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1. SOUCASNY STAV PROBLEMATIKY

Personalizace péfe o ranu vyznamnym zpisobem pfispiva k lepSim vysledkim 1é¢ebného
procesu. (Dowd, 2011) Dilezitym nastrojem v pééi o ranu je medikace, ktera muze byt realizovana
systémovou nebo lokalni aplikaci vhodného 1éCiva, jehoz volba potfebam 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 piipravki formulovanych magistra liter
farmaceutem, resp. Iékarnou.

Pro podptirnou aplikaci 1é¢iva na ranu lze vyuzit také sériové vyrabéné zdravotnické prostredky
s doplnkovym uc¢inkem (srov. odst. 2, ¢l. 1, MDR), které primarné zajist'uji mechanické kryti a ochranu
rany. | v tomto pfipadé 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 ucinné latky pro doplitkovy ucinek,
je limitovana a prosazeni novych, inovativnich variant je znaéné¢ komplikovana naroénymi

regulatornimi pozadavky MDR v kombinaci s pozadavky regulace 1é¢iv.

Jako moZnost pro dosazeni vys§i miry personalizace v péci o ranu se jevi personalizované kryty
ran s doplitkovym t¢inkem, jejichz vlastnosti by bylo mozné ve vétsi mite modulovat s ohledem na
etiologii rany, jeji stav a dalsi potfeby terapie ve vztahu ke konkrétnimu pacientovi. Toho Ize dosahnout
zejména individudlnim 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 nosice. Pro tento icel se jako prakticky realizovatelna varianta
jevi postup pripravy s vyuzitim vyvoje funkcionaliza¢niho zaFizeni (Bratka, a dalsi, 2022), ktery
naplni vSechny regulatorni pozadavky a zaroven, diky vyuziti ur¢itého stupné automatizace, muze
funkcionalizace nosi¢e probihat nejen v 1ékarné (napi. centralni 1ékarna nemocnice), ale také piimo
ve zdravotnickém zafizeni, resp. ambulanci, a za pfirodnich katastrof nebo vale¢nych stavi také
vV podminkach mediciny katastrof nebo valecné mediciny. Vyveoj zdravotnickych pfistroji a zafizeni
je zakladnim konceptem oboru biomedicinského inZenyrstvi.

Vyvojem, zaméfenym na odpovidajici funkcionaliza¢ni zafizeni a personalizované kryty ran
s doplitkovym ucinkem, se zabyvaji mimo dalSich subjektt dva Ceské podniky, které vyvinuly za
zasadni Gcasti autora disertacni prace fadu vhodnych dilé¢ich technickych feseni, ktera tvori technicka

vychodiska této prace. Souvisejici vyzkum nebyl dosud zcela ukonéen, funkcionaliza¢ni zafizeni a jim



ptipravované kryty ran s dopliikovym ucinkem se nachazi ve fazi pokrocilého navrhu a vyvoje (srov.
CSN EN ISO 13485 ed. 2).

Pro uvedeni zdravotnického prostfedku na trh je nezbytné provedeni ovéfeni 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. CILE DISERTACNI PRACE

Motivaci disertatni prace je Vuvedeném kontextu pfispét k prokazani proveditelnosti
a prosazeni konceptu klinické aplikace personalizovanych krytd ran s dopliikovym uc€inkem,
ptipravenych s vyuzitim funkcionaliza¢niho zafizeni, které vyuziva popsanych technickych vychodisek.

Jako cil disertacni prace byla stanovena iterace ovéieni mavrhu funkcionaliza¢niho
zarizeni ve zvoleném rozsahu, tedy obecné identifikace, navrh a realizace krokii ke zjisténi miry plnéni
vybranych uzivatelskych a regulatornich pozadavki 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 kryti ran v zdsadé nelze oddélit z ditvodu
zpétného, resp. vzajemného ovlivnéni vstupnich pozadavk.

Na zaklad¢ stanovenych cili byla formulovana hypotéza, kterou prace ovétovala:

»Personalizované kryty ran jako zdravotnické prostiedky pro humanni medicinu lze pripravovat
s vyuZitim funkcionaliza¢niho zarizeni podle popsanych technickych parametri, a takto
pripravené zdravotnické prostiedky maji potencial prokazat v rozsahu ovérovanych aspekti

predklinickou bezpe¢nost a tcinnost.*



3. METODY ZPRACOVANI

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 bezpecnost a G¢innost. Jako metoda vhodna pro dosaZeni
stanoveného cile bylo tedy zvoleno testovani vybranych konkrétnich predklinickych
charakteristik s pomoci predklinického experimentu, resp. experimentl, pro ucely navrhu a vyvoje

zafizeni, ov§em s potencialem nasledného vyuziti v regulatornim procesu posouzeni shody.

