STREDOSKOLSKA ODBORNA CINNOST

Vyuziti nanotechnologii jako modernich nastroji
V 1éCbé infekci vyvolanych multirezistentnimi

kmeny bakterii

Mat¢j Sklenar

Brno 2013



STREDOSKOLSKA ODBORNA CINNOST

Obor 06 — Zdravotnictvi

Vyuziti nanotechnologii jako modernich nastroji v 1écbé

infekci vyvolanych multirezistentnimi kmeny bakterii

The Use of Nanotechnology As Modern Tools to Treat

Infections Caused by Multiresistant Bacteria Strains

Autor: Matéj Sklenat

Skola: Stiedni priimyslova §kola chemicka, Brno
Vedouci prace: PhDr. Marcela HeleSicova

Garant: Prof. Ing. Ren¢ Kizek, PhD.

Specialista: Mgr. Olga Krystofova

Dr. Ing. Branislav Ruttkay-Nedecky
Skolitel: Mgr. Dagmar Chudobovia

Brno 2013



Prohlaseni

ProhlaSuji, Ze jsem svou praci vypracoval samostatné pod vedenim
PhDr. Marcely Helesicové, pouzil jsem pouze podklady (literaturu, SW atd.) uvedené
Vv pfiloZeném seznamu a postup pii zpracovani a dal§im nakladéani s praci je v souladu se
zédkonem ¢. 121/2000 Sb., o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem

autorskym a o zméné nékterych zakoni v platném znéni.

V Brné dne 18. 2. 2013 POdpPIS: .o



Podékovani

Timto bych chtél podékovat Prof. Ing. Renému Kizekovi, Ph.D. za umoZnéni
vykonavat stfedoskolskou odbornou ¢innost v Laboratofi metalomiky a nanotechnologii
Mendelovy univerzity v Brn¢, PhDr. Marcele HeleSicové za odborné vedeni mé prace,
Mgr. Dagmar Chudobové a Dr. Ing. Branislavu Ruttkay-Nedeckému za odborné rady,
trpé€livost, ochotu a cas, ktery veénovali mné a moji praci v laboratofi.
Doc. RNDr. Pavlu Kopelovi, Ph.D. za konzultaci a pfipravu nanocastic, tymu
RNDr. Michala Masatika, Ph.D. za vysledky stanovené na lidskych tkanich, a také

Mgr. Olze Krystofové za podporu, rady a cenné ptipominky k moji praci.



CHICEITEC

Tato prace vznikla vramci projektu CEITEC - Stredoevropského technologického
institutu s pomoci  vyzkumné infrastruktury  financované  projektem

CZ.1.05/1.1.00/02.0068 z Evropského fondu regionalniho rozvoje.

~
AR EVROPSKA UNIE ° 200742
MINISTERSTVO SKOLSTVI. PRSI £\VROPSKY FOND PRO REGIONALNI ROZVO) : OP Vyzkum a vyvoj

*

MLADEZE A TELOVYCHOVY : e INVESTICE DO VASI BUDOUCNOSTI pro inovace



Anotace

Tato studie je vénovana vyvoji antimikrobidlni komplexni latky, idedlni
pro pokryti cévnich implantatd S naslednym vyuzitim V transplantacni chirurgii.
Ve studii je rovnéz uvedeno srovnani efektu pouziti nanomateriali oproti bé&zné
pouzivanym solim kovi. Byly vytvofeny komplexy polymernich latek (kyselina
hyaluronova, kolagen achitosan) se stfibrnymi nanocasticemi nebo dusi¢nanem
stiibrnym. Schopnost tvorby komplexti polymernich latek s dusi¢nanem stiibrnym nebo
stiibrnymi ~ nanocasticemi  byla  studovana  pomoci elektrochemickych
a spektrofotometrickych metod. Baktericidni efekt téchto latek byl stanoven metodami
rastovych kfivek a inhibi¢nich zon na bakterialni kultufe Staphylococcus aureus.
Viabilita eukaryotickych bunék pii styku se zkoumanymi latkami byla pozorovana
MTT testem. Ze ziskanych dat byla vyhodnocena, jako nejvhodnéjsi latka k zajiSténi
antimikrobidlni povahy cévniho implantatu komplex stiibrnych nanocéstic

s chitosanem.

