni biofilm tvofeny bakterialnimi kmeny S. aureus a P. aeruginosa (viz
ptiloha 3, obr. P3.2). V jamkach s kontrolou (STAU_C, PSAE_C), tvofenou nosi¢em se suspenzi SLP
bez ucinné latky (SLP_MA), doslo k velkému bakteridlnimu rlstu ve srovnani s jamkami se
vzorky funkcionalizovanymi SLP_GEN_1,5 (STAU_GEN, PSAE_GEN). U vsech testovanych vzorkd
(vzorky testovany v tripletech) bylo mozné pozorovat signifikantni inhibici, resp. eradikaci, biofilmu.
V jamkach se vzorky s GEN byly pifi vyhodnoceni pozorovany pouze planktonni bunky nebo malé
shluky bakterii, ale pod vzorky nebo kolem nich v celé jamce se nevyskytla zadna souvisla vrstva

nerozpusténého biofilmu.

Provedena spektrofotometricka analyza biofilmid po aplikaci vzorki modifikovanych
suspenzi SLP_GEN_1.5 ukazala, Ze absorbance se po aplikaci funkcionalizovaného substratu snizila
085% u S. aureus (STAU) a 0 86 % u P. aeruginosa (PSAE) (viz ptiloha 3, obr. P3.3), coz byly
uspokojivé hodnoty. Vysledky ukazaly, ze testované nosi¢e s deponovanymi SLP_GEN_1.5 nejen

inhibuji biofilm tvofeny testovanymi bakteriemi, ale eradikuji také jeho strukturu.
Varianta SLP GEN_1.5 tedy mohla byt propusténa do dalsiho testovani.

Metodami in vitro bylo dale dle planu realizovano testovani cytotoxicity, a to vSech tii variant
nosiée bez SLP (PCL_AA, PCL_CHE, PCL_AC) a v8ech tii variant nosi¢e s preferovanou variantou
SLP GEN_1.5 (viz pitiloha 3, obr. P3.4). Vysledky ukazaly vyznamné niz$i metabolickou aktivitu
fibroblastd 3T3 na vzorcich PCL_AC i PCL_AC_GEN. Na zakladé hodnoceni publikované literatury
1ze mit biokompatibilitu, specificky nizkou cytotoxicitu, PCL za prokazanou. Jelikoz byla cytotoxicita
zjisténa u substratu bez SLP a ostatni vzorky se stejnou formulaci cytotoxicitu nevykazaly, cytotoxicita
vzorki s PCL_AC tedy byla pravdépodobné zplisobena, i pfes provedena opatieni, zejména rezidui
vyrobniho procesu, konkrétné zbytky acetonu v nanovlakenném substratu. Tento poznatek vytvoril dalsi
zasadni vstup pro fizeni rizik a vedl k vylouceni nosi¢e PCL_AC z dalsiho testovani.

Vzorky nosict PCL_CHE (ptipraven s pouzitim chloroformu) a PCL_AA (pfipraven S pouzitim
kyseliny octové) naopak nebyly cytotoxické samostatné ani s imobilizovanymi SLP a podporovaly
bunécny rast a metabolickou aktivitu. Nosi¢e PCL__CHE a PCL_AA a formulace SLP GEN_1,5 proto
mohly byt propustény do dalsiho testovani.
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5.4 Experiment in vivo

Pied zahajenim realizace in vivo experimentu bylo tieba vyhodnotit vysledky in vitro testovani.
S ohledem na zadani, jehoz zasadnimi parametry byly také minimalizace potfeby pokusnych zvirat
z divodu jejich ochrany a ekonomicka efektivita testovani, byly pro in vivo experiment na zakladé
analyzy vysledkt provedené v pfedchozich ¢astech této podkapitoly, zvoleny varianty nosi¢e PCL_AA
a funkcionaliza¢ni formulace SLP GEN_1.5, tedy preferovani, resp. nejslibnéjsi kandidati. Zaroven
hodnoceni publikované literatury v kombinaci s vysledky in vitro experiment pro tuto kombinaci
provedeni in vivo experimentu opodstatnily.

Pribéh experimentu na mys$im modelu a dil¢i vysledky dokumentuje pfiloha 3, mimo jiné ve
form& fotodokumentace postupu hojeni defektt (viz piiloha 3, obr. P3.5). Sest zvitat z riiznych skupin
s aplikovanymi bakteriemi neptezilo do posledniho experimentalniho dne a jeden vzorek byl znicen

béhem procesu extrakce (Kaplan-Meierova analyza pieziti, viz ptiloha 3, obr. P3.6).

V kontrolni skupiné bez bakterialni infekce (kontrola) Ize hojeni defektu oznacit za rychlé,
14. den byl defekt téméf zhojen. U nékterych zvifat byly defekty ¢asteéné pokryty srsti. Ve skupiné PCL
+ GEN + VitE, ktera také neobsahovala bakterie, se rozsah defektu priibézné zmensoval a po 14 dnech
byl téméf zhojen, coz byl podobny vysledek jako u kontrolni skupiny, ovSem S pfitomnosti malého

strupu a srsti na defektu.

Defekty ve skupiné PCL + BAC, tedy s nosicem PCL_AA bez funkcionalizace a s bakterialni
infekei, se hojily pomaleji a byly vétsi nez u skupiny kontrolni. Nékteré defekty byly viditelné vyplnény
granula¢ni tkani a strupem. Skupina PCL + GEN + BAC, osetifena nosi¢em funkcionalizovanym SLP
GEN_1,5, vykazovala vétsi rozdily, zejména ve vyhodnoceni 14. den. U n€kterych zvitat byly defekty
témét zhojeny, ale u jinych zvitat byl stroupek velikosti ptivodniho defektu nebo vétsi a defekty
obsahovaly hnis. Defekty ve skupiné PCL + GEN + BAC + VitE, oSetfené nosi¢em se SLP GEN 1,5
a SLP_VitE, se hojily pomalu, velikost defektu se zmenSila a byly vyplnény granulaéni tkani a/nebo
strupem. Plocha defekt byla méfena ze snimka pofizenych 7., 10. a 14. den (viz ptiloha 3, obr. P3.7).

V ramci histologické analyzy métreni nové vytvorené kuize podle predpokladu indikovalo, Ze
bakterialni infekce prodluzuje konstrikci a regeneraci rany, prestoze rozdily mezi skupinami v tomto
smyslu nebyly pfili§ vyznamné. Nevyznamny rozdil byl patrny ve skupiné osetiené krytem s plnym
doplnkovym ucinkem, kde se objevila nejkratsi nekompletni klize, signalizujici slibny efekt kombinace
PCL + GEN + VitE. Ptitomnost bakterii v ran¢ vyznamné zvysila tloustku jizvy a také vedla k vyssi
hypertrofii nové vytvorenych vrstev kuze (viz ptiloha 3, obr. P3.8 B). Ve skupinach s indukovanou
bakterialni infekci narostla epidermis do mnohonasobné tloustky. Podobné vysledky byly pozorovany
v dermis a hypodermis, kde hypodermis ve skupiné osetfrené PCL + GEN + VitE + BAC tvorila témét

dvojnasobnou tloustku ve srovnani s kontrolnimi skupinami bez indukované bakterialni infekce (viz
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ptiloha 3, obrazky P3.7, P3.8, P3.9, P3.10). Vsechny vzorky vykazovaly alespon piijatelné zhojenou
ranu (stav hojeni viz ptiloha 3, obr. P3.5).

V ramci histologické analyzy byly dale jednotlivé hodnoceny rtzné aspekty histologického
hodnoceni, které charakterizuji hojeni rany (viz ptiloha 3, obr. P3.9). Nové vytvofena tkan dosahla
adekvatni tloustky a keratinocyty migrovaly do vnéjSich Casti rany a vytvotily epidermis, jak je vidét
pti hodnoceni reepitelizace. Stratum corneum se Casto zcela vytvofilo v kontrolnich skupinach bez
aplikované bakterialni smési (viz piiloha 3, obr. P3.10 a P3.11). Vyznamné rozdily se objevily mezi
kontrolni skupinou a PCL + GEN + VitE + BAC a také mezi PCL + GEN + VitE + BAC a PCL + GEN
+ VIitE v neinfikovanych ranach. Dermis a hypodermis zistaly vétSinou ve fazi granulace tkang;
stanoveni dermis vSak bylo problematické kviili neuplné tvorbé vrstvy. V kontrolni skupiné byla zjisténa
vyznamné vyS$§i organizace dermis ve srovnani se skupinami PCL + GEN + VitE + BAC a PCL + BAC,
zatimco pii hodnoceni granulace tkané byly signifikantni rozdily podobné jako u reepitelizace, opét
mezi PCL + GEN + VitE + BAC a kontrolni skupina a skupina PCL + GEN + VitE + BAC
a neinfikovanou skupinou PCL + GEN + VitE.

Zanét tkane byl podle ocekavani vyraznéjsi u infikovanych skupin i pies pridana antibiotika,
coz bylo stejné jako pfitomnost bakterii v noveé vytvorené tkani; vysledky hodnoceni zanétu
a ptitomnosti bakterii sledovaly stejny vzorec jako vysledky reepitelizace a granulace tkané,
s vyznamnymi rozdily mezi PCL + GEN + VitE + BAC a kontrolni skupinou a PCL + GEN + VitE +
BAC a neinfikovana PCL + GEN + VitE skupina, také prezentovana na obrazku P3.9 v ptiloze 3.
V kontrolnich skupinach se objevilo vyssi mnozstvi kolagenovych vlaken a nizsi pocet bunck bez
indukované bakterialni infekce, pfesto jim chybély vyznamné rozdily (viz ptiloha 3, obrazek P3.9).
Reprezentativni snimky ilustruji nové vytvorenou tkan na obrazku P3.10 a obrazku P3.11 v piiloze 3.
Neovaskulariza¢ni marker SMA nevykazoval zadné vyznamné rozdily mezi skupinami, ale Casto se
V nich ménil (viz pfiloha 3, obrazky P3.9, P3.10, P3.11). Tukova vrstva hypodermis se ziidka plné
vytvotila, i kdyz se objevily jednotlivé tukové buiky, piesto se papily objevily ve skupinach

postradajicich bakterialni infekei.

5.5 PlInéni pozadavki

Dosazené vysledky bylo tieba interpretovat ve vztahu k feSenym pozadavkim. Regulatorni
reference byly v designu experimentu zohlednény, v dané fazi ovSem nebylo pfedpokladano plné
prokazani jejich plnéni. Testovani v8ak mélo vytvorit podklad pro testy za Géelem jejich prokazani

v kone¢né fazi navrhu a vyvoje.
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Shrnuti vyhodnoceni uvadi tabulka:

Pozadavek Provedeni hodnoceni Vysledek
Kryt rany s dopliitkovym ucinkem
Hodnoceni publikované
Kryti rany literatury potencial shody

Vyhodnoceni poznatktl
0 pribéhu testovani

Fyzikalni a chemicka
charakterizace

Hodnoceni publikované
literatury
Testovani

potencial shody

Cytotoxicita

Hodnoceni publikované
literatury
Testovani

potencial shody

Hodnoceni publikované

v dalsich fazich

Senzibilizace literatury

Testovani

Hodnoceni publikované v dal§ich fazich
Drazdivost literatury

Testovani

Uginnost — antibakterialni

Hodnoceni publikované
literatury
Testovani in vitro

potencial shody

Utinnost — antibakterialni —
biofilm

Hodnoceni publikované
literatury
Testovani in vitro

potencial shody

Uc¢innost — antioxidaéni

Hodnoceni publikované
literatury
Testovani in vitro

potencial shody

Ucinnost — zlepSeni hojeni

Hodnoceni publikované
literatury
Testovani in vivo

neprokazana

Funkcionaliza¢ni zarizeni

Ovérfeni navrhu
funkcionaliza¢niho zafizeni
(zvoleny rozsah)

Hodnoceni publikované
literatury

Testovani zvolené varianty
krytu rany s doplikovym
ucinkem

potencial validace procesu
potencial kvalifikace zafizeni

Tabulka 9: Prehled plnéni pozadavkii na zakladeé vysledkii testovani
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5.6 Dopad vysledku experimentu na navrh zarizeni

Vysledky zkouseni krytu rany je tfeba shrnout a interpretovat ve vztahu k navrhu

funkcionaliza¢niho zafizeni a jeho ovéfenti.

Z hlediska celkové koncepce funkcionalizacniho zafizeni jsou podstatné v zasadé vsechny
vysledky testovani vytvareného Krytu rany, tj. zamétené na jeho bezpeénost i i¢innost.

Vychozi charakterizace prokazaly produkci funkcionaliza¢ni formulace, resp. SLP ve shodé
s ptredpokladanymi parametry, ovSem s tim, ze byly identifikovany nové poZzadavky na robustnost
metodiky pro pripravu SLP. Vysledky indikovaly nové parametry receptury, které by bylo vhodné
stanovit, validovat a nasledné¢ béhem syntézy SLP kontrolovat (zejména zohlednit dobu zahfivani
a chlazeni zpracovavanych roztokl, mj. v zavislosti na okolni teplot¢), nebo pfinejmensim zohlednit
Vv fizeni rizik. Stavajici provedeni funkcionaliza¢niho zafizeni vyuZziva pro chlazeni pracovniho prostoru
axialni ventilator 120 x 120 x 38 mm s pritokem 2.1 m*/min. (Omron, Japonsko), pro chlazeni vné&jsi
nadoby magnetického michadla je pouzita dvojice bezkartaCovych ventilatort s pritokem 7,8 CFM, t;.
220,74 dm?/min (Zhengzhou Airwowing Technology, Cina). Tento systém by bylo vhodné pro naplnéni
nov¢ identifikovanych pozadavki nahradit pfiméfené vykonnym systémem aktivniho chlazeni a doplnit

o monitoring okolni teploty pro korekci vykonu.

Vysledky in vivo experimentu neukazaly negativni G¢inky aplikace nosice funkcionalizovaného
GEN a VitE enkapsulovanymi v SLP. MA, coz svéd¢i pro jeho biokompatibilitu. Vysledky byly v tomto
ohledu velmi podobné ve vSech skupinach. Na zaklad¢ histologického vyhodnoceni Ize konstatovat lepsi
tvorbu vSech tii vrstev kiize, a dokonce i tencich vrstev ve skuping osetiené krytem s plnym dopliikovym
ucinkem (GEN+VitE) ve srovnani s kontrolni skupinou bez vyvolané infekce, coz umoznuje také
konstatovat pozitivni vliv Krytu na hojeni. Ve srovnani s krytim pouze PCL vlakny méla varianta krytu
S plnym doplikovym u¢inkem také pozitivni vliv na granulaci tkan€ a organizaci dermis. Dosazené
vysledky u vzorkll s bakteridlni infekci také naznacuji, Ze formulace SLP _GEN zabezpecuje
prodlouzené uvolnéni a stabilizuje jeho koncentraci. Ve stejném srovnani bylo mozné indikovat
interindividualni variabilitu hojeni i v pfitomnosti bakterialni infekce s vyjimkou SMA. Marker
vaskularizace se v pritomnosti GEN pfi probihajici bakterialni infekci vice 1isil, ale jeho pfitomnost
prokazala pozitivni vliv GEN na novotvorbu cév i ptes bakteridlni zanét. Nebyl tedy zjiStén problém
s kvalitou vystupu nebo jeho opakovatelnosti, ani nedostatky ndvrhu ve smyslu napft.
kontaminace vzorku.

Antibakterialni u¢innost krytu rany, prokazana in vitro jak proti planktonnim formam pouzitych
bakterialnich kmeni, tak proti biofilmu tvofenému jejich smési, se v ramci in vivo experimentu ukazala
jako nedostatecna. Jeji zvySeni je v rdmeci stavajici koncepce realizovatelna vice zplsoby (zvyseni

mnozstvi deponovanych SLP_GEN, uprava mnozstvi GEN enkapsulovaného v SLP, modulace
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uvoliiovaciho profilu GEN z SLP zejména upravou velikosti ¢astic, ndhrada GEN za jinou u¢innou

latku), a to bez nutnosti zasahu do navrhu funkcionaliza¢niho za¥izeni.