Stanovenym ciliim a zvolené metodé odpovidal postup zpracovani v teoretické i praktické ¢asti
prace. Primarni byl védecky pristup dle aktualniho vyvoje v biomedicinském inZenyrstvi navazany
na poti‘eby Kklinické praxe, souc¢asné byly ovSem zohlediiovany téZ aspekty regulatorni (pro
zdravotnické prostfedky je zakladnim regulativem piimo aplikovatelné Nafizeni Evropského

parlamentu a Rady (EU) 2017/745, tzv. MDR).

V kontextu velkého mnozstvi relevantnich pozadavki na bezpecnost a i¢innost, které vyplyvaji
z MDR, bylo vsak tieba cil diserta¢ni prace realisticky vymezit z hlediska rozsahu. V tomto ohledu se
jako vhodny postup jevilo testovani vystupt, pfipravenych s vyuzitim aktualni verze funkcionaliza¢niho
zafizeni, tedy konkrétniho provedeni funkcionalizovaného krytu rdny s doplitkkovym ucinkem, ve
zvoleném rozsahu. Diserta¢ni prace je tedy zaméiena na predklinicky experiment, zaméfeny na
testovani zafizenim pfipravené vybrané varianty personalizovaného krytu rany. Specificky préce tesi
design experimentu zaméfeného na predklinickou bezpe€nost a Gcinnost, a to s akcentem na oblast
biologického hodnoceni, jeho provedeni a vyhodnoceni v procesu navrhu a vyvoje.

V prvni kapitole jsou systematicky popsana vychodiska pro design experimentu. Zcela
zasadnim je Vvtomto ohledu charakteristika technickych feSeni pouzitych pro realizaci zafizeni

(obrazek 1) a jeho vystupu.

Obrazek 1: Funkcionalizacni zarizeni

(verze ING MEDICAL)
Zdroj: Autor



Jsou identifikovany a popsany zasadni charakteristické prvky konceptu ale i konkrétné
jednotlivé funkéni subsystémy, tj. soustava pro davkovani kapalin, subsystém pro piipravu
funkcionalizaéniho roztoku (magnetické michadlo, mikrofluidni ¢ipy), soustava pro depozici,
komponenta pro manipulaci substratu a pomocné systémy, jako je soustava pro vedeni kapalin, fidici
a monitorovaci systétm a dalsi pomocné soucasti (napajeni, ohievy, zdroj podtlaku, chlazeni).
Prehlednym vyjadfenim technického feseni je vykres obsazeny v CZ patentu 308630 ,,Zafizeni pro
piipravu funkcionalizovanych substrati® ad [IV] (obrazky 2A a 2B).

Obrazek 2A: Priklad technického veSeni funkcionalizacniho zarizeni
dle patentu CZ 308630 *
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Obrazek 2B: Priklad technického reseni funkcionalizacniho zarizeni (detail komory)
dle patentu CZ 308630 *

Z pohledu feSenych vystupil zafizeni, tedy personalizovanych krytii ran s dopliikovym tc¢inkem,
pak jde zejména o charakterizaci pouzitych materidlli a ucinnych latek. Naplnéni poZadavku na
personalizaci péce je materializovano variabilnim provedenim krytu rany, konkrétné moznosti pouziti

ruznych kombinaci nosice a dopliikového ucinku.

Obrdzek 3: Kryt rany po funkcionalizaci
S vyuzitim laboratorni verze funkcionalizacni cartridge s integrovanou podporou
Zdroj: Autor v ramci reseni FV40189

Doplnkovy ucinek, zajistény variabilni kombinaci i€innych latek a drug delivery systému, resp.
systému, pfitom v ramci technickych limiti umoznuje parametrické nastaveni, zejména celkového
obsahu uc¢inné latky (dose) a uvoliiovaciho profilu (kinetika uvolnéni). Jako ucinné latky pro ucely
experimentu byly zvoleny gentamycin (antibiotikum) a a-tokoferol, coby nejrozsifenéjsi z forem

vitaminu E (antioxidant). Drug delivery systém byl pouzit dle validovanych metodik vyrobce, tj.

! 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)



zalozeny na enkapsulaci Géinnych latek do Solid Lipid Particles (SLP) formulovanych pomoci
myristilalkoholu a Tween 20 (surfaktant). Jako vlastni kryt rany byl zvolen nanovlakenny substrat
ptipraveny z polykaprolaktonu metodou elektrostatického zvlaknovani, ktery se jiz diive ukazal byt
vhodnym nosi¢em s prokazanou biokompatibilitou pro pouziti v humanni medicin€, zejména pro
ptipravu sofistikovanych krytd ran nebo scaffoldii modifikovanych deponovanymi drug delivery
systémy na bazi lipidd (Brat'ka a dalsi, 2020).