Kli¢ova slova: Mikrobiologie, spektrofotometrie, elektrochemie, nanotechnologie,

nanocastice, rezistence mikroorganismi



Annotation

This work focuses on antimicrobial complex substances development, suitable
to cover vascular implants with the secondary use in transplantation surgery. This work
also presents acomparison of the effect using nanomaterials against ordinary
substances. The formation of complexes took place between silver nanoparticles, silver
ions and the polymer substances (hyaluronic acid, collagen and chitosan). The ability
of complex formation of these substances was studied using electrochemistry
and spectrophotometry. Bactericidal effect of these compounds was determined by
growth-curve  methods and inhibition zones on a Dbacterial culture
Staphylococcus aureus. The viability of eukaryotic cells in straight confrontation with
observed substances was observed using the MTT test. According to the data obtained,
the complex of silver nanoparticles with chitosan was evaluated as the best substance

to ensure antimicrobial behaviour of vascular implants.

Keywords: Microbiology, spectrophotometry, electrochemistry, nanotechnology,

resistant microorganisms



Annotation

Diese Arbeit ist der Entwicklung einer komplexen antimikrobiellen Substanz
gewidmet, die zum Bedecken Gefdimplantate dienen soll und die man anschlieend
in der Transplantationschirurgie verwanden kann. Die Arbeit ist auch ein Vergleich der
Wirkung bei der Verwendung von Nanomaterialien gegeniiber {iiblicherweise
verwendeten Metallsalzen. Es wurden Komplexe der polymeren Substanzen
(Hyaluronsdure, Kollagen und Chitosan) mit Silber-Nanopartikeln und Silbernitrat
gebildet. Die Fahigkeit zur Komplexbildung von Polymeren mit Silbernitrat oder
Silbernanopartikeln zu bilden, wurde durch elektrochemische
und spektrophotometrische Methoden untersucht. Die bakterizide Wirkung dieser
Substanzen wurde nach der Methode von Wachstumskurven und die Hemmzonen
fiir die Bakterienkultur Staphylococcus aureus bestimmt. Die Lebensfahigkeit
von eukaryotischen Zellen im Kontakt mit den untersuchten Verbindungen wurde mit
MTT-Test beobachtet. Aus den erhaltenen Daten wurde als das am besten geeignete
Mittel, um die antimikrobielle Beschaffenheit des GefaBimplantats sicherzustellen,

das Komplex Silbernanopartikel mit Chitosan ausgewertet.

Stichworte: Mikrobiologie, Spektrophotometrie, Elektrochemie, Nanotechnologie,

Nanopartikel, Resistenz von Mikroorganismen
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Seznam pouzitych zkratek

AgNPs — nanocastice stiibra

HA — kyselina hyaluronova

KOL - kolagen

CHIT — chitosan

LB médium — Luria Bertani médium
AU — absorp¢ni jednotka

MTT - 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid
DSMO - dimethylsulfoxid

DPV — diferené¢ni pulzni voltametrie
TIC — totalni inhibi¢ni koncentrace
MIC — minimélni inhibi¢ni koncentrace
IC50 — stiedni letalni koncentrace

HFF — lidské predkozkové fibroblasty
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1 Uvod

V oboru transplantaéni chirurgie dochazi k pooperacnim komplikacim
zpusobenym rezistentnimi kmeny bakterii. Tyto problémy vedou k slozitym reoperacim,
organismu byvéa zpusobena oslabenim imunitniho systému v dasledku implantace
cizorodého télesa do lidského téla.