Také kombinovany uc¢inek GEN a VitE uvolnénych z lipidové vrstvy krytu se v piipadé
bakteridlni infekce rany jevi jako nedostate¢ny pro jeji tiplnou eliminaci. Aplikace smési bakterii
S.aureus aP. aeruginosa vramci experimentu vSak zpusobila zanét natolik zavazny, aby vedl
k predéasné smrti nékterych pokusnych zvitat, zatimco zvifata oSetfena krytem s ptidanymi antibiotiky
experiment piezila. To naznacuje opét pottebu parametrické zmény nastaveni krytu, ve smyslu zvySeni
celkové davky antibakterialni slozky anebo modulace uvoliiovaciho profilu pro dosazeni delsi efektivni
doby inhibice, tedy zmén provozniho protokolu, které jsou plné v mozZnostech funkcionaliza¢niho
zarizeni.

Implicitni soucasti ovétované hypotézy byl prfedpoklad prispévku vitaminu E, jehoz nejcastéjsi
formou je v ramci experimentu pouzity a-tokoferol, k hojeni chronické rany za pfitomnosti zvoleného
antibiotika. To se bohuzel potvrdit nepodafilo. Navzdory slibnym vysledkim z literatury a in vitro
testovani, aplikace a-tokoferolu prodlouzenym uvolnénim ze SLP_ MA deponovanych na nosiéi z PCL
vyznamné neovlivnila zanét zptisobeny bakterialni infekci ani nezvysila histologické skore smérem
K hojeni ve srovnani s vysledky skupin bez VitE a s GEN. Kromé toho nebyly pozorovany zadné
negativni zmény ve srovnani vysledki kontrolnich skupin bez indukované infekce a nanovlaken
a kontroly bez infekce s krytem s plnym dopliikovym uéinkem (GEN + VitE). Tato skupina (PCL +
GEN + VitE) vykazovala jesté o néco vice vytvofenou dermis. Tyto skute¢nosti maji zasadni vliv na

navrh feseného krytu rany, nikoli ov§em primy vliv na navrh funkcionaliza¢niho zaFizeni.

Zaveéry vyslovené pro celkovou koncepci funkcionaliza¢niho zafizeni jsou do zna¢né miry
platné i specificky pro navrh jeho zasadnich dilé¢ich komponent, tedy linearnich davkovacu,
subsystému pro piipravu funkcionaliza¢niho roztoku, soustavy pro depozici a soustavy pro manipulaci

substratu.

Pro ovéfeni navrhu funkcionalizaéniho zaiizeni, ve smyslu jeho validace ¥, jsou vedle poznatki

ziskanych samotnym experimentem zasadni také vytvoiené poznatky provozni.

Z hlediska nasledného pouziti v klinické praxi se jako podstatna projevila také casova
narocnost pripravy a snadna realizace celého procesu z pohledu personalu, ktera se v ramci
laboratorni pfipravy mensiho poctu vzorkt nebylo dosud mozné relevantné hodnotit. VV tomto ohledu se
jako vice nez potiebné jevi provedeni optimalizace doby trvani procesu funkcionalizace. To je mozné
realizovat zejména tpravou receptury, bez dopadu na navrh zafizeni. Naopak usnadnéni manipulace

se zaFizenim a jeho sanitace, véetné napiiklad véts$i automatizace sanita¢nich protokold nebo nahrada

%0 sougasti procesu ovéfeni navrhu zdravotnického prostiedku je jeho validace a verifikace; dle ustdlené

terminologie validace navrhu zdravotnického prostfedku zahrnuje ovéfeni plnéni pozadavk, jde tedy o pojem
Sirsi nez verifikace, ktera ovétuje plnéni (technického) zadani (Kumar, a dalsi, 2019)
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1 dalsich komponent jednorazovymi, je vhodné zvazit pro zapracovani do navrhu pro zvyseni celkové
efektivity provozu. Z hlediska feSenych aspektd bezpecnosti a ucinnosti jsou vsak tyto procesy
vyhovujici. Obdobnym prismatem je tfeba nahlizet celkovy tzv. mrtvy objem zafizeni, resp. soustavy
vyuzivajici magnetické michadlo, ktery vede k do ur¢ité miry neefektivnimu hospodateni se surovinou
Vv piipadé potfeby velmi malého objemu funkcionaliza¢niho roztoku. Jako efektivnéjsi alternativa se
tedy jevi vyuziti MF ¢ipd, kterymi zafizeni ovSem jiz disponuje, byt z hlediska pfedklinické bezpec¢nosti
a ucinnosti vytvareného zdravotnického prostiedku jsou v tomto ohledu pozadavky opét plnény.

V pribéhu realizace experimentu bylo, také za 0casti autora této prace, vyvinuto feSeni
funkcionaliza¢ni cartridge, chranéné uZitnym vzorem [V]. Toto feSeni nemohlo byt z divodu
srovnatelnosti a navaznosti vysledkl pro realizaci in vivo experimentu plné vyuZito, nicméné je velice
slibné pro zasadni usnadnéni manipulace s funkcionalizovanym krytem i ve smyslu vyse uvedenych

pozadavki na sanitaci zafizeni.
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6 DISKUSE

Provedené vivodni charakterizace v kombinaci s testovanim cytotoxicity vedly ke stanoveni
preference nosi¢e ve formé substratu z PCL, pfipraveného DC elektrostatickym zvlakinovanim,
s vyuzitim kyseliny octové jako rozpoustédla. Vhodnost tohoto rozpoustédla pro zvldknovani PCL
byla konstatovana také jinymi autory (Ramazani, a dalsi, 2014) (Chakrapani, a dalsi, 2012) (Van der
Schueren, a dalsi, 2011), i kdyz, jak uvadéji dalsi, Castéji je vyuzivana kombinace kyselina octova /
kyselina mravenci z ditvodu lepsi zvlaknitelnosti roztoku polymeru. (Dobrzanski, a dalsi, 2014) Prestoze
ob¢ rozpoustédla jsou relativné malo toxicka, z hlediska zpracovani je kyselina mravenc¢i nevyhodna,
jelikoz jde o na vzduchu dymajici, ostie pachnouci kapalinu s leptavymi G¢inky. (National Library of
Medicine).

V experimentu pouzita metoda emulzifikace pro ptipravu SLP, nékdy téz oznatovanych jako
solid lipid nanoparticles (SLN), solid lipid microparticles (SLM) nebo nanostructured lipid carriers
(NLC), je v literatute, vedle fady dalich metod pro enkapsulaci 1é¢iv, pouzivana opakované s vysledky
odpovidajicimi vytvofenym experimentalnim datim pro lipofilni uc¢inné latky. (Khairnar, a dalsi, 2022)
(Sastri, a dalsi, 2020) (Jaspart, a dalsi, 2005)

Pro fyzikalni charakterizaci vytvoienych ¢astic byla v souladu s planovanym postupem
pouzita SEM. Pouze néktefi autofi starSich praci upozoriiuji, na mozné problémy s pouzitelnosti této
zobrazovaci techniky pro lipidické ¢astice. Tyto formulace vyuzivaji lipidy s nizkou teplotou tani a zdroj
elektront pouzivany Vv elektronové mikroskopii tak miize zpUsobit taveni lipidové Castice, coz ovlivni
jeji pozorovanou strukturu a integritu. (Kumar, a dal$i, 2013) Kromé toho mohou byt lipidické ¢astice
citlivé na techniky ptipravy nutné pro aplikaci elektronové mikroskopie, zejména suseni. (Garti, 1988)
Vzorky ptipravené v ramci testovani byly pro SEM snimkovani zpracovany v§echny stejnym zptsobem,
piesto byl pozorovan hladky i zvrasnény povrch. Pocet vzorkt nebyl statisticky vyznamny, tedy nelze
konstatovat korelaci, nicméné byly indikovany potencialni zavislosti vyskytu téchto rozdilnych povrchi
na popsanych parametrech procesu ptipravy. Dosazené vysledky tedy naznacuji, v souladu s pfevaznou
vétsinou publikaci, pouZitelnost SEM pro fyzikalni charakterizace SLP ¢astic. (Gad, a dalsi, 2022)
(Kathe, a dalsi, 2014) (Jaspart, a dalsi, 2005) Pro charakterizaci SLP a nanoemulzi je shodné s nasim

postupem dal§imi autory pouzivana vedle SEM také DLS (De Gaetano, a dalsi, 2021).

V ramci in vitro testovani byla ovéfena antibakterialni ucinnost krytu proti zvolenym
bakterialnim kmentim S. aureus (STAU) a P. aeruginosa (PSAE), kterou mikrobiologické testovani
diskovym difiznim testem potvrdilo u v§ech vzorku. Tyto vysledky jsou ve shod¢ s fadou publikaci,
které fesi topikalni aplikaci gentamycinu dodavaného riznymi metodami (Overstreet, a dalsi, 2015)
(Tam, a dalsi, 2006) (Schafer, a dalsi, 2006) (Kaliamurthy, a dalsi, 2005), 1 kdyz Ize u jednotlivych studii

namitat rozdilnost aplika¢niho schématu.

83



U vsech testovanych vzorkl bylo také mozné pozorovat signifikantni inhibici, resp. eradikaci,
biofilmu, coz odpovidalo v literatufe popsané in vitro vysoké uc¢innosti aplikace gentamycinu na
bakterialni biofilm tvofeny S. aureus, P. aeruginosa a Klebsiella pneumoniae (Maczynska, a dalsi,
2019) a také predpokladu o dosaZeni v literatufe uvadéné MBIC (Kotulova, a dalsi, 2010) v podminkach

in vitro.

Za podstatny lze povazovat také fakt, ze nebyla zjiSténa cytotoxicita nanovliakenného
substratu PCL_AA, tedy preferované varianty nosice zvolené pro in vivo testovani. Tato zji§téni pfitom
podpoftena i vysledky dalSich testovani, publikovanymi v literatufe, které popisuji negativni toxicitu
nanovlaken z PCL zvlaknéné s pouzitim kyseliny octové. (Machado-Paula, a dalsi, 2020) Toto zjisténi
umoznilo realizaci navazujicich experimentdl bez zatizeni ptipadnou chybou, kterou by cytotoxicita
nosice zpusobila.

Vysledky in vivo experimentu ptinesly pozitivni vysledek v prvni fadé v tom, Ze hojeni Cisté
rany bez bakteridlni kontaminace nebylo negativné ovlivnéno aplikaci samotného nosice, tedy
nanovlakenného krytu z PCL, ani tohoto nosi¢e funkcionalizovaného GEN a VitE enkapsulovanymi
v SLP. Vysledky byly velmi podobné ve vSech skupinach, coz indikuje biokompatibilitu vSech
nanovlakna jsou biokompatibilni a podporuji proliferaci fibroblasti, keratinocytii a melanocytd, i kdyz
bunéény rust je ovlivnén slozenim média, FBS nebo obsahem lyzatu krevnich desti¢ek (Sovkova, a
dalsi, 2018). Rist koZnich bunék je ovlivnén i nano/mikrotopografii vlaken. (Vocetkova, a dalsi, 2017)

Antibakterialni u¢innost gentamycinu pii topikalni aplikaci byla potvrzena vice autory také
na zakladé rizné designovanych in vivo experiment (Gemeinder, a dalsi, 2021) (Lochman, a dalsi,
2012) i klinickych studii (Cooley, a dalsi, 2023) (Koziot, a dalsi, 2014), coz také vedlo k jeho volbé.
Experimentalni nastaveni pouzité v této praci nebylo zaméfeno selektivné na kvantifikaci
antibakteridlniho ucinku aplikovanych vzorkd krytG ran, nicméné dosazené vysledky komplexniho
in vivo experimentu mohou vzbuzovat dojem, Ze antibakterialni ucinek nebyl dostate¢né prokazan.
Je v8ak tieba vzit v potaz, ze vysledky hojeni ve skupiné s bakterialni infekci oSettené kryty s GEN
vykazovaly nejvétsi rozdily a variovaly od ran zhojenych az k randm obsahujicim hnis. Pfitom ve
skupiné s bakterialni infekci, oSetfené kryty s GEN a VitE takto zasadni interindividualni rozdily
pozorovany nebyly. To mulze byt vysvétleno pusobenim nepopsaného faktoru, ktery ovliviuje
antibakterialni u¢innost gentamycinu, ovSem jeho tcinek je omezen v pfitomnosti a-tokoferolu.

Studie Andrade a dalSich zjistovala in vitro modulacni ucinky o-tokoferolu v kombinaci
s aminoglykosidovymi antibiotiky pfi testovani proti multirezistentnim kmenim S. aureus,
P. aeruginosa a E. coli. Vzhledem k jeho lipofilnimu charakteru ptredpokladala mozné ucinky
a-tokoferolu spocivajici v rozruseni bakteridlni bunééné membrany, obdobné jako u cholesterolu, coz
by mélo za nasledek naruseni jeji integrity a vzrust permeability pro antibiotika. Samotny a-tokoferol

nevykazoval zadné antimikrobialni u¢inky proti pouZitym bakteridlnim kmentim. Zadny efekt
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a-tokoferolu nebyl pozorovan na antibiotické U¢inky aminoglykosidi také pokud byly podavany
v koncentracich odpovidajicich MIC. Ptidani a-tokoferolu k subinhibi¢nim koncentracim antibiotik
vsak vedlo k synergickym uc¢inkim. Kombinace a-tokoferolu s aminoglykosidovymi antibiotiky vedla
k poklesu MIC, s markantnimi vysledky pii MIC/8 zejména pro S. aureus pii kombinaci a-tokoferolu
s gentamycinem. Pfi MIC/2 bylo u vSech testovanych bakteridlnich kmend zji§téno snizeni MIC
ptislusnych aminoglykosidu, konkrétné neomycinu, amikacinu a gentamycinu. (Andrade, a dalsi, 2014)

Ve vySe uvedeném kontextu se jevi jako pravdépodobné, ze faktorem ovliviiujicim dosazené
vysledky by mohlo byt nedosazeni MIC z krytu uvolnéného gentamycinu, nebo jeji nedosazeni po
potfebnou dobu, v randch, které nebyly dobie zhojeny. Tento efekt se nedostavil za pfitomnosti
a-tokoferolu jako modulatoru zvysujiciho antibakterialni u¢innost gentamycinu, resp. snizujiciho jeho
MIC. Toto vysvétleni odpovida situaci, kdy uvoliiovaci profil z SLP_GEN zabezpecuje efektivni dobu
inhibice ,,bez rezervy*, takze za urCitych podminek (vétSi bakterialni naloz, mensi pohyb jedince
vedouci k jeho niz§i primérné télesné teploté, a tedy pomalejSimu uvolnéni uc¢inné latky, ktera se

uvoliiuje déle a neni dosazeno MIC apod.) efektivni inhibice neni dosazena nebo je omezena.