Je také ovétovéana kvalifikace ve vztahu k MDR, coz je zéasadni pro aplikaci relevantnich
regulatornich pozadavki. Personalizovany kryt rany s dopliikkovym uc¢inkem miiZe byt kvalifikovan
jako prostiedek a vztahuje se na néj regulace MDR, pouze s riznym rozsahem pozadavkl v zavislosti
na postupu uplatnéni v klinické praxi. Ve vsech identifikovanych piipadech je vSak pozadovano
prokazani plnéni ptislusnych obecnych pozadavki na bezpecnost a G¢innost uvedenych v ptiloze |
MDR, mezi kterymi jsou zejména pozadavky na biologickou bezpecnost, resp. prokazani
biokompatibility. Funkcionalizaé¢ni zaiizeni se jako zdravotnicky prostiedek nekvalifikuje. Jelikoz jde
ovsem o vyrobek, ktery slouzi k ptipravé prostiedku, je tfeba jej pro tento ucel kvalifikovat a proces
vyroby s jeho pouzitim validovat.

V navaznosti na dil¢i zavéry o kvalifikaci jsou analyzovany a podrobné shrnuty piistupy
a metody relevantni pro testovani biokompatibility zdravotnickych prosttedkt.. Pozornost je vénovana
ptislusnym tzv. koncovym bodum ,,Cytotoxicita™, ,,Senzibilizace* a ,,Drazdivost nebo intrakutanni
reaktivita® véetné pozadavku na ,,Fyzikalni a/nebo chemické informace” podle fady norem CSN EN
ISO 10993, které Ize povazovat i z védeckého hlediska za zlaty standard. (Williams, 2021) Dale jsou

s obdobnym pfistupem analyzovana vychodiska pro testovani predklinické Gi¢innosti.

V kapitole nasledujici je proveden navrh a popsana realizace piedklinického experimentu
zameéteného na vybrané aspekty ptedklinického hodnoceni, specificky ovéfeni vybranych aspektt
bezpeCnosti a ucinnosti pripravenych krytd ran, coz je zasadni vystup pro ovéfeni navrhu
funkcionaliza¢niho zafizeni samotného. Zohlednény jsou pfitom zejména vybrané identifikované
pozadavky, uzivatelské a regulatorni. Pfi planovani testovani je v souladu s regulatornimi pozadavky
nejprve hodnoceno, zda data jiz dostupnd, zejména Vv publikované literatufe, nejsou dostatecna pro
odtivodnéni neprovedeni novych testu.

V ramci experimentu je popsan vybér a pfiprava vzorkd i1 pouZzitd zafizeni. Pred vlastnim
testovanim je provedena vychozi charakterizace pro overeni dat z predchozich testovani, aby mohla byt
zohlednéna také existujici, nepublikovana experimentalni pfedklinicka data, kterymi vyrobci disponuji.
Dale jsou feSeny jednotlivé okruhy pozadavka a zvoleny konkrétni postupy, V ramci identifikovanych
V teoretické Casti prace pro Kryti rany, tedy fyzikalni a chemicka charakterizace, testovani in vitro
antibakterialni u¢innosti krytu rany, véetné inhibice a eradikace bakterialniho biofilmu, antioxidaé¢ni
ucinnosti krytu rany, cytotoxicita, senzibilizace a kozni drazdivost a nasledné pak, S vyuzitim ziskanych

poznatki, komplexni in vivo experiment.
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4. VYSLEDKY

Testované nosice, pripravené podle odlisnych receptur (pouzité rozpoustédlo — aceton,
chloroform, kyselina octova) a na dvou riznych zatizenich pro elektrostatické zvlakinovani, vykazovaly
na snimcich SEM podle piedpokladu vzajemné odlisnou morfologii vlaken (obrazek 4). Z hlediska

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

Obrazek 4: Struktura testovanych vzorkii analyzovana pomoci SEM
Substrat z PCL s pouzitim riiznych rozpoustédel
(A) aceton (PCL_AC), (B) chloroform + ethanol (PCL_CHE) a (C) kyselina octovd (PCL_AA).