Bakterie Staphylococcus aureus zpisobuje zavazné infekéni onemocnéni, i pies
vysokou turoven mediciny a znalost antibiotickych 1éCiv. Pravé antibiotickd léciva
neptimo zpisobuji odolnost bakterie Staphylococcus aureus. Ani tento fakt vSak
nezabrani nadmérnému uzivani antibiotik, jak laickou vefejnosti, tak nékterymi 1ékati.
Diusledkem tohoto pocinani je vytvateni stresovych podminek pro kmeny bakterii, kdy
ve valné vétSin€ dochazi k jejich smrti. Existuji ovSem jedinci, ktefi pfeziji a déale se
rozmnozuji, vyvinuli si rezistenci vi¢i danému antibiotickému lécivu. Tato nova
vlastnost bakterii je dale pfenasena na budouci kolonie. Vyvoj odolnosti bakterii je
pfirozenym jevem, ale neuvazend manipulace s antibiotiky tento proces vyrazné
urychluje.

Resenim tohoto problému je hledani latek se stejnym vysledkem ucinku, ale
jinym mechanismem inhibice rastu bakterii, ptfedev§im rezistentnich kment
Staphylococcus aureus. Mozné feSeni nabizi pouziti kovi, jejichz antibakterialni u¢inky
jsou zndmeé jiz po staleti, nabizi se také moznost vyuziti kovli ve formé nanocastic, které
diky svym malym rozmérim mohou Iépe vstupovat do organismu a zaroven disponuji
vétsi aktivni plochou. Nevyhodou pouziti kovl v lidském organismu je jejich negativni
pusobeni na metabolické drahy.

Alternativou jak zajistit bezpe¢nost organismu je pouziti latky, ktera je dokonale
biodegradabilni a biokompatibilni s lidskym télem. Témito vlastnostmi disponuji mnohé
polymery, jez zaroven vykazuji vysokou antimikrobidlni aktivitu. Polymerni latky jsou
schopné do své struktury vazat i dalsi latky, pfedevs§im kovy a tvofit s nimi komplexy.
Tvorbou komplexu ziskdme slouc¢eninu disponujici vysokym antimikrobidlnim efektem,
ktery je také biokompatibilni a biodegradabilni pro lidské télo. Tato komplexni latka se
nabizi, jako vhodny prosttedek pii boji proti rezistentnim kmentim bakterii a zaroven je
vhodnym materidlem pro vyvoj cévnich implantath, které zajisti bezpecnost
a bezproblémové pftijeti lidskym télem.
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2 Teoreticka cast

2.1 Problematika cévnich implantati

24

jsou bakterialni infekce (Randall, a kol., 2013). Tato skute¢nost souvisi zejména
S nartstem pouzivani umélych cévnich nahrad (Cox, 1992, Thompson, a kol., 2013).
Infekce postihuji 1-10 % pacientii (v zavislosti na operované ¢asti téla, véku, zpltisobu
operace, odolnosti organismu vuéi infekcim, pooperaéni péci), kteti se podrobili
transplantaci cévy (Capita a Alonso-Calleja, 2013, O'Brien, 2011, Tatterton a Homer-
Vanniasinkam, 2011, Teebken, a kol., 2012, Thompson, a kol., 2013). Diky témto
komplikacim nasledné dochazi k oslabeni imunitniho systému, nutnosti reoperaci. Jako
nejCastéj$i infekéni patogen spojeny s cévnimi operacemi se uvadi bakterie

Staphylococcus aureus (Lalueza, a kol., 2011).

2.2 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus je grampozitivni bakterie, tvarem se fadi mezi koky
(Obr. ¢. 1) a vyskytuje se ve shlucich, které jsou nepohyblivé (Gutierrez-Larrainzar,
a kol., 2013). Jedna se o jednu z nejrozsifenéjSich bakterii,
podle né¢kterych studii je pfitomna na kizi kazdého
¢loveéka (Dukic, a kol., 2013). Lidsky organismus je

schopen se infekcim zplsobenym touto bakterii branit

(Chang, a kol., 2013). Vazné onemocnéni vSak zpusobuje Obrizek 1: Staphylococcus

V pourazovém a poopera¢nim obdobi, kdy je riziko infekce aureus zv. 1000x.
http://newsatjama.jama.com

vysoké. Dalsi ohrozenou skupinou jsou jedinci trpici

imunologickou nedostate¢nosti, pfedevsim lidé trpici HIV (Taguchi, a kol., 2013).
Staphylococcus aureus zpisobuje vazné zanéty, abscesy a sepse (Chang, a kol.,