Z hlediska celkového vlivu na hojeni rany u krytu splnym dopliikovym uc¢inkem
(GEN+VIitE) vysledky in vivo experimentu neindikovaly vyraznou zménu velikosti rany, ovSem
histologické vyhodnoceni ukéazalo prispévek k hojeni reprezentovany lepsi tvorbou vSech tii vrstev
kiiZe, a dokonce i tencich vrstev ve srovnani s kontrolni skupinou bez vyvolané infekce. Rychlejsi
uzavieni rany a uplna regenerace koznich vrstev vede krychlej§i obnové jejich strukturalni
a fyziologické funkce, coz je dilezity aspekt dobrého hojeni. (Han, 2023)

Vysledky téZ nasvédéuji tomu, ze kryt GEN+VitE mél pozitivni vliv na granulaci tkané
a organizaci dermis, ve srovnani pouze s krytim PCL vlakny. Kryt neeliminoval zcela dopad zanétu
zpusobeného bakterialni infekci v rang, pfesto se zvysilo histologické skore reepitelizace a granulace
tkané i organizace dermis, a také marker zanétu tkané indikoval pozitivni uc¢inek gentamycinu. Jak je
uvedeno Vv literatufe, pfestoze se jedna o do zna¢né miry nespecificky indikator (Germolec, a dalsi, 2018)

jeho vyznam v hodnoceni hojeni je zna¢ny. (Ballantyne, a dalsi, 2005)

Utinek gentamycinu a a-tokoferolu uvolnénych z lipidové vrstvy krytu se v piipadé bakterialni
infekce rany jevi jako nedostatecny pro jeji Uplnou eliminaci, coz je pravdépodobné zptisobeno jeho
hrani¢né G¢innou davkou, jak jiz bylo diskutovéno. Olekson a tym studovali u¢inek pfimé topické
aplikace ultravysoké davky gentamycinu pii 1écbé koznich $tépil na prase¢im modelu. Prokazali, ze
gentamycin v ultravysoké davce mize branit neovaskularizaci v ran€, coz prokazaly downregulované
markery angiogeneze, a upregulované markery prozanétlivé odpovédi tyden po transplantaci.
Nepozorovali vsak ani specifické rozdily v dobé hojeni, ani kontrakci rany v prub&éhu hojeni (Olekson,
a dalsi, 2017). Podobné vysledky pochézeji od Junkera, ktery in vitro prokéazal negativni vliv vysoké
davky gentamycinu (1000 um/ml) na proliferaci bunek, konkrétné lidskych keratinocytii. Tento tym se
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také zaméfil na topickou aplikaci gentamycinu v riiznych koncentracich na prase¢im modelu rany a na

dalsi analyzy krve, tekutiny z rany & na zanétlivou a antibakterialni odpoveéd’ (Junker, a dalsi, 2015).

Ve srovnani se studiemi Oleksona a Junkera nebyla koncentrace gentamycinu pfedimenzovana,
protoze aktin hladkého svalstva — SMA (z angl. smooth muscle actin), marker vaskularizace, byl ve
vzorcich oSetfenych kryty s GEN zvysen a bylo mozné pozorovat migraci keratinocytd i definovanéjsi
tvorbu epidermis. Nas piistup se pfitom jevi jako bezpetnégjsi, jelikoz aminoglykosidova antibiotika,
vcetné gentamycinu, se Z pohledu klinické praxe obecné vyznacuji tzkym terapeutickym indexem

(rozmezim), tedy rozdilem mezi G¢innou a toxickou koncentraci. (Kacifova, a dalsi, 2015)

Vysledky také indikovaly interindividualni variabilitu hojeni i v pfitomnosti bakterialni infekce
s vyjimkou SMA. Marker vaskularizace se u vzorkli s GEN pii probihajici bakterialni infekci vice lisil,
ale jeho pfitomnost prokazala pozitivni vliv gentamycinu na novotvorbu cév i pies bakterialni zanét.
Vsechny tyto vysledky podporuji zjisténi skupiny Abdula Khodira, ktera tvrdi, Ze gentamycin by mohl
také podporovat zivotaschopnost bunék in vitro, pokud je pfimo smichan s PCL a kolagenem, dulezitym
stavebnim kamenem extracelularni matrix, za vzniku vlakna (Abdul Khodir, a dalsi, 2018). Kimna
dokonce potvrdil pozitivni i¢inek gentamycinu uvoliiovaného z nanovlaken rostlinného ptivodu in vitro.
(Kimna, a dalsi, 2019)

Mezi studiemi podporujicimi dosazena zjisténi a pouzitym experimentalnim nastavenim je
ovSem urcity rozdil. Ve vyse uvedenych studiich byl gentamycin bud’ pfimo ptidan nebo smichan
S polymerem pted vytvofenim vléken, zatimco v naSem piipadé byla smés antibiotika a antioxidantu
nanesena na PCL vlakna v lipidickém drug delivery systému. Antimikrobialni u¢inek funkcionaliza¢ni
formulace pouzité v této praci byl prokazan in vitro. U zvifat se zda, ze biologicka dostupnost 1é¢iva by
méla byt vyssi a jeho ucinek prevladajici, protoze neni nutni degradace vlaken PCL anebo difuze u¢inné
latky z jejich hmoty, aby doslo k uvolnéni gentamycinu. Navic uvoliiovani ze vzorki GEN i VitE bylo

podpoteno zvySenou teplotou na 37 °C.

Predpoklad prispévku a-tokoferolu coby antioxidantu k hojeni chronické rany za p¥itomnosti
zvoleného antibiotika se bohuzel potvrdit nepodatilo. Dosazené vysledky lze vysvétlit mnoha zpusoby,
jednim z nich by mohlo byt technické omezeni experimentalniho uspofadani.

Zajem o pouzivani piirodnich G¢innych latek s antioxida¢nimi ucinky k 1é¢bé koznich defektt
amnoha dalSich nepfiznivych zdravotnich stavii, vyznamné vzrostl v 80. a 90. letech 20. stoleti. V tomto
obdobi byl testovan také vitamin E se slibnymi experimentalnimi vysledky pravé v oblasti topické
aplikace (Gonzalez Flecha, a dalsi, 1991), ovSem jeho piiznivé ucinky na hojeni koznich ran byly
zaroven jinymi autory zpochybnovany. (Havlik, a dalsi, 1997) (Jenkins, a dalsi, 1986)

Na uc¢inky riznych antioxidant( v hojeni ran se S obnovenym zajmem, ov§em pievazné kriticky
zamétuje také fada recentnich studi. (Viafia-Mendieta, a dalsi, 2022) (Comino-Sanz, a dalsi, 2021)

(Neha, a dalsi, 2019). Autofi se shoduji, Ze reaktivni formy kysliku (ROS) jsou klicovymi regulatory
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né¢kolika fazi hojeni ran. Nizké urovné ROS jsou vnimany jako nezbytné pro proces potlaceni infektu
a hojeni defektu (Dunnill, a dalsi, 2017). Nadmémy oxidac¢ni stres plsobici na buiiky tkané a snizeni
jejich antioxidaéni schopnosti, zejména v ptipad¢ jinych nemoci organismu (komorbidit) ma za nasledek
redoxni nerovnovahu, ktera je hlavni pfi¢inou nehojicich se ran, zejména diabetickych. (Cano Sanchez,
a dalsi, 2018) Kim a kol. dokonce naznacuji, Ze vysoké trovné oxida¢niho stresu v kombinaci
s bakterialni infekci jsou zasadnim predispozi¢nim faktorem podporujicim rozvoj chronické rany. (Kim,
a dalsi, 2019) Prokazani ucinku anebo klinického piinosu konkrétnich antioxidantti ovSem hodnoti

autofi Casto kriticky, nebo je nepovazuji za signifikantni.

Specificky na vitamin E byla zaméfena starsi studie Zampieriho, ktera hodnotila u¢inky jeho
topické aplikace pii 1€cbé incizi u déti. (Zampieri, a dalsi, 2010) Déti byly 1éeny lokalné vazelinou jako
kontrolou nebo topickou formulaci vitaminu E. U déti predlécenych a nasledné osetienych formulaci
vitaminu E byla pozorovana snizena tvorba jizev a keloidi béhem hojeni, coz do ur¢ité miry odpovida
dosazenym experimentalnim vysledkim v této praci. Ackoli popsany vysledek je slibny, tuto studii
bohuzel nelze akceptovat jako zcela validni, jelikoZ nepouzila adekvatni formulaci testované latky. Jako
kontrola byla adekvatné pouzita vazelina, nicméné testovana topicka formulace vitaminu E ve vazeling
obsahovala zaroven ricinovy olej a palmitat, které byly pouzity k urychleni hojeni ran v jinych studiich.
(Gray, a dalsi, 2004) (Carson, a dalsi, 2003)

Tanayidin a dalsi zhodnotili naopak topickou aplikaci vitaminu E na kozni jizvy a hojeni ran
s nelichotivymi vysledky. Dosli k zavéru, ze monoterapie topickou aplikaci vitaminu E dosud
neposkytla dostateéné diikazy o jejim vyznamném piiznivém ucinku na vzhled jizvy, které by
ospravedlnily jeji $irsi pouziti (Tanaydin, a dalsi, 2016).

V roce 2018 byla publikovana nékolik studii, které se zaméfily na enkapsulaci vitaminu E, resp.
a-tokoferolu v lipidovych nanoformulacich uréenych pro podporu hojeni koznich ran. Caddeo a kol.
pozorovali antioxida¢ni G¢inek transferosomu, nanovezik na bazi sojového fosfatidylcholinu-Tween,
naplnénych a-tokoferolacetatem, proti peroxidu vodiku a priichod téchto astic ptes praseéi kiizi ex vivo.
Tyto transferozomy dokonce podporovaly bunécnou proliferaci a migraci epidermalnich keratinocytti
(HaCaT) a 3T3 dermalnich fibroblastt, coz vedlo ke zrychleni uzavirani rany (Caddeo, a dalsi, 2018).
Bonferroni zapouzdiil a-tokoferol do chitosan oleatu, amfifilni polymerni lipidové soli, a pozoroval
invitro statisticky rozdil v proliferaci keratinocyti exponovanych chitosan oleidtu s obsahem
a-tokoferolu ve srovnani se skupinou exponovanou pouze chitosan oleatu po 24 hodinach. Béhem
7denni inkubace vSak buiniky na chitosan oleatu, prosperujici z poc¢atku pomaleji, dosahly hodnot
skupiny v prostfedi s a-tokoferolem (Bonferoni, a dalsi, 2018), coz naznaCuje bud’ niz8§i zapojeni
a-tokoferolu do pozdé&jsi proliferace keratinocytt, nizsi biologickou dostupnost aktivni molekuly. nebo
obecny nedostatek koncentrace molekuly 7. den. Tyto prace naznacuji, ze spravny vybeér lipidu, resp.

formulace drug delivery systému jsou pro uspéch a-tokoferolu zasadni.
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Horikoshi dokonce nalezl signalni drahu polarizace keratinocytli prostfednictvim
a-tokoferolové regulace Par3 a lokalizace aPKC a vznik komplexu béhem hojeni rany (Horikoshi, a
dalsi, 2018).

Na a kol. o néco pozdé&ji vytvofili samostatné sestavené ferrocenové nanokapsle naplnéné
a-tokoferolem. Tyto nanokapsle prokazaly vlastnosti vychytavani ROS na fibroblastech 3T3 a dokonce
i hojivé vlastnosti, které byly testovany na tzv. scratch testu (Na, a dalsi, 2021). Horikoshiho vysledky
by potvrdily dosazené experimentalni vysledky vice definované derma, protoze keratinocyty se lokalné
pohybuji, ale zbytek studii nemiizeme s jistotou potvrdit. Vitamin E je také dalS$imi autory stale vice
uznavan spiSe jako modulator imunitniho systému a zanétu, jak Siroce diskutuji Lewis a dalsi

v publikovaném piehledu (Lewis, a dalsi, 2019).

Protoze a-tokoferol je rozpustny v tucich, byl v ramci technickych vychodisek experimentu pro
myristilalkohol, mastny alkohol Siroce pouzivany v kosmetice, v topickych aplikacich jako koemulgator
ale i pro pfipravu peroralnich formulaci, ktery je za stanovenych koncentraci netoxicky. MA se pfi
topické aplikaci osvédCil napf. v boji proti bakteriim vyvoldvajicim paradentdozu u kralikd.
podporoval obnovu parodontalni tkdn€ (Hasturk, a dalsi, 2007) (Hasturk, a dalsi, 2009) Jeho pfitomnost

by tedy neméla provedeny experiment negativné ovlivnit.

Bylo ovSem také popsano, ze nasycené mastné alkoholy, jako je MA, zvySuji penetraci
melatoninu kizi. (Kanikkannan, a dalsi, 2000) Nejvyssi prinik melatoninu ktizi potkana byl pozorovan
u dekanolu a se zvySujici se délkou uhlikového fetézce mirné klesal. Pozitivni vliv na prunik lipofilnich
1é¢iv byl vSak doprovazen podrazdénim kuze. Transepidermalni ztrata vody (TEWL) tetradekanolu byla
nejvyssi (48,4 g.m?) mezi ostatnimi alkoholy po 48 hodinach. Skore erytému tetradekanolu (1,3) se
zvysilo u dekanolu (1,7) az po dodekanol (2,0) a snizilo se u tridekanolu (skoére 1,0). U tridekanolu
a tetradekanolu bylo pozorovano opozdéné podrazdéni vzhledem k jejich lipofilnimu charakteru, rychla

difuze do stratum corneum, ale pomalejsi diftize do vodné epidermis. (Kanikkannan, a dalsi, 2002)

Naguib a Valvano uvedli, Ze jak ve vodé, tak v tuku rozpustné formy vitaminu E inhibovaly
vazbu bakteridlniho lipokalinového proteinu BcenA, produkovaného gramnegativnimi bakteriemi
Burkholderia Cenocepacia, na antibiotika. Nasledné byla in vitro prokazana zvysena MIC norfloxacinu
a ceftazidinu (Naguib, a dalsi, 2018).

Naopak inhibi¢ni t¢inek a-tokoferylacetatu na tvorbu biofilmu in vitro za pouziti riznych
bakterialnich kmend, napf. S. aureus a dale Staphylococcus epidermidis, Proteus mirabilis
a Pseudomonas putida, prokazal Vergalito. (Vergalito, a dalsi, 2019) Autofi také prokazali sniZzenou

tvorbu biofilmu S. aureus a S. epidermidis na mocovych katétrech modifikovanych vitaminem E.
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Dalsi vysvétleni hor§ich vysledkii krytd VitE, mnohem jednodussi, nabizi souvislost
s pritomnosti bakterialni infekce. Pro spravné fungovani pfirozené imunity vi¢i infekci jsou nezbytnou
zbrani organismu volné oxidaéni radikaly. Jak Wink a kol. Siroce diskutoval a objasnil, role redoxnich
molekul, jako jsou ROS a NO, jsou zasadni v imunité savcti a dokonce i v regulaci tkanové regenerace.
Kombinace reaktivnich oxidacnich a dusikatych latek vytvari u¢inny baktericidni nastroj. (Wink, a dalsi,
2011) V ptipadé¢ infikované rany, ktera odpovida pouzitému experimentalnimu nastaveni s aplikovanou
smési S. aureus a P. aeruginosa, mohl antioxida¢ni G¢inek a-tokoferolu, jako lapace volnych radikald,
zpozdit spravnou imunitni reakci a zhorsit proces hojeni. Niki navic tvrdi, Ze a-tokoferol vychytava
hlavné peroxylové radikaly (RO2¢), coz naznacuje jeho roli v infikované hojici se rané (Niki, 2014).
Nicméné a-tokoferolova specifi¢nost vychytavani radikaltt RO2 nemusi byt primarnim divodem nasich

negativnich vysledkd.

Wink a kol. uvadi, Zze NO, redoxni imunomodulator zapojeny do zanétu, regenerace tkani,
bunécné proliferace, restrukturalizace extracelularni matrix a dokonce revaskularizace, je lipofilni
molekula (Wink, a dalsi, 2011). Na zakladé obecné horsich vysledka histologickych rozbort hodnoceni
aplikace PCL vlaken, hydrofobni struktura na jedné strané a lipidova vrstva SLP nabita aktivnimi
molekulami na strané druhé, v modelu chronické rany s indukovanou bakterialni infekci nemusi vytvaret
nejlepsi prostfedi k jejimu vymyceni. Kombinace PCL, gentamycinu a a-tokoferolu v ¢isté,
neinfikované ran¢ proces hojeni nezhorsila. Tyto vysledky souhlasi se studii 1é¢by akutnich koznich
defektd, kde PCL nanovlakna vykazovala horsi vysledky nez hydrofilni polyvinylalkoholova
nanovlakna (Buzgo, a dalsi, 2019).