Morfologie jednotlivych vzorkll byly podrobn¢ charakterizovany podle sledovanych kritérii.
Vystupy poskytly cenné podklady pro fizeni rizik (zejména rizika spojena s opakovatelnosti), zadny
substrat nebyl vyhodnocen jako zcela nevyhovujici, a vzorky vSech tfi variant nosice byly propustény

do dalsiho testovani, byla vSak stanovena preference pro nanovlakenny substrat PCL_AA.

Analyza struktury a velikosti SLP byla zacilena na opakovatelnost procesu syntézy
a imobilizace ¢astic, hodnoceny byly ¢astice po nanosu na povrch substratu v suchém stavu (pro
moznost snimkovani SEM — skenovacim elektronovym mikroskopem). Castice vykazovaly v zasadé
kulovity tvar, pramérna hodnota praméru byla 76,6 um (rozmezi hodnot od 25 pm do 101 um). Velikost
castic byla stanovena odectem ze snimki SEM anasledné 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 (obrazek 5A), predstavujici velikost Castic v suspenzi

pted nanosem (obrazek 5B).
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Obrazek 5: Analyza velikosti SLP ve vzorku GEN_1.5
(A) Distribuce velikosti SLP mérena metodou SLS
(B) Emulze SLP pred imobilizact
(Bratka, a dalsi, 2022)

Podrobngjsi informace o charakteru jednotlivych castic poskytla analyza SEM. Byly
identifikovany dva typy povrchu ¢astic: hladky a zvrasnény (obrazek 6). Pocet vzorki nebyl statisticky
vyznamny, tedy nelze konstatovat korelaci, nicméné byly indikovany potencialni zavislosti vyskytu
téchto rozdilnych povrchil na popsanych parametrech procesu piipravy. Vrascité castice vykazuji vyssi

aktivni povrch, coZ mlize mit vliv na kinetiku uvolnéni ucinné latky.

Obrdazek 6: SEM analyzy struktury vytvorenych SLP.
Deponovany (A) na nanovidkenny substrat PCL_AA, (B) na desticce pro tkanové kultury.

Planovano a provedeno bylo také kontrolni testovano uveliiovani gentamycinu z pfipravenych

vvvvvv

vyrobce, testovani nepokracovalo pro dalsi varianty SLP a vSechny vzorky byly propustény do dalsiho

testovani.

Prvni test in vitro byl zaméfen obecné na antibakterialni udinnost proti zvolenym
bakterialnim kmenidm S. aureus (STAU) a P. aeruginosa (PSAE), kterou mikrobiologické testovani

diskovym diftiznim testem potvrdilo u v8ech vzorku (obrazek 7). Antibakterialni G¢innost in vitro tedy
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prokazaly vSechny testované varianty krytu rany. Vzorky byly u¢inngjsi na grampozitivni S. aureus, kde

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

Obrazek 1: Vysledky diskoveho difiizniho testu antibakterialni ucinnosti
Agarové plotny s bakteridlnimi kmeny (4, 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).

Antibakterialni ucinnost vzorkG v zavislosti na celkové davce gentamycinu (GEN)
ve vzorku na pouzité bakterialni kmeny (STAU, PSAE) byla stanovena po 20 hodinach inkubace na
agarové plotné pfi teplot€ 37 °C. Statisticka analyza ukazala, ze neexistuje statisticky vyznamny rozdil
pro S. aureus (p = 0,152) nebo pro P. aeruginosa (p = 0,164). Vysledky nevykazaly pfedpokladanou
linearni zavislost velikosti inhibi¢ni zony na celkové davce ucinné latky. Nicméné z pohledu cile této
prace zasadnim vystupem bylo, Ze vS8echny vzorky vykazaly antibakterialni G¢innost. VSechny
formulace SLP GEN tedy mohly byt propustény do dal$iho testovani. Na zakladé planu testovani vSak
byla stanovena preference pro funkcionaliza¢ni formulaci SLP_GEN_1.5.

Testovana byla dale specificka t¢innost ve smyslu inhibice, v idealnim piipadé eradikace

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

Vsechny testované vzorky podle hodnoceni s vyuZitim inverzniho svételného mikroskopu
ucinné inhibovaly bakteridlni biofilm tvofeny bakterialnimi kmeny S. aureus a P. aeruginosa
(obrazek 8). V jamkach s kontrolou (STAU_C, PSAE_C), tvofenou nosi¢em se suspenzi SLP bez G¢inné

latky (SLP_MA), doslo k velkému bakteridlnimu ristu ve srovnani s jamkami se
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vzorky funkcionalizovanymi SLP_GEN_1,5 (STAU_GEN, PSAE_GEN). U vSech testovanych vzorka
(vzorky testovany v tripletech) bylo mozné pozorovat signifikantni inhibici, resp. eradikaci, biofilmu.
V jamkach se vzorky s GEN byly pii vyhodnoceni pozorovany pouze planktonni buiiky nebo malé
shluky bakterii, ale pod vzorky nebo kolem nich v celé jamce se nevyskytla zadna souvisla vrstva

nerozpusténého biofilmu.