2013). Tyto zdravotni komplikace jsou vyvolany produkci enzyma a toxina exfoliatinu,

enterotoxinu, cytotoxini a leukotoxini (Barnette a Hart, 2011). Pomoci enzymu

hyaluronidazy rozklada bakterie kyselinu hyaluronovou na cukerné jednotky, kterymi se

nasledné vyzivuje.
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Infekce zplsobené bakterii Staphylococcus aureus jsou lécitelné antibiotiky,
80 % kment je vSak rezistentni vici nejbéznéjSimu antibiotiku penicilinu (Papich,
2012). Rezistence této bakterie je zavaznym problémem celé spole¢nosti, methilicin
a vancomycin rezistentni Staphylococcus aureus patifi mezi nejodolnéj$i kmeny
povrchovych infekci je zvladnutelnd antibiotiky, hloubkové zanéty jsou IléCeny

chirurgickymi zakroky a podavanim silnych antibiotik (Xue, a kol., 2013).

2.3 Antibioticka rezistence

Antibioticka rezistence je odolnost infikujicich organismu viéi antibiotikim
(Alarcon, a kol., 2012, Randall, a kol., 2013). Je piirozenym jevem, diky némuz se
bakterie chrani pfed nepfiznivym prostiedim. Rezistenci délime na primarni
a sekundarni, ptfi¢emz rezistence primarni odpovida geneticky podminéné necitlivosti
bakterii na dané antibiotikum bez ohledu na eventualni piedchozi kontakt
s antibiotikem. (Capita a Alonso-Calleja, 2013)

Rezistence sekundarni vznika az v prabchu antibiotické terapie nebo nasledkem
ptedchoziho podavani antibiotika. Evoluéni teorie genetické selekce vyzaduje, aby
témeét 100 % infikujicich organismil bylo zni¢eno pii piisobeni antibiotik, tim se
zajisti prevence genetické selekce na rezistenci. V pritomnosti antibiotika se selektuji
rezistentni kmeny, které se nachazeji v kazdé velké bakterialni populaci. Rychlost
rozvoje sekundarni rezistence zavisi na frekvenci mutacia na mnozstvi bakterii
surCitym  stupném rezistence. Rezistence muze byt prenosna. Nejcastéji je
zprostiedkovana plazmidy, ma charakter sekundarniho typu a je Ccastgjsi
u gramnegativnich bakterii. Geneticky material muze byt pfedavan z jednoho
mikroorganizmu na druhy. Jsou definovany obecné mechanizmy rezistence:

e O0omezena penetrace antibiotika do bakterialni bunky
e zmeéna cilové struktury, metabolické zmény v bakteridlni bunce, které
zabrani ucinku antibiotika na cilovych strukturach
e enzymaticka inhibice/inaktivace antibiotika.
Podpoteni sekundédrni rezistence je jednim z vedlejSich efektti nadmérného

uzivani antibiotik. (Thompson, a kol., 2013).
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2.4 Stribro

Stiibro bylo vyuzivano K potlaceni infekei a plisni

jiz 4000 let pi. n. 1. (Alexander, 2009). Antimikrobialni O
ucinek zavisi na biologické dostupnosti stiibra, zejména ve Ag+ ||\'l
form¢ iontd (dusicnan stfibrny, thiosiran stfibrny) O/ N\‘O

(Obr. ¢.2), kovového stiibra (nanoCastice) nebo
] Obrazek 2: Struktura

oxidujiciho v médiich vytvaiejicich nanocastice (Choi, dusi¢nanu st¥ibrného.