Popsané vysledky bylo tieba také posoudit z hlediska potencialu plnit vybrané pozadavky,
které byly v ramci prace identifikovany. Podle Wanga je zohlednéni pozadavki na zdravotnicky
prostiedek dilezitym krokem uz od ranych fazi vyzkumu a vyvoje. V ramci pfezkumu je tieba definovat
zejména technické pozadavky a souvisejici normy, které jsou na dany vyrobek aplikovatelné, tj. zejména
pozadavky obecné zavaznych piedpist a narodnich norem nebo pramyslovych standardi. Konkrétné by
mély byt jiz ve vyzkumné-vyvojovych fazich definovany detailni technické pozadavky, jako jsou
zkusebni metody a kritické hodnoty vysledkt. Pozadavky norem a ptedpisti jsou formulovany tak, aby
jednoznaéné vymezily naroky na materialy, procesy a finalni vystupy tak, aby byla zajisténa jejich
bezpecnost a ucinnost. Vyzkumnik tedy musi relevantni pozadavky vyhledat a identifikovat, které by
mély byt aplikovany jako technické pozadavky na vystup. (Wang, a dalsi, 2022)

Kromeé plnéni pozadavki na vystupy, které bylo Siroce diskutovano vyse, prispély experimenty
k ovéfeni proveditelnosti koncepce piipravy kryti ran v ambulantnich podminkach pomoci
funkcionalizac¢niho zatizeni, jelikoz polozily zaklad pro dokumentaci souvisejicich validac¢nich
kvalifika¢nich procest. Borkenstein doporucuje, aby vyrobni procesy zdravotnickych prostiedku, byly
béhem celého zivotniho cyklu fizeny podle spravné vyrobni praxe (GxP/GMP), aby bylo mozné

zdravotnické prostfedky uvést na trh v souladu s regulatornimi pozadavky. Podle pravidel GMP musi
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byt vyrobni proces ,.kvalifikovany*“. Cilem kvalifikace je dle tohoto autora poskytnout dokumentovany
dikaz, ze vyrobni proces, véetné dodavatelt vstupt, je jednak v jiz bézici vyrobé realizovan v souladu
s dokumentaci, ale zejména ze funguje reprodukovatelné v definovanych rozsazich, tedy dodava
pozadovany vysledek. (Borkenstein, a dalsi, 2023) Timto vystupem je v piipadé funkcionalizacniho
zatizeni, které je zcela zasadni soucéasti vyrobniho procesu, kryt rany s dopliikovym t¢inkem podle
stanovenych technickych specifikaci.

Konkrétni slozeni funkcionaliza¢ni formulace tvofilo do zna¢né miry technicka vychodiska.
Z pohledu kvalifikace funkcionaliza¢niho zafizeni lze konstatovat, Ze jednotlivé vzorky vykazovaly
konzistentni sledované parametry (napf. biokompatibilitu) a indikuji tak zajiSténi potfebné
opakovatelnosti procesu piipravy, tedy potencial funkcionalizaéniho zafizeni naplnit pozadavky
kvalifikace. Tim do$lo do zna¢né miry také k ovéFeni eSeného konceptu, resp. vyslovené teze ve
vztahu K pouzitelnosti v klinické praxi. Jak ve své praci upozoriiuje Derakhshandeh a dalsi, zajisténi
dodavky terapeutik, ktera prerusuji patofyziologické procesy a navozuji fyziologické hojeni, se ukazalo
jako velmi slibna terapie. Vzhledem ke slozitosti obtizné se hojicich ran miiZze ¢asoprostorova distribuce
podavanych terapeutik zasadné ovlivnit rychlost a kvalitu hojeni. Paradigma podavani 1kt v pééi o rany
se musi dle tohoto autora posunout k zaméfeni na ,,co, kdy, kde*, aby se vyfeSila tato patologicka
slozitost. Toho dosahuji chytré systémy, které mohou aktivné tidit rychlost podavani a distribuci 1ék.
(Derakhshandeh, a dalsi, 2020) Vedle experimentalni pfistrojové techniky, které je feSena v citované
studii, jsou efektivnim néstrojem pravé personalizované kryty ran s doplitkovym ucinkem podle
popsaného konceptu, pro jejichz pfipravu je mozné kvalifikovat popsané funkcionaliza¢ni zatizeni.

Lze také do zna¢né miry akceptovat zamysleny piinos pro prokazani potencialu pro rozsiieni
personalizace péce i na péci o ranu. Jak uvadi Faramarzi, v souc¢asné klinické praxi péce o rany personal
zajist'ujici zdravotni péci provadi klinické posouzeni rany, na jeho zakladé vybira kryti a poté monitoruje
hojeni v reakci na 1é¢bu. Urceni primarni patologie u komplikovanych ran vSak neni vzdy jednoduché
a lékatii mohou zménit 1é¢ebnou strategii az poté, co se nedostavi klinicka odpovéd’ na pocatecni 1é¢bu.
Systém, ktery by dokazal presné detekovat stavy rany, jako je nedostate¢né hojeni, nekroticka tkan nebo
superinfekce, a uc¢inné se zaméfovat na jedine¢né patologické stavy jednotlivce, by zpusobil revoluci
V pécCi o rany a drasticky snizil zat€z pro systémy zdravotni péce. (Faramarzi, a dalsi, 2021) Logickym
komplementem takového systému je popsany systém piipravy personalizovanych krytd ran s vyuZzitim
funkcionaliza¢niho zafizeni. Systém vyuZzivajici sériové vyrabény nanovlakenny nosi¢ s garantovanymi
parametry, ktery je funkcionalizovan na zafizeni umoznujicim nastaveni fady parametrli (zejména
obsahu u¢inné latky v casticich a celkového objemu ukladanych castic), poskytuje v tomto ohledu

aktualné alternativu s velmi vysokou ptidanou hodnotou.

Dil¢im ovéfenim navrhu funkcionaliza¢niho zatizeni bylo dosazeno také kyzeného pfrinosu pro
biomedicinské inZenyrstvi, jelikoZ vyvoj terapeutickych a rehabilitaénich procedur a zejména techniky

jsou jeho vyznamnou soucasti. (Enderle, a dalsi, 2012)

90



7. ZAVER

Disertacni prace se zaméfila na komplexni feSeni vyzkumu a vyvoje v oblasti jedné iterace
ovéfeni navrhu zdravotnického prostiedku a zatizeni pro jeho produkci. Resena tematika byla specificka
také zamétenim na dil¢i predklinické ovéteni vystupu pripraveného funkcionalizacnim zatizenim, které
se samo o sob¢ jako zdravotnicky prosttedek nekvalifikovalo. Tento vystup, kryt rany s doplitkovym
ucinkem, byl také posouzen z pohledu regulace jako ve vice ohledech hrani¢ni. Tato komplikovana
analyza ovSem pfinesla zaroven zajimavé vysledky z pohledu moznosti relativné rychlého uplatnéni

vystupu v klinické praxi formou tzv. in house zdravotnickych prostiedkl ve zdravotnickém zatizeni.

V ramci prace byla prakticky demonstrovana zejména posloupnost jednotlivych kroku pfipravy,
realizace a vyhodnoceni testovani, a to se zohlednénim protichiidnych priorit vyzkumnika a vyrobce
ataké scilem provést syntézu védeckych a technickych pozadavki s pozadavky regulatornimi.
Specifickou, nikoli trivialni otazkou v ramci designu experimentu, byla otazka, které aspekty jiz
testovat, a které je racionalni zkouset az po finalni stabilizaci navrhu testovaného zdravotnického
prostiedku.

S vyuzitim feSeného zafizeni byly piipraveny a hodnoceny kryty ran s doplikovym ucinkem
podle technickych vychodisek, tedy nanovlakenné substraty z polykaprolaktonu obohacené
0 antibiotikum (gentamycin) a antioxidant (vitamin E ve form¢ a tokoferolu), enkapsulované v pevnych
lipidovych ¢asticich z myristilalkoholu. Zvolena varianta krytu, identifikovana v ramci kontrolnich
charakterizaci jako nejslibnéjsi kandidat, prokazala sledované aspekty G¢innosti v ramci in vitro

experimentd, coz podpoftilo ptedchozi laboratorni vysledky vyrobci.

V ramci in vivo experimentu na my$im modelu se podafilo uspé$né simulovat chronickou ranu
kombinovanou aplikaci bakterialni smési S. aureus a P. aeruginosa a silikonovych O-krouzki do
indukované rany. Provedeny in vivo experiment poskytl celou fadu dale vyuzitelnych poznatku.
Zejména nebyly indikovany reakce, které¢ by znacili ze testované prostfedky nejsou biokompatibilni,
coz byl zasadni sledovany aspekt ve vztahu k predklinické bezpe€nosti fesenych prostiedkt. Z hlediska
antibakterialni c¢innosti byla indikovana potfeba parametrické upravy krytu za tcelem zvySeni
antibakterialniho u¢inku pomoci vyssi dodané davky gentamycinu, coby antibiotika uvolnéné do rany,
ktera je pln¢ v praktickych moznostech funkcionaliza¢niho zafizeni. Zaroven se jako relevantni jevi
zavér, Ze a-tokoferol jako antioxidant by nemél byt aplikovan pied eradikaci bakterialni infekce v 16¢bé
chronické rany. | tento novy pozadavek, vzeSly z provedeného testovani, je z pohledu navrzeného
konceptu feSitelny, a to bud’ definovanim ,,kaskady“ po sobé aplikovanych variant krytu rany ale
i v ramci jednotlivého krytu, kdy drug delivery systém muize zabezpecit odklad uvolnéni jedné ze slozek
zajistyjicich doplitkovy téinek krytu, specificky antioxidantu. Tyto a dalsi, zejména provozni poznatky
budou aplikovany v procesu navrhu a vyvoje nejen konkrétni verze krytu, ale i funkcionaliza¢niho

zafizeni.
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Tato prace vSak zejména Uspesné prispela k prokéazani proveditelnost koncepce ptipravy kryti
ran v ambulantnich podminkdch pomoci vhodného funkcionaliza¢niho zafizeni, tedy prokazala
ovétovanou tezi. Vedle potencidlniho vyuziti navrZzeného inovativniho pfistupu v oblasti urgentni
mediciny, vale¢né mediciny anebo mediciny katastrof byl také realizovan ptispévek pro rozvoj oboru
biomedicinského inzenyrstvi, a to vytvofenim aplikaci a propojenim poznatkl z oblasti ovérovani

navrhu klinické techniky a zkouSeni zdravotnického prostredku.
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8. REJSTRIKY A SEZNAMY

8.1 Seznam zkratek

AFM
aPKC
CAS

CEN
CENELEC
CFA

DC
EDS/EDX
FBS

FDA
FRAP
FTIR

GEN
GMP
GPMT
GSPR

h-CLAT
HaCaT

HE

atomic force microscopy (mikroskopie atomarnich sil)
atypical protein kinase C (atypické proteinkinasy C)
Chemical Abstracts Service US

European Committee for Standardization

European Committee for Electrotechnical Standardization
colony formation assays (esej pro analyzu kolonii tvoticich jednotek)
direct current (stejnosmérny proud)

energeticky disperzni rentgenova spektroskopie

fetal bovine serum (fetalni bovinni sérum)

Food and Drug Administration

Ferric Reducing Ability of Plasma

Fourier-transform infrared spectroscopy (infraervena spektroskopie s Fourierovou

transformaci)

gentamycin (pro oznaceni vzorki)

good manufacturing practice (dobra vyrobni praxe)

guinea pig maximisation test (maximaliza¢ni test na mor¢atech)

General Safety and Performance Requirements (obecné pozadavky na bezpe¢nost a
ucinnost)

human Cell Line Activation Test

spontann¢ transformovana aneuploidni nesmrtelna keratinocytova bunééna linie z kiize
dospélého ¢loveka

hematoxylin-eosin

HPLC-FLD high-pressure liquid chromatography - fluorimetric detector (kapalinova chromatografie

HRP
HTA
IDST
IEC
ISO

S fluorimetrickym detektorem)

horseradish peroxidase (kfenova peroxidaza)

Health Technology Assessment (hodnoceni zdravotnickych technologii)
intradermal skin tests (intradermalni kozni testy)

International Electrotechnical Commission (Mezinarodni elektrotechnicka komise)

International Organization for Standardization (Mezinarodni organizace pro normalizaci)
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IWJ International Wound Journal
LB lyzogenni bujon

LC-MS Liquid chromatography—mass spectrometry (kapalinova chromatografie s hmotnostni

spektrometrii)
LLNA local lymph node assay (test lokalnich lymfatickych uzlin, u mysi)
MA myristilalkohol (pro oznacené vzork)

MDCG Medical Device Coordination Group

MEDDEV Medical Devices Documents (pokyny pro zdravotnické prostredky)

MDR Medical Devices Regulation

MDR Multidrug Resistant Bacteria

MF mikrofluidni

MIC minimum inhibitory concentration (minimalni inhibi¢ni koncentrace)
MTT 3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid

NBOG Notified Body Operations Group

NLC nanostructured lipid carriers

NR neutral red (neutralni Gerven)

o/w oil/water (olej do vody)

ORAC oxygen radical absorbance capacity

PBS phosphate buffered saline (fosfatem pufrovany fyziologicky roztok)

PMCF Post Market Clinical Follow-Up (studie po uvedeni na trh)

PMS Post-Market Surveillance (poprodejni sledovani)

PSAE Pseudomonas aeruginosa, téz P. aeruginosa

PSR Picro-Sirius Red

PTFE Polytetrafluorethylen

PUV ptihlaska uzitného vzoru

PV ptihlaska vynalezu

QFD Quality Function Deployment

RhE reconstituted human epidermis (rekonstruovana lidska epidermis)

RZPRO registr zdravotnickych prostiedki
s.C. subcutaneum (podkozn¢)
SEM scanning electron microscope (skenovaci elektronova mikroskopie / skenovaci

elektronovy mikroskop)
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SIMS secondary ion mass spectrometry (hmotnostni spektrometrie sekundarnich ionta)

SLS static light scattering (staticky rozptyl svétla)

SLM solid lipid microparticles

SLN solid lipid nanoparticles

SMA smooth muscle actin

STAU Staphylococcus aureus, téZ S. aureus

STM single tube method

TEAC trolox equivalent antioxidant capacity

TEWL transepidermal water loss (transepidermalni ztrata vody)

TRAP total radical-trapping potential

uv ultrazvuk

UEM Ustav experimentalni mediciny Akademie véd CR, v.v.i.
UMG Ustav molekularni genetiky AV CR, v. v. i.

VaVal vyzkum, vyvoj a inovace

w/o water/oil (voda do oleje)

XPS/ESCA rentgenova fotoelektronova spektroskopie
XTT tetrazoliova stl

ZP zdravotnicky prostiedek

8.2 Seznam obrazku

Obrazek 1: FunkcionalizaCni ZaliZeNT ..........ocoviiiiiiiiiiiiic e 17
Obrazek 2: Priklad technického feSeni funkcionalizacniho zafizeni...........ccoovvoeiiiiiiiiiciinic 19
Obrazek 3: Priklad technického feSeni funkcionaliza¢niho zatizeni (detail komory)...........cccocernenne. 19
Obrazek 4: Linedrni davkovace béhem testovani komponenty za ucelem kvalifikace. ............ccccvennee. 21
Obrazek 5: 3D model magnetického michadla vlastni KOnStrukce ......c.oocvevvvvvviiiinieiieiie e 22
Obrazek 6: Magnetické michadlo vlastni KONStrukce ..........ooeoviiiiiiiniin e 22
Obrazek 7: Kryt rany po funkcionaliZacl .........coeieeriiiiiieiiiiieie s 24
Obrazek 8: Schematické vyjadieni funkce feSeného Krytu rany ........covoveviiiiiiiinc e 26
Obrazek 9: Iterativni povaha navrhu a vyvoje zdravotnického prostiedku...........ccoovvviiiiiiiiicnennnn 29
Obrazek 10: Aplikace funkcionalizovan€ho Krytu rany .........ccccovvveiniiieiinie e 42

Obrazek 11: Ilustrativni graf koncentrace antibiotika v rané v zavislostni na ¢ase expozice krytu...... 43


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/trolox
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/antioxidant-capacity

Obrazek 12: Postup hodnoceni publikované literatury pro predklinické hodnocent..............cocvevenee. 52

Obrazek 13: Detail zvlaknovaci komory zatizeni GradeTechLine, verze 1.1.......ccccooiviiiiiiiiinnennnn 60
Obrazek 14: Detail jedné zvlaknovaci komory zatizeni INOCUTe...........cevviviiiiiiii e 60
Obrazek 15: Koncepce testovani funkcionalizovaného krytu rany in vitro a in vivo .........cccccecvernenee. 68
Obrazek 16: Struktura testovanych vzorkil analyzovand pomoci SEM .........cccccovviiiiiiinnnninecennnn, 71
Obrézek 17: SEM analyzy struktury vytvorenych SLP. .......ccccoiiiiiiiiiiiiie e 72
Obrazek 18: Struktura SLP ¢astice s povrchem zvrasnéného charakteru pomoci SEM. ..........ccccoe..e... 73
Obrazek 19: Vysledky diskového difuzniho testu antibakteridlni GEINNOSt ......evvvvevveiiinieiieiieeiee, 74
Obrazek 20: Uginnost vzorkli na bakterie S. AUTEUS. ........c..ccoevererrererresessessessesseseeseesssssssessessesssens 75
Obrazek 21: Uginnost vzorkli na bakterie P. ACTUZINOSA. .........ccc.revrvererreeereeeresseseesssssessessessessensenens 75

8.3 Seznam tabulek

Tabulka 1: Prehled ¢asti normy ISO 10993 .. ...t 35
Tabulka 2: Piehled poZzadavkt vybranych K feSeni............cooeviiiiiiiiiiiiiiii e 49
Tabulka 3: Varianty nosi¢e zahrnuté do teStOVANT. ....... ..ottt 59
Tabulka 4: Varianty SLP zahrnuté do teStOVANL. ...........o.oiiiiiii e, 61
Tabulka 5: Varianty SLP dle obsahu GEN V SUSPENZI...........ooviriiiniiiiiiiiiiiieieeieeeeeaan 62
Tabulka 6: Oznaceni testovani podle pouzitich bakterialnich kment.......................oon. 63
Tabulka 7: SKUpiny v in VIVo eXPerimentU ..........ooiriiirii e 69
Tabulka 8: Histologické hodnoceni morfologickych zmén a hojeni ran..................coooeeveininin.n. 70
Tabulka 9: Piehled plnéni pozadavki na zakladé vysledkl testovani.................ocoeiiiiniiinn.... 79

8.4 Seznam pouZzité literatury

Abdul Khodir, Wan et al. 2018. Encapsulation and characterization of gentamicin sulfate in the
collagen added electrospun nanofibers for skin regeneration. Journal of functional biomaterials. 2018,
Sv. 9, 2, str. 36.