STAU C

STAU GEN

PSAE C

PSAE_GEN

Obrdzek 8: Analyza eradikace biofilmu pomoci skenovani inverznim svételnym mikroskopem.
Testovan biofilm tvoreny bakterialnimi kmeny P. aeruginosa (PSAE) a S. aureus (STAU).
Jako nosic¢ byla vyuzit nanovldkenny substrat PCL_AA.
Vzorky s antibakterialnimi SLP (SLP_GEN 1,5, na obrazku GEN) prokazaly eradikaci bakteridalniho
biofilmu tvoreného samostatné obéma testovanymi kmeny.
Kontroly s SLP bez ucinné latky (SLP_MA, na obrdzku C) neprokdzaly viditelny icinek.
Vzorky byly testovany v triplikatech — vysledky uvedeny ve sloupcich.
(Bratka, a dalsi, 2022)

Provedena spektrofotometricka analyza biofilmi po aplikaci vzorkd 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), coz byly uspokojivé hodnoty. Vysledky
ukazaly, Ze testované nosice 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.
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Metodami in vitro bylo dale dle planu realizovano testovani cytotoxicity, a to vSech tii variant
nosi¢e bez SLP (PCL_AA, PCL_CHE, PCL_AC) a vSech tfi variant nosi¢e s preferovanou variantou
SLP GEN 1.5. Vysledky ukazaly vyznamn¢ niz§i metabolickou aktivitu fibroblastli 3T3 na vzorcich
PCL_AC i PCL_AC_GEN (obrazek 9).

Metabolic activity of 3T3 fibroblasts from extracts

g 3

1.8 5 5 5

2o 56 6 6
1.6 7 5

g T 6 Z Z 6 y 4 5 ?
1.4

. 7 7 i < 6
1.2 T ¥ T 7

T T

1.0
0.8

74 7 7
L]
0.6
‘ +
0.4 7 ‘
- I I | I I | I I
0.0

Absorbance [a.u.]

\ N % < Q
N7 v/ v/ \23,/ Q(J C, 7 N7
] ] C K7 N/
7/ Y7 v’ Q(J
Q
™/ B
ED1 mD2 mD3 D6

Obrazek 9: Vysledky testovani cytotoxicity extraktii metodou MTT s vyuzitim 3713 fibroblastii.
Hodnoceny varianty nosice bez SLP, tj. nanoviakenné substraty z PCL pripravené s pouzitim riiznych
rozpoustedel (PCL_AA v grafu jako PCL, PCL_CHE, PCL_AC) a téze nosice s imobilizovanou
Sformulaci 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 s ostatnimi vzorky, cislo predstavuje ¢islo vzorku.
(Bratka, a dalsi, 2022)

Na zakladé¢ hodnoceni publikované literatury lze 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 vzorkti s PCL AC tedy byla pravdépodobné
zpusobena, i pfes provedena opatieni, zejména rezidui vyrobniho procesu, konkrétné zbytky acetonu v
nanovlakenném substratu. Tento poznatek vytvotil dal§i zasadni vstup pro fizeni rizik a vedl k vyloucéeni
nosi¢e PCL_AC z dal$iho testovani.

Vzorky nosi¢i PCL_CHE (pfipraven s pouzitim chloroformu) a PCL_AA (pfipraven S pouzitim
kyseliny octové) naopak nebyly cytotoxické samostatné ani s imobilizovanymi SLP a podporovaly
bunéény rist a metabolickou aktivitu. Nosice PCL_ CHE a PCL_AA a formulace SLP GEN_1,5 proto
mohly byt propustény do dalsiho testovani.
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Pied zahajenim realizace in vivo experimentu bylo tfeba vyhodnotit vysledky in vitro testovani.
S ohledem na zadani, jehoz zasadnimi parametry byly také minimalizace potieby pokusnych zvirat
z dtivodu jejich ochrany a ekonomicka efektivita testovani, byly pro in vivo experiment na zakladé
analyzy vysledki provedené v ptedchozich ¢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 experimentd pro tuto kombinaci
provedeni in vivo experimentu opodstatnily.