) http://www.antonides.com
akol., 2008, Kittler, a kol., 2010, Moser, a kol., 2013).
vytvareji se hydroxylové a kyslikové radikaly, které disponuji baktericidnim ucinkem
(Lalueza, a kol., 2011). Nanogastice stiibra o priméru 1 — 100 nm jsou bézné€ vyuzivany
pro zajisSténi hygienicky cistého prostiedi, diky svym mimotaddnym antimikrobidlnim
a fungicidnim uc¢inkiim, zaroven vSak nizké toxicité¢ vici eukaryotickym organismim
(Alarcon, a kol., 2012, Csoka, a kol., 2012, Travan, a kol., 2009). Nanocastice stiibra

maji velkou aktivni plochu, kterd zajist'uje vyjimec¢né mechanické a chemické vlastnosti

nadfazené pivodni latce (Chou, a kol., 2008).

2.5 Polymerni latky

2.5.1 Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronova (HA), také znama jako hyaluronan, je linearni
polysacharid tvofeny opakujicimi se disacharidovymi jednotkami kyseliny
D-glukuronové a N-acetylglukosaminu (Obr. ¢. 3) (Hrabarova, a kol., 2012). Nachazi
se v téle savch v extracelularnim matrixu, svalovych a nervovych tkéanich, o¢nim sklivei
a kazi (Kenne, a kol., 2013). Je kompatibilni s lidskym té€lem, je biodegradabilni, tvofi
biopolymery a tvofi molekuly o velikosti az 10" Da (Hrabarova, a kol., 2009, Sintzel,
a kol., 1996, Stern, 2003, Teh, a kol., 2012). Syntéza této polymerni latky probiha
Vv plazmatické membrané fibroblasti (Bastow, a kol., 2008). Kyselina hyaluronova

disponuje fyziologickymi funkcemi v intracelularnim matrixu, jako je vazani vody
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na proteiny, vystavba extracelularni matrice, a také hraje dileZzitou roli pfi organizaci
komplext proteoglykanti v mékkych pojivovych tkanich (Evanko a Wight, 1999,
Kogan, a kol., 2007). Vyskyt kyseliny hyaluronové se zvysSuje v oblastech proliferace
a bun&k v ramci organismu,
polymery  hraji  dulezitou roli
v mitéze. Diky své struktufe je

kyselina  hyaluronova  vyuZzivana

V o¢ni chirurgii, tkédnovém

Gluronic acid N-acetyl-glucosamine

inzenyrstvi a kosmetice, kde slouzi
Kk urychleni regenerace tkani (Becker, . . .

Obrazek 3: Struktura kyseliny hyaluronové.
a kol., 2009, Goa a Benfield, 1994, http://www.twbionova.com

Kim, a kol., 2009, Noble, 2002, Ortonne, 1996).

2.5.2 Kolagen

Kolagen je protein skladajici se z trojité Sroubovice, dvé vlakna jsou identicka,
tieti se 1isi pofadim aminokyselin (Obr. ¢. 4) (Cox, 1992). Jedna se o nejrozsitené;si
protein v lidském téle, nachazi se v kuzi, Slachach,
kostech, rohovce a dalsich pojivovych tkanich (Alarcon,
akol., 2012, Gautieri, a kol., 2012, Park, a kol., 2012,
Shoulders a Raines, 2009). Tvofi majoritni ¢ast

extracelularniho matrixu (Gayatri, a kol., 2001). Hraje

hlavni roli pfi embryonalnim vyvoji, dospivani, hojeni ran

Obrazek 4: Strukturni model
molekuly kolagenu.
http://www.jointrehab.com

a vnimani motorickych jevu (Cowin, 2000, Cowin, 2004,
Mosesson, a kol., 2001, Osborn, a kol., 2006, Satcher,
akol., 1997, Silver, a kol., 2003, Welch, a kol., 1990). Ve srovnani s ostatnimi
ptirodnimi polymery disponuje kolagen nesrovnatelné¢ vyssi biokompatibilitou
a biodegradabilitou (Mandal, a kol., 2012, O'Brien, 2011, Zhang, a kol., 2006).
Samotny protein disponuje vysokou elasticitou, kdy je schopen deformovat sviij tvar
anasledn¢ jej obnovit (Silver, a kol., 2003). Vykazuje silné antibakterialni
a bakteriostatické c¢inky, pficemz pro eukaryotické organismy neni toxicky (Marin,
akol., 2008). Husta struktura kolagenu dokaze zajistit nepropustnost biomaterial