Abud, Ana P. R. et al. 2015. The use of human adipose-derived stem cells based cytotoxicity assay for
acute toxicity test. Regulatory Toxicology and Pharmacology. 2015, Sv. 73, 3.
Adams, Alison K. a Connolly, Suzanne M. 2010. Allergic contact dermatitis from vitamin E: the

experience at Mayo Clinic Arizona, 1987 to 2007. DERM. 2010, Sv. 21, 4, stranky 199-202.

Aghaei, Halimeh a Solaimany Nazar, Ali Reza. 2019. Continuous production of the nanoscale
liposome in a double flow-focusing microfluidic device. Industrial & Engineering Chemistry Research.
2019, Sv. 58, 51, stranky 23032-23045.

96



Ahmad, Naveed. 2023. In Vitro and In Vivo Characterization Methods for Evaluation of Modern
Wound Dressings. Pharmaceutics. 2023, Sv. 15, 1, str. 42.

Akram, Salman et al. 2021. Water-in-oil nano-emulsions prepared by spontaneous emulsification:

New insights on the formulation process. Pharmaceutics. 2021, Sv. 13, 7.

Alam, Md Nur et al. 2013. Review on in vivo and in vitro methods evaluation of antioxidant activity.
Saudi pharmaceutical journal. 2013, Sv. 21, 2, stranky 143-152.

Alam, Wahila, Hasson, Jonathan a Reed, May. 2021. Clinical approach to chronic wound
management in older adults. Journal of the American Geriatrics Society. 2021, Sv. 69, 8, stranky 2327-
2334.

Alvarez-Suarez, José M. et al. 2014. The composition and biological activity of honey: a focus on
Manuka honey. Foods. 2014, Sv. 3, 3, stranky 420-432.

Ambekar, Rushikesh S. a Kandasubrama, Balasubramanian. 2019. Advancements in Nanofibers
for Wound Dressing: A Review. 2019, 117, stranky 304-336.

Andrade, Jacqueline C. et al. 2014. Enhancement of the antibiotic activity of aminoglycosides by
alpha-tocopherol and other cholesterol derivates. Biomedicine & Pharmacotherapy. 2014, Sv. 68, 8,
stranky 1065-1069.

Arbade, Gajanan K. et al. 2018. Antibacterial, sustained drug release and biocompatibility studies of
electrospun poly (e-caprolactone)/chloramphenicol blend nanofiber scaffolds. Biomedical Physics &
Engineering Express. 2018, Sv. 4, 4, str. 045011.

Arevalo, John et al. 2014. Histopathology image representation for automatic analysis: A state-of-the-
art review. Revista Med. 2014, Sv. 22, 2, stranky 79-91.

Ballantyne, Christie M. a Nambi, Vijay. 2005. Markers of inflammation and their clinical
significance. Atherosclerosis Supplements. 2005, Sv. 6, 2, stranky 21-29.

Balouiri, Mounyr et al. 2016. Methods for in vitro evaluating antimicrobial activity: A review. Journal
of pharmaceutical analysis. 2016, Sv. 6, 2, stranky 71-79.

Baranowska-Korczyc, Annaet al. 2016. Antimicrobial electrospun poly (e-caprolactone) scaffolds for
gingival fibroblast growth. RSC advances. 2016, Sv. 6, 24, stranky 19647-19656.

Benzie, Iris F. a Strain, John J. 1996. The ferric reducing ability of plasma (FRAP) as a measure of

“antioxidant power”: the FRAP assay. Analytical biochemistry. 1996, Sv. 239, 1, stranky 70-76.

Bhattacharyya, Sayani a Sogali, Bharani S. 2019. Application of statistical design to assess the critical
process parameters of ethanol injection method for the preparation of liposomes. Dhaka University

Journal of Pharmaceutical Sciences. 2019, Sv. 18, 1.

97



Bonferoni, M. C. et al. 2018. Alpha tocopherol loaded chitosan oleate nanoemulsions for wound
healing. Evaluation on cell lines and ex vivo human biopsies, and stabilization in spray dried Trojan
microparticles. European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics. 2018, Sv. 123, stranky 31-
41.

Borkenstein, Clemens et al. 2023. Integrated Qualification of Manufacturing Systems for Medical
Devices. [autor knihy] Christian Baumgartner, Johann Harer a Jorg Schrétt. Medical Devices and In

Vitro Diagnostics. Cham : Springer, 2023.

Bossert, James L. 2021. Quality function deployment: The practitioner's approach. Boca Raton, NW,
USA : CRC Press, 2021. ISBN 978-1850758846.

Boutrand, Jean- Pierre (ed.). 2019. Biocompatibility and performance of medical devices. Second
Edition. misto neznamé : Woodhead Publishing, 2019. ISBN 9780081026441.

Brat’ka, Petr et al. 2022. The Preparation and Biological Testing of Novel Wound Dressings with an
Encapsulated Antibacterial and Antioxidant Substance. Nanomaterials. 2022, Sv. 12, 21.

Brat’ka, Petr et al. 2020. Brno: NANOCON, 2020. Proceedings of the 12th International Conference
on Nanomaterials—Research & Application. ISBN 9788087294987.

Brezaniova, Ingrid et al. 2016. Temoporfin-loaded 1-tetradecanol-based thermoresponsive solid lipid
nanoparticles for photodynamic therapy. Journal of Controlled Release,. 2016, 241, stranky 34-44.
Buzgo, Matej et al. 2019. Poly-ge-caprolactone and polyvinyl alcohol electrospun wound dressings:
adhesion properties and wound management of skin defects in rabbits. Regenerative medicine. 2019,
Sv. 14, 5, stranky 423-445.

Caddeo, Carla et al. 2018. Tocopherol-loaded transfersomes: In vitro antioxidant activity and efficacy
in skin regeneration. International journal of pharmaceutics. 2018, Sv. 551, 1-2, stranky 34-41.
Caetano, Guilherme F. et al. 2015. Chitosan-alginate membranes accelerate wound healing. Journal
of Biomedical Materials Research Part B: Applied Biomaterials. 2015, Sv. 103, 5, stranky 1013-1022.
Cambiaghi, Alice. 2018. Biological Evaluation of Medical Devices as an Essential Part of the Risk
Management Process: Updates and Challenges of ISO 10993-1: 2018. Eurofins Medical Device Testing.
2018.

Cano Sanchez, Mariola et al. 2018. Targeting oxidative stress and mitochondrial dysfunction in the
treatment of impaired wound healing: a systematic review. Antioxidants. 2018, Sv. 7, 8, str. 98.

Cao, A. 2003. Light scattering. Recent applications. Analytical Letters. 2003, Sv. 36, 15, stranky 3185-
3225.

Carson, Stanley N. et al. 2003. Using a castor oil-balsam of Peru-trypsin ointment to assist in healing

skin graft donor sites. Ostomy/wound management. 2003, Sv. 49, 6, stranky 60-64.

98



Comino-Sanz, Inés M. et al. 2021. The role of antioxidants on wound healing: A review of the current
evidence. Journal of Clinical Medicine. 2021, Sv. 10, 16, str. 3558.

Cooley, Jennifer et al. 2023. Delivery of topical gentamicin cream via platform wound device to reduce
wound infection—A prospective, controlled, randomised, clinical study. International Wound Journal.
2023, Sv. 20, 5, stranky 1426-1435.

Costa-Fernandez, Sandra et al. 2021. Nanostructured lipid carriers containing chitosan or sodium
alginate for co-encapsulation of antioxidants and an antimicrobial agent for potential application in
wound healing. International journal of biological macromolecules. 2021, Sv. 183, stranky 668-680.

Daniel, Amber B. et al. 2018. International regulatory requirements for skin sensitization testing.

Regulatory Toxicology and Pharmacology. 2018, Sv. 95, stranky 52-65.

De Gaetano, Federica et al. 2021. Rutin-loaded solid lipid nanoparticles: characterization and in vitro
evaluation. Molecules. 2021, Sv. 26, 4, str. 1039.

de Groot, Anton C. et al. 1991. Allergic contact dermatitis from tocopheryl acetate in cosmetic creams.
Contact Dermatitis. 1991, Sv. 25, 5, stranky 302-304.

Derakhshandeh, Hossein et al. 2020. A wirelessly controlled smart bandage with 3D-printed
miniaturized needle arrays. Advanced Functional Materials. 2020, Sv. 30, 13, str. 1905544,

Di Marzio, Luisa et al. 2013. Polysorbate 20 vesicles as oral delivery system: in vitro characterization.
Colloids and Surfaces B: Biointerfaces. 2013, Sv. 104, stranky 200-206.

Dobrzanski, L. A. a Hudecki, A. 2014. Structure, geometrical characteristics and properties of
biodegradable micro-and polycaprolactone nanofibers. Archives of Materials Science and Engineering.
2014, Sv. 70, 1, stranky 5-13.

Dowd, Scot E. et al. 2011. Molecular diagnostics and personalised medicine in wound care: assessment
of outcomes. Journal of wound care. 2011, Vol. 20, 5, pp. 232-239.

Duan, Rui, et al. 2009. Properties of collagen from skin, scale and bone of carp (Cyprinus carpio). Food

chemistry. 2009, Sv. 112, 3, stranky 702-706.

Dunnill, Christopher et al. 2017. Reactive oxygen species (ROS) and wound healing: the functional
role of ROS and emerging ROS-modulating technologies for augmentation of the healing process.

International wound journal. 2017, Sv. 14, 1, stranky 89-96.

Elfaky, Mahmoud A. et al. 2019. Development of a novel pharmaceutical formula of nanoparticle lipid
carriers of gentamicin/a-tocopherol and in vivo assessment of the antioxidant protective effect of

a-tocopherol in gentamicin-induced nephrotoxicity. Antibiotics. 2019, Sv. 8, 4, str. 234.

Enderle, John a Bronzino, Joseph. 2012. Introduction to biomedical engineering. Oxford : Academic
press, 2012. ISBN 978-0-08-096121-7.

99



Fahimirad, Shohreh et al. 2021. Efficient removal of water bacteria and viruses using electrospun
nanofibers. Science of the Total Environment. 2021, Sv. 751, str. 141673.

Fang, Robert C. a Mustoe, Thomas A. 2008. Animal models of wound healing: uility in transgenic

mice. Journal of Biomaterials Science, Polymer Edition. 2008, Sv. 19, 8, stranky 989-1005.

Faramarzi, Negar a Tamayol, Ali. 2021. How can smart dressings change the future of wound care?.
Journal of Wound Care. 2021, Sv. 30, 7, stranky 512-513.

Fazli, Mustafa et al. 2009. Nonrandom distribution of Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus

aureus in chronic wounds. Journal of clinical microbiology. 2009, Sv. 47, 12, stranky 4084-40809.

Fink, Arlene. 2019. Conducting research literature reviews: From the internet to paper. misto
neznamé : Sage publications, 2019. ISBN 9781544318479.

Fischer, Hans C. a Chan, Warren C.W. 2007. Nanotoxicity: the growing need for in vivo study.
Current opinion in biotechnology. 2007, Sv. 18, 6, stranky 565-571.

Foshi, D. et al. 1988. The effects of oxygen free radicals on wound healing. International journal of
tissue reactions. 1988, Sv. 10, 6, stranky 373-379.

Fronza, Marcio et al. 2014. Hyaluronidase modulates inflammatory response and accelerates the
cutaneous wound healing. PLoS One. 2014, Sv. 9, 11, str. e112297.

Fryer, M. J. 1992. The antioxidant effects of thylakoid vitamin E (a-tocopherol). Plant, Cell &
Environment. 1992, Sv. 15, 4, stranky 381-392.

Gad, Heba A. etal. 2022. Novel approaches of solid lipid nanoparticles as drug -carrier.

Nanoengineering of Biomaterials. 2022, stranky 107-143.

Gad, Heba A. et al. 2022. Novel approaches of solid lipid nanoparticles as drug carrier. [autor knihy]
Jana Sougata. Nanoengineering of Biomaterials. 2022, stranky 107-143.

Ganesan, Palanivel et al. 2018. Recent developments in solid lipid nanoparticle and surface-modified
solid lipid nanoparticle delivery systems for oral delivery of phyto-bioactive compounds in various

chronic diseases. International journal of nanomedicine. 2018, 13, stranky 1569-1583.

Garti, Nissim. 1988. [autor knihy] Nissim Garti a Sato Kiyotaka. Crystallization and polymorphism of
fats and fatty acids. misto neznamé : M. Dekker, 1988.

Gemeinder, José L. P. et al. 2021. Gentamicin encapsulated within a biopolymer for the treatment of
Staphylococcus aureus and Escherichia coli infected skin ulcers. Journal of Biomaterials Science,
Polymer Edition. 2021, Sv. 32, 1, stranky 93-111.

Germolec, Dori R. et al. 2018. Markers of inflammation. Immunotoxicity Testing: Methods and
Protocols. 2018, stranky 57-79.

Ghasemi-Mobarakeh, Laleh et al. 2019. Key terminology in biomaterials and biocompatibility.

Current Opinion in Biomedical Engineering. 2019, Sv. 10, stranky 45-50.

100



Goeres, Darla M. et al. 2019. Development, standardization, and validation of a biofilm efficacy test:
The single tube method. Journal of microbiological methods. 2019, Sv. 165, str. 105694.

Goldberg, D. 1995. A review of the biodegradability and utility of poly (caprolactone). Journal of

environmental polymer degradation. 1995, 3, stranky 61-67.

Gonzalez Flecha, B. S. et al. 1991. Inhibition of microsomal lipid peroxidation by a-tocopherol and a-
tocopherol acetate. Xenobiotica. 1991, Sv. 21, 8, stranky 1013-1022.

Gorzalczany, Susana B. a Rodriguez Basso, Angeles G. 2021. Strategies to apply 3Rs in preclinical

testing. Pharmacology Research & Perspectives. 2021, Sv. 9, 5, str. e00863.

Gray, Mikel a Jones, David P. 2004. The effect of different formulations of equivalent active
ingredients on the performance of two topical wound treatment products. Ostomy/wound management.
2004, Sv. 50, 3, stranky 34-8.