Pribéh experimentu na mySim modelu a dil¢i vysledky dokumentuje mimo jiné
fotodokumentace postupu hojeni defekti (obrazek 10). Sest zvifat z riiznych skupin s aplikovanymi
bakteriemi nepiezilo do posledniho experimentalniho dne a jeden vzorek byl zni¢en béhem procesu

extrakce.
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Obrazek 10: Fotodokumentace hojeni koznich defekti behem 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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V kontrolni skupiné bez bakterialni infekce (kontrola) lze hojeni defektu oznacit za rychlé,
14. den byl defekt témét zhojen. U nékterych zvifat byly defekty ¢astecné pokryty srsti. Ve skupiné PCL
+ GEN + VitE, ktera také neobsahovala bakterie, se rozsah defektu pribézné zmensoval a po 14 dnech
byl téméi zhojen, coz byl podobny vysledek jako u kontrolni skupiny, ovSem S ptritomnosti malého
strupu a srsti na defektu.

Defekty ve skupiné PCL + BAC, tedy s nosicem PCL_AA bez funkcionalizace a s bakterialni
infekci, 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 nékterych zvitat byly defekty
témer 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 granula¢ni tkani a/nebo
strupem. Plocha defekt byla méfena ze snimku potizenych 7., 10. a 14. den (obrazek 11).
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Obrazek 11: Velikost koznich defektii béhem experimentu hodnocend 7., 10. a 14. den po operaci.
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-tokoferolacetatem (VitE).
Kontrola (Control) osetiena jen sekunddrnim 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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V ramci histologické analyzy mécteni noveé vytvorené klize podle predpokladu indikovalo, Ze
bakterialni infekce prodluzuje konstrikci a regeneraci rany, piestoze rozdily mezi skupinami v tomto
smyslu nebyly pfili§ vyznamné. Nevyznamny rozdil byl patrny ve skupiné osetiené krytem s plnym
doplitkovym ucinkem, kde se objevila nejkratsi nekompletni kiize, signalizujici slibny efekt kombinace
PCL + GEN + VitE. Ptitomnost bakterii v ran¢ vyznamné zvysila tloustku jizvy a také vedla k vyssi
hypertrofii nové vytvotenych vrstev kiize. Ve skupinach s indukovanou bakterialni infekci narostla
epidermis do mnohonasobné tloustky. Podobné vysledky byly pozorovany v dermis a hypodermis, kde
hypodermis ve skupiné osetfené PCL + GEN + VitE + BAC tvofila téméf dvojnasobnou tloustku ve
srovnani s kontrolnimi skupinami bez indukované bakterialni infekce. VSechny vzorky vykazovaly
alespori prijatelné zhojenou ranu.

V ramci histologické analyzy byly dale jednotlivé hodnoceny rtizné aspekty histologického

hodnocenti, které charakterizuji hojeni rany (obrazek 12).
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Obrazek 12: 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 o-tokoferolacetdtem (VitE).
Kontrola (Control) osetiena jen sekunddrnim krytim.
Metodika hodnoceni podle (Simonetti, a dalsi, 2020) a (Lazarus, a dalsi, 1994).
Vyznamny rozdil * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. (Bratka, a dalsi, 2022)
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Nove¢ vytvorena tkan dosahla adekvatni tloustky a keratinocyty migrovaly do vnéjsich ¢asti rany
a vytvorily epidermis, jak je vidét pii hodnoceni reepitelizace. Stratum corneum se c¢asto zcela vytvorilo
v kontrolnich skupinach bez aplikované bakterialni smési. Vyznamné rozdily se objevily mezi kontrolni
skupinou a PCL + GEN + VitE + BAC a také mezi PCL + GEN + VitE + BAC a PCL + GEN + VitE
Vv neinfikovanych ranach. Dermis a hypodermis zistaly vétSinou ve fazi granulace tkang; stanoveni
dermis vSak bylo problematické kvili netplné tvorbé vrstvy. V kontrolni skupiné byla zjisténa
vyznamné vyS$§i organizace dermis ve srovnani se skupinami PCL + GEN + VitE + BAC a PCL + BAC,
zatimco pfi hodnoceni granulace tkan¢ 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 tkan¢ byl podle o¢ekavani vyraznéjsi u infikovanych skupin i pies piidana antibiotika,
coz bylo stejné jako pfitomnost bakterii v nové vytvorené tkani; vysledky hodnoceni zanétu
a pritomnosti bakterii sledovaly stejny vzorec jako vysledky reepitelizace a granulace tkang,
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. Neovaskulariza¢ni marker SMA
nevykazoval zadné vyznamné rozdily mezi skupinami, ale Casto se v nich ménil. Tukova vrstva
hypodermis se zfidka pln€ vytvofila, i kdyz se objevily jednotlivé tukové buiiky, piesto se papily
objevily ve skupinach postradajicich bakterialni infekci.