(Saeidi, a kol., 2012). Technickd a finan¢ni nenaro¢nost ptipravy délaji z tohoto
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proteinu idealni latku pro tvorbu biomateriali pouzitelnych ve farmacii, tkanovém
inzenyrstvi a regenerativni medicin¢ (Pallela, a kol., 2011, Park, a kol., 2012, Rao,
1995, Reing, a kol., 2010).

2.5.3 Chitosan

Chitosan je linearni polysacharid, slozeny 2z 2-amino-2-deoxy-D-
glucopyran6zovych a 2-acetamido-2-deoxy-D-glucopyranézovych jednotek (Ghosh
aAli, 2012). Syntetizuje se bud v téle ZzivoCichi nebo priamyslové ¢aste¢nou
deacetylizaci chitinu (Obr. ¢. 5), coz je hlavni slozka schranek musli a korysi
(Mohamed, a kol., 2013). Jedna se o nejrozsifenéjsi biopolymer (Chang, a kol.,
2013). Diky svym netoxickym, biokompatibilnim a biodegradabilnim vlastnostem je
vyuzivan, jako prostiedek pro cilenou aplikaci 1é¢iv v lidském téle (Jayakumar, a kol.,
2010). Tento derivat chitinu zaroven disponuje vysokou antimikrobialni aktivitou, diky
niz je vyuzivan jako prostiedek dosazeni sterility umélych implantata (Madhumathi,
akol., 2010, Pires, a kol., 2013). Polymerni struktura zaji§tuje snadnou tvorbu
komplexi s kovy (Huang, a kol., 2012, Lee, a kol., 2004, Madhumathi, a kol., 2010).

CHg CH3 CHS
o=< OH Oﬁ/ OH o=<
N 0 i Chitin-deacetils o 0 o
---‘OF%\OHO O%\O itin-deaceti az: ,.»-OH\O%\OHO OWO
NH NH,
OH o= OH OH OH

Chitin ™ Chitosan

Obrazek 5: Pribéh enzymatické deacetilace chitinu a nasledny vznik chitosanu.
http://de.academic.ru
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3 Cile prace

1. Charakterizovat pribéh tvorby komplexu stfibra a polymernich sloucenin
pomoci elektrochemickych a spektrofotometrickych metod.

2. Stanovit hodnotu antimikrobialni aktivity kombinaci jednotlivych
zkoumanych latek za pouziti metod riistovych kiivek a inhibi¢nich zén.

3. Studovat toxicitu komplexu viici lidskému organismu pomoci MTT testu.

4. Vyhodnoceni kombinace latek s nejlepSimi vlastnostmi pro nasledné vyuziti
pri vyvoji cévnich implantati.
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Material a metody

4.1.1 Priprava nanodéastic stiibra

Stiibrné nanocastice (AgNPS) byly pfipraveny metodou podle Khana (Khan, A
at Al. 2011). Heptahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného (0,134 g) byl rozpustén
v ACS vod¢ (25 ml). Do roztoku hydrogenfosforecnanu sodného byl za stalého michani
pfidan roztok AgNO; (0,085 g) v 25 ml ACS vody. Doslo k okamzitému vzniku
koloidniho roztoku AgNPs. Vznikla smés byla michana po dobu 1 h. AgNPs byly
skladovany ve tme¢ pfi teploté 4 °C. 1 ml smé&si obsahoval 1,08 mg AgNPs o velikosti 10
—100 nm.