Grela, Ewa et al. 2018. Current methodology of MTT assay in bacteria — A review. Acta histochemica.
2018, Sv. 120, 4, stranky 303-311.

Guaccio, Angela et al. 2011. Influence of Electrospun Fiber Mesh Size on HMSC Oxygen Metabolism
in 3D Collagen Matrices: Experimental and Theoretical Evidences. Biotechnology Bioengineering.
2011, Sv. 108, 196.

Haase, Hajo et al. 2017. Comparison of methods for determining the effectiveness of antibacterial
functionalized textiles. PLoS One. 2017, Sv. 12, 11, str. e0188304.

Han, Seung-Kyu. 2023. Basics of wound healing”. Innovations and Advances in Wound Healing.
Singapore : Springer Nature Singapore, 2023, stranky 1-42.

Hanke, Larry D. 2012. Surface Characterization for Medical Devices. misto neznamé: ASM

International, 2012. Sv. 24A. ISBN 978-1-62708-198-6.

Hasturk, Hatice et al. 2007. 1-Tetradecanol Complex Reduces Progression of Porphyromonas
gingivalis—Induced Experimental Periodontitis in Rabbits. Journal of periodontology. 2007, Sv. 78, 5,
stranky 924-932.

Hasturk, Hatice et al. 2009. 1-Tetradecanol complex: therapeutic actions in experimental periodontitis.
Journal of periodontology. 2009, Sv. 80, 7, stranky 1103-1113.

Havlik, Robert J. a Commitee, Plastic Surgery Educational Foundation DATA. 1997. Vitamin E
and wound healing. Plastic and reconstructive surgery. 1997, Sv. 100, 7, stranky 1901-1902.
Henriques, Ana et al. 2006. Free radical production and quenching in honeys with wound healing

potential. Journal of Antimicrobial Chemotherapy. 2006, Sv. 58, 4, stranky 773-777.

Holder, lan A. et al. 1997. Mouse models to study wound closure and topical treatment of infected
wounds in healing-impaired and normal healing hosts. Wound repair and regeneration. 1997, Sv. 5, 2,
stranky 198-204.

101



Holman, Robert. 2011. Ekonomie. 5. vydani. misto neznamé : Nakladatelstvi CH Beck, 2011. ISBN
978-80-7400-006-5.

Hong, Huixiao (ed.). 2023. QSAR in safety evaluation and risk assessment. Londyn : Academic Press,
2023. 978-0-443-15339-6.

Horikoshi, Yosuke et al. 2018. a-Tocopherol promotes HaCaT keratinocyte wound repair through the
regulation of polarity proteins leading to the polarized cell migration. Biofactors. 2018, Sv. 44, 2, stranky
180-191.

Hosseini, Rezvan et al. 2022. Processing techniques, test methods and regulatory issues of bioactive
textiles for medical and healthcare uses. Medical Textiles from Natural Resources. misto neznamé :
Woodhead Publishing, 2022, Sv. Woodhead Publishing,, stranky 663-694.

Chakrapani, Yogeshwar V. et al. 2012. Electrospinning of type | collagen and PCL nanofibers using
acetic acid. Journal of Applied Polymer Science. 2012, Sv. 125, 4, stranky 3221-3227.

Chediak, Alex J. a Phillips, Kenneth. 2021. Preclinical Performance Testing of Medical Devices with
Antimicrobial Effects: Shifting the Focus from “Bench” to “Bedside”. U.S. Food & Drug
Administration (FDA). [Online] 26. 05 2021. https://www.fda.gov/science-research/fda-science-
forum/preclinical-performance-testing-medical-devices-antimicrobial-effects-shifting-focus-bench-
bedside.

Chouhan, Dimple et al. 2019. Emerging and innovative approaches for wound healing and skin

regeneration: Current status and advances. Biomaterials. 2019, Sv. 216 , 119267.

James, Garth A. et al. 2008. Biofilms in chronic wounds. Wound Repair and regeneration. 2008, Sv.
16, 1, stranky 37-44.

Jaspart, Séverine et al. 2005. Solid lipid microparticles: formulation, preparation, characterisation,

drug release and applications. Expert opinion on drug delivery. 2005, Sv. 2, 1, stranky 75-87.

Jenke, Dennis. 2022. Extractables and Leachables: Characterization of Drug Products, Packaging,
Manufacturing and Delivery Systems, and Medical Devices. Hoboken, NJ, USA : John Wiley & Sons,
2022. ISBN: 978-1-119-60510-2.

Jenkins, Marilyn et al. 1986. Failure of topical steroids and vitamin E to reduce postoperative scar
formation following reconstructive surgery. The Journal of burn care & rehabilitation. 1986, Sv. 7, 4,
stranky 309-312.

Johnston, Melissa P. 2014. Secondary data analysis: A method of which the time has come. Qualitative

and quantitative methods in libraries. 2014, Sv. 3, 3, stranky 619-626.

Junker, Johan P.E. et al. 2015. Topical delivery of ultrahigh concentrations of gentamicin is highly
effective in reducing bacterial levels in infected porcine full-thickness wounds. Plastic and
Reconstructive Surgery. 2015, Sv. 135, 1, stranky 151-1509.

102



Kacifova, Ivana a Grundmann, Milan. 2015. Terapeutické monitorovani amikacinu a gentamicinu v

rutinni klinické praxi. Vnitrni lékarstvi. 2015, Sv. 61, 1, stranky 33-41.

Kaliamurthy, J. et al. 2005. Comparison of in vitro susceptibilities of ocular bacterial isolates to

gatifloxacin and other topical antibiotics. Ophthalmic research. 2005, Sv. 37, 3, stranky 117-122.

Kandarova, Helena et al. 2018. Pre-validation of an in vitro skin irritation test for medical devices
using the reconstructed human tissue model EpiDerm™, Toxicology in Vitro. 2018, Sv. 50, stranky 407-
417.

Kanikkannan, N. et al. 2000. Structure-activity relationship of chemical penetration enhan-cers in

transdermal drug delivery. Current medicinal chemistry. 2000, Sv. 7, 6, stranky 593-608.

Kanikkannan, N. a Singh, M. 2002. Skin permeation enhancement effect and skin irritation of

saturated fatty alcohols. International Journal of Pharmaceutics. 2002, Sv. 248, 1-2, stranky 219-228.

Kathe, Niranjan et al. 2014. Physicochemical characterization techniques for solid lipid nanoparticles:
principles and limitations. Drug development and industrial pharmacy. 2014, Sv. 40, 12, stranky 1565-
1575.

Kautzky, Florian et al. 1996. In vitro cytotoxicity of antimicrobial agents to human keratinocytes.

Journal of the European Academy of Dermatology and Venereology,. 1996, Sv. 6, 2, stranky 159-166.

Khairnar, Sakshi V. et al. 2022. Review on the scale-up methods for the preparation of solid lipid
nanoparticles. Pharmaceutics. 2022, Sv. 14, 9, str. 1886.

Kim, Jane H. et al. 2019. High levels of oxidative stress and skin microbiome are critical for initiation

and development of chronic wounds in diabetic mice. Scientific reports. 2019, Sv. 9, 1, str. 19318.

Kim, Junhyung et al. 2021. Safety verification for polysorbate 20, pharmaceutical excipient for
intramuscular administration, in Sprague-Dawley rats and New Zealand White rabbits. Plos one. 2021,
Sv. 16, 8, str. e0256869.

Kimber, lan et al. 2018. Skin and respiratory chemical allergy: confluence and divergence in a hybrid

adverse outcome pathway. Toxicology Research. 2018, Sv. 7, 4, stranky 586-605.

Kimna, C., et al. 2019. Novel zein-based multilayer wound dressing membranes with controlled release
of gentamicin. Journal of Biomedical Materials Research Part B: Applied Biomaterials. 2019, Sv. 107,
6, stranky 2057-2070.

Kotulova, D. a Slobodnikova, L. 2010. Susceptibility of Staphylococcus aureus biofilms to
vancomycin, gemtamicin and rifampin. Epidemiologie, mikrobiologie, imunologie: casopis Spolecnosti

pro epidemiologii a mikrobiologii Ceske lekarske spolecnosti JE Purkyné. 2010, Sv. 59, 2, stranky 80-
87.

Kowalska-Krochmal, Beata a Dudek-Wicher, Ruth. 2021. The minimum inhibitory concentration of

antibiotics: Methods, interpretation, clinical relevance. Pathogens. 2021, Sv. 10, 2, str. 165.

103



Koziol, Malgorzata et al. 2014. Gentamicin-impregnated collagen sponge for preventing sternal wound
infection after cardiac surgery. Kardiochirurgia i Torakochirurgia Polska/Polish Journal of Thoracic
and Cardiovascular Surgery. 2014, Sv. 11, 1, stranky 21-25.

Kragh, Kasper N. et al. 2019. Into the well—A close look at the complex structures of a microtiter
biofilm and the crystal violet assay. Biofilm. 2019, Sv. 1, str. 100006.

Kumar, Sacheen a Randhawa, Jaspreet K. 2013. High melting lipid based approach for drug delivery:
Solid lipid nanoparticles. Materials Science and Engineering: C. 2013, Sv. 33, 4, stranky 1842-1852.

Lazarus, Gerald S. et al. 1994. Definitions and guidelines for assessment of wounds and evaluation of

healing. Wound repair and regeneration. 1994, Sv. 2, 3, stranky 165-170.

Leung, Victor et al. 2011. Bioactive nanofibres for wound healing applications. Journal of Fiber

Bioengineering and Informatics. 2011, Sv. 4, 1, stranky 1-14.

Lewis, Erin D. et al. 2019. Regulatory role of vitamin E in the immune system and inflammation.
IUBMB life. 2019, Sv. 71, 4, stranky 487-494.

Li, Zehao et al. 2016. Increased cutaneous wound healing effect of biodegradable liposomes containing
madecassoside: Preparation optimization, in vitro dermal permeation, and in vivo bioevaluation.

International journal of nanomedicine. 2016, stranky 2995-3007.

Li, Zhenyu et al. 2013. Effects of working parameters on electrospinning. [autor knihy] Zhenyu Li a et
al. One-dimensional nanostructures: Electrospinning technique and unique nanofibers. misto neznamé :
Springer, 2013, stranky 15-28.

Lipp, C. et al. 2010. Testing wound dressings using an in vitro wound model. Journal of wound care.
2010, Sv. 19, 6, stranky 220-226.

Liu, Guo-Sai et al. 2018. In situ electrospinning iodine-based fibrous meshes for antibacterial wound

dressing. Nanoscale Research Letters. 2018, 13, stranky 1-7.

Liu, Xuemei et al. 2018. A comparison of in vitro cytotoxicity assays in medical device regulatory

studies. Regulatory toxicology and pharmacology. 2018, Sv. 97, stranky 24-32.

Lochman, Petr, a dalsi. 2012. TOPICALLY-USED GENTAMICIN ATTACHED TO NANOFIBRE
MDOCTM COMPARED WITH GARAMYCIN SCHWAMM® IN AN ACUTE WOUND
INFECTION MODEL. AN EXPERIMENTAL STUDY. Military Medical Science Letters. 2012, Sv.
81, 1, stranky 9-15.

Lux, Linda J. et al. 2014. Pharmacokinetic/Pharmacodynamic Measures for Guiding Antibiotic
Treatment for Hospital-Acquired Pneumonia. National Library of Medicine. [Online] 2014. [Citace: 10.
09 2022.] https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK266264/.

104



Maczynska, Beata et al. 2019. In vitro efficacy of gentamicin released from collagen sponge in
eradication of bacterial biofilm preformed on hydroxyapatite surface. PLoS One. 2019, Sv. 14, 6, str.
e0217769.

Mabher, Sam et al. 2023. Safety of surfactant excipients in oral drug formulations. Advanced Drug
Delivery Reviews. 2023, Sv. 115086.

Machado-Paula, M. M. et al. 2020. A comparison between electrospinning and rotary-jet spinning to
produce PCL fibers with low bacteria colonization. Materials Science and Engineering: C. 2020, Sv.
111, str. 110706.

Martineau et al. 2000. Hydrogel wound dressing containing liposome-encapsulated therapeutic agent.
W02001015750A1 2000.

Mary Ann Liebert, Inc., Publishers. 1988. Final Report on the Safety Assessment of Cetearyl Alcohol,

Cetyl Alcohol, Isostearyl Alcohol, Myristyl Alcohol, and Behenyl Alcohol. Journal of the American
College of Toxicology. 1988, Sv. 7, 3, stranky 359-413.

Masek, Josef a et al. 2018. Carrier. WO2018033744 2018.

Masek. J. et al. 2017. Multi-layered nanofibrous mucoadhesive films for buccal and sublingual
administration of drug-delivery and vaccination nanoparticles-important step towards effective mucosal

vaccines. Journal of Controlled Release. 2017, 249, stranky 183-195.

Mathew, Essyrose et al. 2020. 3D printing of pharmaceuticals and drug delivery devices.
Pharmaceutics. 2020, Sv. 12, 3, str. 266.

Meloni, Marisa et al. 2019. The biological evaluation of medical devices: Transition to 2017/745 MDR
in progress. ALTERNATIVES TO ANIMAL EXPERIMENTATION. 2019, Sv. 36, 3, stranky 472-475.
Mickova, Andrea et al. 2012. Core/shell nanofibers with embedded liposomes as a drug delivery
system. Biomacromolecules. 2012, Sv. 13, 4, stranky 952-962.

Milne, Stephen D. a Connolly, Patricia. 2014. The influence of different dressings on the pH of the

wound environment. Journal of wound care. 2014, Sv. 23, 2, stranky 53-57.

Minsart, Manon et al. 2022. Commercial wound dressings for the treatment of exuding wounds: an in-

depth physico-chemical comparative study. Burns & Trauma. 2022, Sv. 10.

Monteiro, Nelson et al. 2015. Antibacterial activity of chitosan nanofiber meshes with liposomes
immobilized releasing gentamicin. Acta biomaterialia. 2015, 18, stranky 196-205.

Monteiro-Riviere, Nancy A. et al. 2009. Limitations and relative utility of screening assays to assess
engineered nanoparticle toxicity in a human cell line. Toxicology and applied pharmacology. 2009, Sv.
234, 2, stranky 222-235.

Moore, J. et al. 1984. Final report on the safety assessment of polysorbates 20, 21, 40, 60, 61, 65, 80,
81, and 85. J. Am. Coll. Toxicol,. 1984, Sv. 3, stranky 1-82.

105



Murphy, Michael J. 2012. Toxicology Cases. [autor knihy] Michael E. Peterson a Patricia A. Tacott.
Small Animal Toxicology. 2012, 13, str. 133.

Muwaffak, Zaid et al. 2017. Patient-specific 3D scanned and 3D printed antimicrobial
polycaprolactone wound dressings. International journal of pharmaceutics,. 2017, Sv. 527, 1-2, stranky
161-170.

Mwiiri, Francis K. a Daniels, Rolf. 2020. Electrospun nanofibers for biomedical applications. Delivery
of drugs. misto neznamé : Elsevier, 2020, stranky 53-74.

Na, Yoonhee et al. 2021. a-Tocopherol-loaded reactive oxygen species-scavenging ferrocene
nanocapsules with high antioxidant efficacy for wound healing. International journal of pharmaceutics.
2021, Sv. 596, str. 120205.

Naguib, Marwa M. a Valvano, Miguel A. 2018. Vitamin E increases antimicrobial sensitivity by
inhibiting bacterial lipocalin antibiotic binding. Msphere. 2018, 6, stranky e00564-18.

Nanomedic Technologies Ltd. Spincare system. Spincare. [Online] [Citace: 10. 12 2023.]
https://nanomedic.com/.

Narang, Jagriti et al. 2011. A nylon membrane based amperometric biosensor for polyphenol
determination. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic. 2011, Sv. 72, 3-4, stranky 276-281.
National Center for Biotechnology Information. 2004. PubChem Compound Summary for CID 8209,
1-Tetradecanol. PubChem. [Online] 2004. [Citace: 23. 10 2022.] https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
compound/1-Tetradecanol#section=Toxicity.