Dosazené vysledky bylo tieba interpretovat ve vztahu k feSenym pozadavkim. Regulatorni
reference byly v designu experimentu zohlednény, v dané fazi ov8em nebylo ptedpokladano plné
prokazani jejich plnéni. Testovani vSak meélo vytvorit podklad pro testy za Gcelem jejich prokazani
v kone¢né fazi navrhu a vyvoje a v tomto ohledu byl identifikovan potencial shody.

vvvvvv

ran na navrh zarizeni, jsou uvedeny na zavér, jelikoZ se jedna o interpretaci predchozich

dosaZenych experimentalnich vysledkii.

Z hlediska celkové koncepce funkcionalizaéniho zafizeni jsou podstatné v zasadé vSechny
vysledky testovani vytvareného Krytu rany, tj. zaméfené na jeho bezpeénost i G¢innost.

Vychozi charakterizace prokazaly produkci funkcionaliza¢ni formulace, resp. SLP ve shodé
s predpokladanymi parametry, ovsem s tim, ze byly identifikovany nové poZadavky 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 roztokti, 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 vnéjsi
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nadoby magnetického michadla je pouzita dvojice bezkartacovych ventilatorti s pritokem 7,8 CFM, .
220,74 dm?/min (Zhengzhou Airwowing Technology, Cina). Tento systém by bylo vhodné pro napInéni
nov¢ identifikovanych pozadavki nahradit pfiméfené vykonnym systémem aktivniho chlazeni a doplnit

o monitoring okolni teploty pro korekci vykonu.

Vysledky in vivo experimentu neukazaly negativni u¢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 zakladé histologického vyhodnoceni Ize konstatovat lepsi
tvorbu vSech tii vrstev kiize, a dokonce i tenéich vrstev ve skuping osetiené krytem s plnym doplikovym
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 m¢la varianta krytu
S plnym doplikovym u¢inkem také pozitivni vliv na granulaci tkan€ a organizaci dermis. Dosazené
vysledky u vzorkd s bakteridlni infekci také naznaduji, 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 lisil, ale jeho pfitomnost
prokazala pozitivni vliv GEN na novotvorbu cév i ptes bakterialni zanét. Nebyl tedy zjiStén problém
s kvalitou vystupu nebo jeho opakovatelnosti, ani nedostatky navrhu ve smyslu napf.
kontaminace vzorku.

Antibakterialni G¢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 nedostate¢na. Jeji zvySeni je v ramci stavajici koncepce realizovatelnd vice zpusoby (zvySeni
mnozstvi deponovanych SLP GEN, uprava mnozstvi GEN enkapsulovaného v SLP, modulace
uvolnovaciho profilu GEN z SLP zejména upravou velikosti ¢astic, nahrada GEN za jinou u¢innou

latku), a to bez nutnosti zasahu do navrhu funkcionaliza¢niho zarizeni.

Také kombinovany uc¢inek GEN a VitE uvolnénych z lipidové vrstvy krytu se v pfipadé
bakterialni infekce rany jevi jako nedostatecny pro jeji tiplnou eliminaci. Aplikace smési bakterii
S.aureus aP. aeruginosa Vvramci experimentu vSak zpusobila zanét natolik zavazny, aby vedl
k pfedCasné smrti nékterych pokusnych zvifat, zatimco zvifata oSetiena krytem s ptidanymi antibiotiky
experiment piezila. To naznacuje opét potfebu 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 moznostech funkcionaliza¢niho
zarizeni.

Implicitni soucasti ovétované hypotézy byl predpoklad pfispévku 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 nosié¢i z PCL
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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 ué¢inkem (GEN + VitE). Tato skupina (PCL +
GEN + VIitE) vykazovala jesté o néco vice vytvorenou dermis. Tyto skute¢nosti maji zdsadni vliv na
navrh feSeného krytu rany, nikoli ov§em p¥rimy vliv na navrh funkcionaliza¢niho zatizeni.

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 ovéieni navrhu funkcionalizaéniho zafizeni, ve smyslu jeho validace ?, jsou vedle poznatki

ziskanych samotnym experimentem zasadni také vytvofené poznatky provozni.