National Library of Medicine. Compound Summary: Formic Acid. PubChem. [Online] [Citace: 16.
08 2023.] https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/284.

Neha, Kumari et al. 2019. Medicinal prospects of antioxidants: A review. European journal of
medicinal chemistry. 2019, Sv. 178, stranky 687-704.

Niki, Etsuo. 2014. Role of vitamin E as a lipid-soluble peroxyl radical scavenger: in vitro and in vivo
evidence. Free Radical Biology and Medicine. 2014, 66, stranky 3-12.

Nnamani, P. O. et al. 2013. Transdermal microgels of gentamicin. European journal of pharmaceutics
and biopharmaceutics. 2013, Sv. 84, 2, stranky 345-354.

O’Toole, Sharon A. et al. 2003. The MTS assay as an indicator of chemosensitivity/resistance in
malignant gynaecological tumours. Cancer Detection and Prevention. 2003, Sv. 27, 1, stranky 47-54.
Olekson, Melissa A. et al. 2017. Ultrahigh dose gentamicin alters inflammation and angiogenesis in
vivo and in vitro. Wound Repair and Regeneration. 2017, Sv. 25, 4, stranky 632-640.

Omar, Amin a Nadworny, Patricia. 2017. Antimicrobial efficacy validation using in vitro and in vivo

testing methods. Advanced Drug Delivery Reviews. 2017, 112, stranky 61-68.

106



Overstreet, Derek et al. 2015. Local gentamicin delivery from resorbable viscous hydrogels is
therapeutically effective. Clinical Orthopaedics and Related Research®. 2015, Sv. 473, stranky 337-
347.

Papazoglou, Elisabeth S. et al. 2010. Image analysis of chronic wounds for determining the surface

area. Wound repair and regeneration. 2010, Sv. 18, 4, stranky 349-358.

Pecchia, Leandro et al. 2019. Health technology assessment and biomedical engineering: global trends,
gaps and opportunities. Medical engineering & physics. 2019, Sv. 72, stranky 19-26.

Pellevoisin, Christian et al. 2022. 1ISO 10993-23 In vitro irritation testing for medical devices:
Substantiating applicability to mild irritants and non-extractables. Toxicology in Vitro. 2022, Sv. 82, str.
105371.

Peterson, L. R. et al. 1992. Tests for bactericidal effects of antimicrobial agents: technical performance

and clinical relevance. Clinical microbiology reviews. 1992, Sv. 5, 4, stranky 420-432.

Planz, Viktoria et al. 2015. Novel in vitro approaches for the simulation and analysis of human skin
wounds. Skin Pharmacology and Physiology. 2015, Sv. 28, 2, stranky 91-96.

Poljsak, Borut et al. 2013. Achieving the balance between ROS and antioxidants: when to use the

synthetic antioxidants. Oxidative medicine and cellular longevity. 2013, Sv. 2013.

Powers, Jennifer G. et al. 2016. Wound healing and treating wounds: Chronic wound care and
management. Journal of the American Academy of Dermatology. 2016, Sv. 74, 4, stranky 607-625.

Ramazani, Soghra a Karimi, Mohammad. 2014. Investigating the influence of temperature on
electrospinning of polycaprolactone solutions. e-Polymers. 2014, Sv. 14, 5, stranky 323-333.

Riss, Terry et al. 2003. Choosing the right cell-based assay for your research. Cell note. 2003, Sv. 6,
11, str. 6.

Romanelli, Marco et al. 2013. Use of diagnostics in wound management. Current Opinion in
Supportive and Palliative Care 7.1 (2013): 106-110. 2013, Sv. 7, 1, stranky 106-110.

Salimi, Marzieh et al. 2023. A temperature-responsive drug release system based on MoS2 nanosheets
and 1-tetradecanol. Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects. 2023, Sv. 676,
132061.

Sastri, Koduru T. et al. 2020. Solid lipid nanoparticles: Preparation techniques, their characterization,
and an update on recent studies. J Appl Pharm Sci. 2020, Sv. 10, 6, stranky 126-141.

Serra, Raffaele et al. 2015. Chronic wound infections: the role of Pseudomonas aeruginosa and

Staphylococcus aureus. Expert review of anti-infective therapy. 2015, Sv. 13, 5, stranky 605-613.

Shanmugam, Prakash S. T. et al. 2023. Cytotoxicity. [autor knihy] Prakash S. T. Shanmugam et al.
Biocompatibility Protocols for Medical Devices and Materials. misto neznamé: Academic Press, 2023,
stranky 1-18.

107



Shitole, Ajinkya A. et al. 2020. Poly (vinylpyrrolidone)-iodine engineered poly (e-caprolactone)
nanofibers as potential wound dressing materials. Materials Science and Engineering: C. 2020, Sv. 110,
str. 110731.

Schafer, Jeremy A. et al. 2006. Consistent rates of kill of Staphylococcus aureus by gentamicin over a
6-fold clinical concentration range in an in vitro pharmacodynamic model (IVPDM). Journal of
Antimicrobial Chemotherapy. 2006, Sv. 58, 1, stranky 108-111.

Schmidt, Svenja et al. 2023. Microfluidic Spontaneous Emulsification for Generation of O/W
Nanoemulsions—Opportunity for In-Space Manufacturing. Advanced Healthcare Materials. 2023.
Schultz, Gregory S. et al. 2003. Wound bed preparation: a systematic approach to wound management.

Wound repair and regeneration. 2003, Sv. 11, stranky 1-28.

Schurtenberger, Peter a Newman, Meredith E. 2018. Characterization of biological and
environmental particles using static and dynamic light scattering. [autor knihy] Jacques Buffle a Herman

P. van Leeuwen. Characterization of Environmental Particles. Boca Raton : CRC Press, 2018, Sv. 2.

Simon, Josh. 2020. Verification and Validation: From Bench to Human Studies. In: Biomaterials
Science. misto neznamé : Academic Press, 2020. stranky 1447-1456.

Simonetti, Oriana et al. 2020. New evidence and insights on dalbavancin and wound healing in a
mouse model of skin infection. Antimicrobial agents and chemotherapy. 2020, Sv. 64, 4.

Sjollema, Jelmer et al. 2018. In vitro methods for the evaluation of antimicrobial surface designs. Acta
Biomaterialia. 2018, Sv. 70, stranky 12-24.

Sood, Aditya et al. 2014. Wound dressings and comparative effectiveness data. Advances in wound
care. 2014, Sv. 3, 8, stranky 511-529.

Sovkova, Véra et al. 2018. Platelet lysate as a serum replacement for skin cell culture on biomimetic
PCL nanofibers. Platelets. 2018, Sv. 29, 4, stranky 395-405.

Special Nanofiber Scaffold Designed for Cellular Products in the Treatment of Chronic Wounds.
Stiefel, Philipp et al. 2016. Is biofilm removal properly assessed? Comparison of different

guantification methods in a 96-well plate system. Applied microbiology and biotechnology. 2016, Sv.
100, stranky 4135-4145.

Sukanya, V.S. a Mohanan, P.V. 2018. Degradation of Poly(e-caprolactone) and bio-interactions with
mouse bone marrow mesenchymal stem cells. Colloids Surf B Biointerfaces. 1. Mar 2018, 163, stranky
107-118.

Sukanya, V.S. 2017. Toxicity of Poly (e-caprolactone) using mouse bone marrow mesenchymal stem
cells. misto neznamé : SCTIMST, 2017. PhD Thesis.

108



Sussman, Eric M. et al. 2022. Chemical Characterization and Non-targeted Analysis of Medical Device
Extracts: A review of current approaches, gaps, and emerging practices. ACS Biomaterials Science &
Engineering. 2022, Sv. 8, 3, stranky 939-963.

Svobodova, Lada et al. 2022. Sensitization potential of medical devices detected by in vitro and in vivo
methods. Physiological Research. 2022, Sv. 71, 1.

Svejda, Jan. 2003. reserse. [KTD: Ceska terminologicka databaze knihovnictvi a informadni védy

(TDKIV) [online]] 2003.

Tabriz, Atabak G. a Douroumis, Dennis. 2022. Recent advances in 3D printing for wound healing:

A systematic review. Journal of Drug Delivery Science and Technology. 2022, 103564.

Tam, Vincent H. et al. 2006. Comparative pharmacodynamics of gentamicin against Staphylococcus
aureus and Pseudomonas aeruginosa. Antimicrobial agents and chemotherapy. 2006, Sv. 50, 8, stranky
2626-2631.

Tanaydin, Volkan et al. 2016. The role of topical vitamin E in scar management: a systematic review.
Aesthetic surgery journal. 2016, Sv. 36, 8, stranky 959-965.

Teo, Cheryl W.L. et al. 2021. Vitamin E in atopic dermatitis: from preclinical to clinical studies.
Dermatology. 2021, Sv. 237, 4, stranky 553-564.

Thieme, Lara et al. 2019. MBEC versus MBIC: the lack of differentiation between biofilm reducing
and inhibitory effects as a current problem in biofilm methodology. Biological procedures online. 2019,
Sv. 21, stranky 1-5.

Upman, Paul J. et al. 2003. An Analysis of 1ISO Intracutaneous Reactivity Test Results to Justify a
Reduction in Animal Requirements. Lab Animal. 2003, Sv. 32, stranky 26-27.

Vaid, Bhavna et al. 2020. Antioxidant and wound healing property of gelsolin in 3T3-L1 cells.
Oxidative medicine and cellular longevity. 2020, Sv. 2020, 4045365.

Van der Schueren, Lien et al. 2011. An alternative solvent system for the steady state electrospinning
of polycaprolactone. European Polymer Journal. 2011, Sv. 47, 6, stranky 1256-1263.
Vergalito, Franca et al. 2019. Vitamin E for prevention of biofilm-caused Healthcare-associated

infections. Open Medicine. 2019, Sv. 15, 1, stranky 14-21.

Viana-Mendieta, Pamela et al. 2022. Rational selection of bioactive principles for wound healing
applications: Growth factors and antioxidants. International Wound Journal. 2022, Sv. 19, 1, stranky
100-113.

Vocetkova, Karolina et al. 2017. A comparison of high throughput core—shell 2D electrospinning and
3D centrifugal spinning techniques to produce platelet lyophilisate-loaded fibrous scaffolds and their
effects on skin cells. Rsc Advances. 2017, Sv. 7, 83, stranky 53706-53719.

109



Vocetkova, K., et al. 2016. Nanofibrous polycaprolactone scaffolds with adhered platelets stimulate

proliferation of skin cells. Cell proliferation. 2016, Sv. 49, 5, stranky 568-578.

Wang, Hao et al. 2023. Preclinical performance testing of medical devices with antimicrobial effects.
2023, Sv. 1, stranky 589-605.

Wang, Li et al. 2022. Key considerations on the development of biodegradable biomaterials for clinical
translation of medical devices: With cartilage repair products as an example. Bioactive materials. 2022,
9, stranky 332-342.

Wang, S. et al. 2021. Application of topical gentamicin—a new era in the treatment of genodermatosis.
World Journal of Pediatrics. 2021, 17, stranky 568-575.

Wee, Corinne E. et al. 2018. Soft Tissue Reconstruction of Complex Blast Injuries in Military and
Civilian Settings: Guidelines and Principles. [autor knihy] Joseph M. Galante et al. Managing
Dismounted Complex Blast Injuries in Military & Civilian Settings. misto neznamé: Springer, 2018,
stranky 209-223.

Werner, C. a Jacobasch, H. J. 1999. Surface Characterization of Polymers for Medical Devices. The
International Journal of Artificial Organs. 1999, Sv. 22, 3.

Wiegand, Cornelia et al. 2015. In vitro assessment of the antimicrobial activity of wound dressings:
influence of the test method selected and impact of the pH. Journal of materials science: Materials in
medicine. 2015, Sv. 26, stranky 1-13.

Williams, Clare. 2000. The Verge Videometer wound measurement package. British Journal of
Nursing. 2000, Sv. 9, 4, stranky 237-239.

Williams, David F. 2021. Assessing the triad of biocompatibility, medical device functionality and
biological safety. Medical Devices & Sensors. 2021, Sv. 4, 1.

Wink, David A. et al. 2011. Nitric oxide and redox mechanisms in the immune response. Journal of

leukocyte biology. 2011, Sv. 89, 6, stranky 873-891.

Wood, Robert A. et al. 1999. A comparison of skin prick tests, intradermal skin tests, and RASTSs in
the diagnosis of cat allergy. Journal of allergy and clinical immunology. 1999, Sv. 103, 5, stranky 773-
779.

Xu, Zejun, et al. 2020. Advances and impact of antioxidant hydrogel in chronic wound healing.
Advanced Healthcare Materials. 2020, Sv. 9, 5.

Yan, Xu et al. 2019. Advances in portable electrospinning devices for in situ delivery of personalized
wound care. Nanoscale. 2019, Sv. 11, 41, stranky 19166-19178.

Zampieri, Nicola et al. 2010. A prospective study in children: Pre-and post-surgery use of vitamin E in
surgical incisions. Journal of plastic, reconstructive & aesthetic surgery. 2010, Sv. 63, 9, stranky 1474-
1478.

110



Zhang, Xingshuang et al. 2022. Electrospinning super-assembly of ultrathin fibers from single-to
multi-Taylor cone sites. Applied Materials Today. 2022, Sv. 26, 101272,

Zhu, Guocheng et al. 2017. Effect of experimental parameters on nanofiber diameter from
electrospinning with wire electrodes. IOP Conference Series: Materials Science and Engineering. 2017,
str. 012043.

8.5 Seznam pouzité legislativy, technickych norem a dalSich dokumentia

Natizeni Evropského parlamentu a Rady (EU) 2017/745, ze dne 5. dubna 2017, 0 zdravotnickych
prostfedcich, ve znéni pozdéjsich predpist.

Provadéci rozhodnuti Komise (EU) 2020/437 ze dne 24. bfezna 2020 o harmonizovanych normach pro
zdravotnické prostfedky vypracovanych na podporu smérnice Rady 93/42/EHS (C/2020/1901)

v

Zakon €. 378/2007 Sb., Zékon o lécCivech a o zménach nékterych souvisejicich zdkond (zadkon
0 1éCivech), ve znéni pozdéjsich predpist

CSN EN ISO 10993-1:2021  Biologické hodnoceni zdravotnickych prostiedki -
Cést 1: Hodnoceni a zkouseni v ramci procesu managementu rizik

CSN EN ISO 10993-2:2023  Biologické hodnoceni zdravotnickych prostiedki -
Cast 2: Pozadavky na pohodu zvifat

CSN EN ISO 10993-3:2015  Biologické hodnoceni zdravotnickych prostredki -
Cast 3: Zkousky na genotoxicitu, karcinogenitu a reprodukéni toxicitu

CSN EN ISO 10993-4:2017  Biologické hodnoceni zdravotnickych prostredki -
Cast 4: Vybér zkousek na interakce s krvi

CSN EN ISO 10993-5:2010  Biologické hodnoceni zdravotnickych prostredki -
Cést 5: Zkousky na cytotoxicitu in vitro

CSN EN ISO 10993-6:2017  Biologické hodnoceni zdravotnickych prostredki -
Cést 6: Zkousky lokalnich Gi¢inki po implantaci
CSN EN ISO 10993-7:2009 + A1:2022 + Opr.1:2010 Biologické hodnoceni zdravotnickych

prosttedkil - Cast 7: Rezidua pfi sterilizaci ethylenoxidem

CSN EN ISO 10993-9:2022  Biologické hodnoceni zdravotnickych prostiedki -
Cast 9: Obecné zasady pro kvalitativni a kvantitativni stanoveni
potencialnich degrada¢nich produktt

CSN EN ISO 10993-10:2023  Biologické hodnoceni zdravotnickych prostredki -
Cast 10: Zkousky senzibilizace kiize

CSN EN ISO 10993-11:2018  Biologické hodnoceni zdravotnickych prostiedki -
Cast 11: Zkousky na systémovou toxicitu
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CSN EN ISO 10993-12:2022

CSN EN ISO 10993-13:2010

CSN EN ISO 10993-14:2009

CSN EN ISO 10993-15:2023

CSN EN ISO 10993-16:2018

CSN EN ISO 10993-17:2009

Biologické hodnoceni zdravotnickych prostiedki -
Cést 12: Piiprava vzorki a referenéni materialy

Biologické hodnoceni zdravotnickych prostredkt -
Cést 13: Kvalitativni a kvantitativni stanoveni degradaénich produkti
ze zdravotnickych prostiedkil vyrobenych z polymernich materialti

Biologické hodnoceni zdravotnickych prostiedki -
Cést 14: Kvalitativni a kvantitativni stanoveni degradaénich produkti
z keramickych materiald

Biologické hodnoceni zdravotnickych prostredkt -
Cast 15: Kvalitativni a kvantitativni stanoveni degradaénich produktii
z kovl a slitin

Biologické hodnoceni zdravotnickych prostredkt -
Cést 16: Plan toxikokinetické studie degradaénich produkti
a vyluhovatelnych latek

Biologické hodnoceni zdravotnickych prostiedki -
Cést 17: Stanoveni piipustnych limitd pro vyluhovatelné latky

CSN EN ISO 10993-18:2021 + A1:2024 Biologické hodnoceni zdravotnickych prostiedki -

ISO/TS 10993-19:2020

CSN P ISO/TS 10993-20:2009

ISO/TR 10993-22:2017

CSN EN ISO 10993-23:2021

ISO/TR 10993-33:2015

ISO/TR 10993-55:2023

CSN EN ISO 13485 ed. 2

CSN ISO 5127:2003
ISO 4768:2023
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Cést 18: Chemicka charakterizace materialii zdravotnickych
prostfedkll v rdmci procesu managementu rizik + Zména A1

Biological evaluation of medical devices
Part 19: Physico-chemical, morphological and topographical
characterization of materials

Biologické hodnoceni zdravotnickych prostredki -
Cast 20: Zasady a metody imunotoxikologického zkouseni
zdravotnickych prostredkil

Biological evaluation of medical devices
Part 22: Guidance on nanomaterials

Biologické hodnoceni zdravotnickych prostiedki -
Cast 23: Zkousky drazdivosti

Biological evaluation of medical devices
Part 33: Guidance on tests to evaluate genotoxicity
Supplement to 1ISO 10993-3

Biological evaluation of medical devices
Part 55: Interlaboratory study on cytotoxicity

Zdravotnické prostiedky - Systémy managementu kvality - Pozadavky
pro ucely predpist

Informace a dokumentace - Slovnik

Measurement method of anti-biofilm activity on plastic and other non-
porous surfaces



CEN prEN 16756:2016 Antimicrobial wound dressings - Requirements and test methods
EN 17854:2023 Antimicrobial wound dressings - Requirements and test method

MEDDEYV 2.7/1 rev.4 Clinical evaluation: Guide for manufacturers and notified bodies
MDCG 2021-5 Pokyny ke standardizaci zdravotnickych prostiedkti (Duben 2021)

MDCG 2023-1 Pokyn k vyjimce pro zdravotnické zatizeni podle ¢l. 5 odst. 5 natfizeni (EU) 2017/45
a natizeni (EU) 2017/746 (Leden 2023)

ASTM E2871-13 Standard Test Method for Evaluating Disinfectant Efficacy Against Pseudomonas
aeruginosa Biofilm Grown in CDC Biofilm Reactor Using Single Tube Method

ASTM E2871-21 Standard Test Method for Determining Disinfectant Efficacy Against Biofilm Grown
in the CDC Biofilm Reactor Using the Single Tube Method
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Michal Kotek, Ph.D., Ing. Darina Jasikova, Ph.D.
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8.7 Seznam priloh
Priloha ¢. 1:  Ptehled vysledkt pfedchozich testovani
Ptiloha ¢. 2:  Ptehled provedenych testovani

Priloha ¢. 3:  Vysledky testovani — dopliujici udaje
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UPOZORNENI

Uvadéné udaje 0 navrhu, véetné nikoliv vyluéné popisu konkrétnich technickych feseni anebo hodnot
meéfeni, jejichZ je autor pivodcem, ptipadné spolupiivodcem, mohou byt zcela nebo z ¢asti majetkem
spole¢nosti ING MEDICAL s.r.o, nebo Grade Medical s.r.o., jelikoz byla vytvorena zcela nebo z ¢asti

V ramci pracovniho pomeéru autora k uvedenym spolecnostem.
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PRILOHA C. 1:
VYSLEDKY PREDCHOZICH TESTOVANI — PREHLED

Ptehled vybranych ptedchozich vysledki testovani poskytnutych vyrobci:

e manipulace s nanovlakennymi substraty SiO,, PLA, PVB, PCL, PLCL v podminkach
odpovidajicich klinické praxi a potencidl vyuziti pro kryty ran; empiricky vyzkum a dotaznikové
Setfeni; zavéreCna zprava,

e hodnoceni biodegradability nanovlakennych substratia SiO2, PCL, PLCL; laboratorni testovani;
operativni evidence vyzkumného projektu;

e hodnoceni bariérové funkce proti priniku mikroorganismii membranou tvofenou riznymi
variantami nanovlaken z polykaprolaktonu; laboratorni testovani; operativni evidence

vyzkumného projektu;

o metodika syntézy drug delivery systému na bazi pevnych lipidickych Castic s vyuzitim
myristilalkoholu a vybranych surfaktanti; laboratorni testovani; operativni evidence
vyzkumného projektu,

o vliv podminek syntézy na teplotu tani pevnych lipidickych ¢astic (SLP) z 1-tetradekanolu
a zvolenych surfaktantl se zaméfenim na zastoupeni velikostnich frakci; laboratorni testovani;

operativni evidence vyzkumného projektu,

e hodnoceni antibakterialni ucinnosti tetracyklinu, vankomycinu, gentamycinu a klindamycinu
invitro proti S. aureus a P. aeruginosa, stanoveni MIC; laboratorni testovani; operativni

evidence vyzkumného projektu,

e hodnoceni antibakterialni i¢innosti vankomycinu a gentamycinu in vitro proti MRSA a VRSA,

laboratorni testovani; operativni evidence vyzkumného projektu,

o metodika pfipravy biofilmu z bakteridlnich kment S. aureus a P. aeruginosa; operativni

evidence vyzkumného projektu,

e antioxidaéni ucinky a-tokoferolu v podminkach redoxniho stresu vytvofeného H,O, hodnocené
s vyuzitim mysich 3T3 fibroblastli a keratinocytii; laboratorni testovani; operativni evidence

vyzkumného projektu,

e hodnoceni enkapsulacni kapacity pevnych lipidickych castic (SLP) vytvofenych
z 1-tetradekanolu a Tween 20 pro gentamycin; laboratorni testovani; operativni evidence
vyzkumného projektu,

e hodnoceni enkapsulacni kapacity pevnych lipidickych ¢astic (SLP) vytvofenych
z 1-tetradekanolu a Tween 20 pro a-tokoferol; laboratorni testovani; operativni evidence
vyzkumného projektu,

e hodnoceni kinetiky uvolnéni gentamycinu z pevnych lipidickych castic (SLP) formulovanych
z 1-tetradekanolu a Tween 20 s vyuzitim LC-MS; laboratorni testovani; operativni evidence
vyzkumného projektu,
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o staticky test funkcionaliza¢niho zafizeni; laboratorni testovani; operativni evidence,

e hodnoceni opakovatelnosti syntézy lipidickych castic tvofenych podle interni metodiky
S vyuzitim funkcionaliza¢niho zafizeni; laboratorni testovani; operativni evidence vyzkumného
projektu;

Doprovodné obrazky:

Obrazek Pl1.1: Ovéreni citlivosti poZitych bakteridlnich kmenit na gentamycin
bylo diilezité zejména pro eliminaci falesné negativnich vysledkii,
pokud by se napr. jednalo o ,, multiple drugs resistant* (MDR) kmeny.
Zdroj: ING MEDICAL s.r.o.
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NF/MF

Obrazek P1.2: Testovani biokompatibility nosicii s vyuzitim kontaktni kultivace fibroblasti,
vysledky v 1. a 10. den pokusu
NF — nosice tvorené pirevazné nanovldkny z polykaprolaktonu (>90%),
NF/MF — nosice tvorené smési nanovidken a mikrovidken z polykaprolaktonu,
MF — nosice tvorené prevazné mikrovidkny z polykaprolaktonu (>90%),
PF — porézni nosice pro bunécné kultivace
Zdroj: Grade Medical s.r.o. (FV 30086)
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PRILOHA C. 2:

PREHLED TESTOVANI
PCL_AC | PCL_CHE | PCL_AA
Kontrolni
charakterizace nosice OK OK OK
Cytotoxicita
(MTT 3T3 fibroblasty) NOK OK OK

Tabulka P2.1: Prehled provedenych testovani nosici
(kontrolni charakterizace a test in vitro).
OK — vyhovuyjici vysledek, NOK — nevyhovujici vysledek
Cytotoxicita viz téz tabulka P2.3.

GEN 1 GEN 1.5 GEN 2
Kontrolni
charakterizace SLP OK OK OK
Kinetika uvolnéni ~ OK =

Tabulka P2.2: Prehled provedenych testovani SLP
(kontrolni charakterizace).
OK — vyhovuyjici vysledek, NOK — nevyhovujici vysledek
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PRILOHA C. 3:

VYSLEDKY TESTOVANI —- DOPLNUJICI UDAJE

-
S

Ed

§l
’ 0.1 1 10 100 ym 1000
Obrazek P3.1: Analyza velikosti SLP ve vzorku GEN_1.5
(A) Distribuce velikosti SLP mérend metodou SLS
(B) Emulze SLP pred imobilizaci
(Bratka, a dalsi, 2022)
STAU_C
STAU_GEN
PSAE C
PSAE_GEN

Obrazek P3.2: Analyza eradikace biofilmu pomoci skenovani inverznim svételnym mikroskopem.
Testovan biofilm tvoreny bakteridlnimi kmeny P. aeruginosa (PSAE) a S. aureus (STAU).
Jako nosic byla vyuzit nanovlakenny substrat PCL_AA.
Vzorky s antibakterialnimi SLP (SLP_GEN 1,5, na obrazku GEN) prokdzaly eradikaci bakteridlniho
biofilmu tvoreného samostatné obéma testovanymi kmeny.
Kontroly s SLP bez ucinné latky (SLP_MA, na obrazku C) neprokdzaly viditelny ucinek.
Vzorky byly testovany v triplikatech — vysledky uvedeny ve sloupcich.
(Bratka, a dalsi, 2022)
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Obrdzek P3.3: Spektrofotometrickd analyza eradikace bakteridlniho biofilmu.
Pouzitd suspenze GEN_1.5
na biofilmy tvorené bakteriemi P. aeruginosa (PSAE) a S. aureus (STAU).
(Bratka, a dalsi, 2022)

Metabolic activity of 3T3 fibroblasts from extracts
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Obrazek P3.4: Vysledky testovani cytotoxicity extraktit metodou MTT s vyuzitim 3T3 fibroblastii.
Hodnoceny varianty nosice bez SLP, tj. nanovldkenné substraty z PCL pripravené s pouzitim riiznych
rozpoustédel (PCL_AA v grafu jako PCL, PCL_CHE, PCL_AC) a téze nosice s imobilizovanou
Jformulaci SLP GEN _1,5 s obsahem gentamycinu (v grafu GEN).

Pro testovani pouzity mysi fibroblasty 3T3. Hodnoceni ve dnech 1, 2, 3, a 6.

Statisticka vyznamnost mezi skupinami byla stanovena na p < 0,05 a je popsana ve vyse uvedenych
sloupcich. * ukazuje statisticky rozdil ve srovnani se vSemi ostatnimi vzorky, cislo predstavuje cislo
vzorku. (Bratka, a dalsi, 2022)
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Obrazek P3.5: Fotodokumentace hojeni koznich defektu béhem experimentu.
Indukované rany infikovany S. aureus a P. aeruginosa (Bac) nebo bez bakterii.

Rdny osetiené vzorky nosice PCL_AA (PCL) bez funkcionalizace, funkcionalizovanymi suspenzi
SLP_GEN_1,5 s gentamycinem (Gen) anebo suspenzi SLP _VitE s o-tokoferolacetdtem (VitE).
Kontrola (Control) osetrena jen sekunddarnim krytim.

Hodnoceno 7. a 14. den po operaci. (Bratka, a dalsi, 2022)
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Survival of Murine Chronic Wound Model
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Obrdzek P3.6: Analyza preziti zvirat v experimentu podle Kaplan-Meiera.
Mysi model chronického defektu ve 14dennim experimentu in vivo (% Zivych zvirat).
(Bratka, a dalsi, 2022)
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Obrdzek P3.7: Velikost koznich defektit behem experimentu hodnocend 7., 10. a 14. den po operaci.
Indukované rany infikovany S. aureus a P. aeruginosa (Bac) nebo bez bakterii.

Rdny oSetiené vzorky nosice PCL_AA (PCL) bez funkcionalizace, funkcionalizovanymi suspenzi
SLP_GEN_1,5 s gentamycinem (Gen) anebo suspenzi SLP VitE s a-tokoferolem (VitE).
Kontrola (Control) osetrena jen sekundarnim krytim.

Statisticka vyznamnost byla oznacena jako cislo reprezentujici skupinu.

Vyznamny rozdil * p < 0,05, **p < 0,01, *** p < 0,001. (Bratka, a dalsi, 2022)
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Obrazek P3.8: Histologické hodnoceni nové vytvorené tkané zvolenou metodikou.
Indukované rany infikovany S. aureus a P. aeruginosa (Bac) nebo bez bakterii.

Rany osetrené vzorky nosice PCL_AA (PCL) bez funkcionalizace, funkcionalizovanymi suspenzi
SLP_GEN_1,5 s gentamycinem (Gen) anebo suspenzi SLP_VitE s a-tokoferolem (VitE).
Kontrola (Control) oSetiena jen sekundarnim krytim.

Metodika hodnoceni podie tabulky 8. Vyznamny rozdil * p < 0,05, **p < 0,01.

(Bratka, a dalsi, 2022)
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Obrazek P3.9: Histologické hodnoceni jednotlivych aspektii, charakterizujicich hojeni rany,
podle zvolené metodiky.
Indukované rany infikovany S. aureus a P. aeruginosa (Bac) nebo bez bakterii.

Rdny oSetiené vzorky nosice PCL_AA (PCL) bez funkcionalizace, funkcionalizovanymi suspenzi
SLP_GEN_1,5 s gentamycinem (Gen) anebo suspenzi SLP_VitE s a-tokoferolem (VitE).
Kontrola (Control) osetrena jen sekundarnim krytim.

Metodika hodnoceni podie tabulky 8. Vyznamny rozdil * p < 0,05, **p < 0,01, *** p < 0,001.
(Bratka, a dalsi, 2022)
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Obrdazek P3.10: Histologické hodnoceni nové vytvorené kiize.
Tkan 5 % 3,33 cm, méritko 500 um.
Indukované rany infikovany S. aureus a P. aeruginosa (Bac) nebo bez bakterii.
Rdny osetiené vzorky nosice PCL_AA (PCL) bez funkcionalizace, funkcionalizovanymi suspenzi
SLP_GEN_1,5 s gentamycinem (Gen).
HE — hematoxylin — eosin, PSR — pikrosirova cerven, SMA — aktin alfa hladkého svalstva.
Pokracovani na obr. P3.11.
(Bratka, a dalsi, 2022)
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Obrdazek P3.11: Histologické hodnoceni Nové vytvorené kiize.
Tkan 5 % 3,33 cm, méritko 500 um.

Indukované rany infikovany S. aureus a P. aeruginosa (Bac) nebo bez bakterii.
Rdny osetrené vzorky nosice PCL_AA (PCL) funkcionalizovanymi suspenzi SLP_GEN 1,5
s gentamycinem (Gen) a suspenzi SLP_VitE s a-tokoferolem (VitE).

HE — hematoxylin — eosin, PSR — pikrosirova cerven, SMA — aktin alfa hladkého svalstva.
Pokracovani obrazku P3.10.

(Bratka, a dalsi, 2022)