Z hlediska nasledného pouziti v klinické praxi se jako podstatna projevila také ¢asova
naro¢nost pripravy a smadna realizace celého procesu z pohledu personalu, kterd se v ramci
laboratorni pfipravy mensiho poétu vzorki nebylo dosud mozné relevantné hodnotit. V tomto ohledu se
jako vice nez potiebné jevi provedeni optimalizace doby trvani procesu funkcionalizace. To je mozné
realizovat zejména Upravou receptury, bez dopadu na navrh zatizeni. Naopak usnadnéni manipulace
se zaFizenim a jeho sanitace, véetné napiiklad vétsi automatizace sanita¢nich protokold nebo nahrada
1 dalSich komponent jednorazovymi, je vhodné zvazit pro zapracovani do ndvrhu pro zvyseni celkové
efektivity provozu. Z hlediska feSenych aspekti bezpec¢nosti a ucinnosti jsou vSak tyto procesy
vyhovujici. Obdobnym prismatem je tfeba nahlizet celkovy tzv. mrtvy objem zatfizeni, resp. soustavy
vyuzivajici magnetické michadlo, ktery vede k do urcité miry neefektivnimu hospodateni se surovinou
Vv piipad€ potfeby velmi malého objemu funkcionaliza¢niho roztoku. Jako efektivngjsi alternativa se
tedy jevi vyuziti MF Cipa, kterymi zatizeni ovSem jiz disponuje, byt z hlediska ptedklinické bezpecnosti
a ucinnosti vytvareného zdravotnického prostfedku jsou v tomto ohledu pozadavky opét plnény.

V prubéhu realizace experimentu bylo, také za UcCasti 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.

2 soutasti procesu ovéfeni navrhu zdravotnického prostfedku je jeho validace a verifikace; dle ustilené

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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5. ZAVER

Disertacni prace se zaméfila na komplexni feSeni vyzkumu a vyvoje v oblasti jedné iterace
ovéfeni navrhu zdravotnického prostiedku a zatizeni pro jeho produkei. Resena tematika byla specificka
také zamétenim na dil¢i predklinické ovéteni vystupu pripraveného funkcionalizacnim zatizenim, které
se samo o sob¢ jako zdravotnicky prostfedek 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 prostiedkd ve zdravotnickém zafizeni.

V ramci prace byla prakticky demonstrovana zejména posloupnost jednotlivych krokt pfipravy,
realizace a vyhodnoceni testovani, a to se zohlednénim protichtidnych priorit vyzkumnika a vyrobce
ataké scilem provést syntézu védeckych a technickych pozadavki s pozadavky regulatornimi.
Specifickou, nikoli trividlni otdzkou Vv ramci designu experimentu, byla otazka, které aspekty jiz
testovat, a které je racionalni zkouSet az po finalni stabilizaci navrhu testovaného zdravotnického
prosttedku.

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 nejslibngjsi kandidat, prokazala sledované aspekty Gcinnosti v ramci in vitro

experimentd, coz podpoftilo pfedchozi laboratorni vysledky vyrobcu.

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 potieba parametrické tpravy krytu za ucelem zvySeni
antibakterialniho u¢inku pomoci vys$si dodané davky gentamycinu, coby antibiotika uvolnéné do rany,
ktera je plné 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
zajistujicich doplnkovy ucinek 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 podminkidch pomoci vhodného funkcionalizacniho 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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SUMMARY

The dissertation deals with the research and development related with 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 the individual steps of preparation, implementation and evaluation of
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 the basic principles of contemporary biomedical

engineering and its interconnectedness with the current needs of clinical practice.
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RESUME

Disertacni prace fes§i vyzkum a vyvoj zafizeni pro piipravu personalizovanych krytd ran
s dopliitkovym uc¢inkem, ktery je zajistén prodlouZzenym uvolnovanim ucinnych latek. Prace provadi
ovéfeni navrhu zatizeni s vyuzitim predklinického testovani bezpecnosti a UCinnosti zafizenim
piipraveného krytu rany. Testovana varianta krytu byla tvofena nanovlakennym substratem
z polykaprolaktonu s deponovanym drug delivery systémem, tvofenym gentamycinem a a-tokoferolem
imobilizovanymi v pevnych lipidickych ¢asticich z myristilalkoholu. Prace demonstruje posloupnost
jednotlivych krokt piipravy, realizace a vyhodnoceni testovani, az po predklinicky in vivo experiment
na my$im modelu, a to se zaméfenim na syntézu zasadnich technickych a regulatornich pozadavkd.
Motivaci diserta¢ni prace je Vv uvedeném kontextu prispet k prokazani proveditelnosti a prosazeni
konceptu klinické aplikace personalizovanych krytd ran s doplitkkovym tc¢inkem, pfipravenych
s vyuzitim funkcionaliza¢niho zafizeni, které vyuziva danych technickych vychodisek a vychazi ze
zakladnich principit soucasného biomedicinského inZenyrstvi a jeho provazanosti s aktualnimi

pottebami klinické praxe.
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