4.1.2 Metodika elektrochemického stanoveni

Elektrochemické stanoveni byla provadéna pomoci metody diferenéni pulzni
voltametrie (DPV). Stanoveni probihala na pfistroji CH Instruments (Austin, USA)
s 3 — elektrodovym zapojenim. Jako pracovni elektroda byla zvolena uhlikova pastova,
jako referencni elektroda byla pouzita Ag/AgCl/3M KCl a pomocna platinova
elektroda. Naplii pastové elektrody byla pfipravena z 0,1 g expandovaného uhliku
a 300 pul mineralniho oleje (Sigma-Aldrich, USA), tato smés byla po dobu 25 minut
ttena v achdtové misce a nasledné naplnéna do elektrody. Vzorky byly méfeny
v prosttedi 0,2M acetatového pufru pHS5. Pocatecni potencial ¢inil -0,2 V kone¢ny
potencial 0,5 V, pulzni perioda 0,05 s, citlivost (A/V) 1e”, amplituda 50 mV. Vzorek se
skladal z 1950 pl acetatového pufru, 50 pl roztoku AgNO3z nebo AgNPs (100 uM)
a Vv 5 minutovych intervalech bylo pfidavano 20 ul polymerni latky (100 uM). Jako
kontrola byl pfeméfen samotny acetatovy pufr. Po kazdém ptidani polymerni latky
nasledovaly tfi pfeméteni. Byl sestaven graficky voltamogram, na jehoz zéklad¢é byla
vyhodnocena tvorba komplexi a grafy, které¢ znazoriuji vysky signali a miru interakce

latek.

19



4.1.3 Metodika spektrofotometrického stanoveni

Absorp¢ni spektra byla zaznamenana spektrofotometrem SPECORD 210
(Analytik Jena, Némecko) Vv rozsahu vinovych délek A=200 — 700 nm. Byly pouzity
kifemenné kyvety o optické draze 1 cm (Hellma Essex, Velka Britanie). Analyzovany
vzorek byl tvofen kombinaci latek nanocastic AgNPs nebo AgNO3; s HA, KOL nebo
CHIT a MiliQ vodou. Bylo provedeno referencni stanoveni pro MiliQ vodu a nasledné
byly samostatné preméfeny vzorky AgNPs a AgNOs; (100 uM) v MiliQ vodé.
Do vzorku AgNPs nebo AgNO; s MiliQ (celkovy objem 2000 pl) bylo piidano 20 ul
polymerni latky a michano po dobu 5 minut pro urychleni interakce latek a pfeméteno.
Tento postup nasledoval do obsahu polymerni latky 160 pl (45 min.) v kyveté.
Jednotlivé zaznamy signald byly prolozeny a vyhodnocena interakce a tvorba komplexti

latek.

4.1.4 Priprava zivhého média

Pro ptipravu 1 1 LB média bylo v zasobni lahvi o objemu 11 rozpusténo 5 g
masového peptonu (Sigma-Aldrich, USA), 5 g NaCl (Sigma-Aldrich, USA), 15¢
masového extraktu (HIMEDIA, Mumbai, Indie), 1,5g kvasni¢ného extraktu
(HIMEDIA, Mumbai, Indie) a rozpusténo v 1 1 miliQ vody. Pied sterilizaci bylo pH
média upraveno na pH = 7,4. Sterilizace probihala v autoklavu pii 121 C°, 30 min.

(BMT, Ceské Republika).

4.1.5 Priprava biologického materialu

Bakterialni kultura Staphylococcus aureus (NCTC 8511)(Ceska sbirka
mikroorganismti v Brn&, Ceska republika) byla za sterilnich podminek odebrana
ze Sikmého agaru a 24 hodin inkubovéna s zivnym médiem v inkubatoru Hood TH 15
(Edmund Buhler GmbH, Némecko) pii 37 °C pii 600 rpm. Narostla kultura byla pro
dals$i experiment fedéna kultivatnim médiem na absorbanci 0,1 AU. Petriho miska
obsahovala tuhé Zivné médium sloZeného z tryptonu 10 g-1*, NaCl 5 g-1™, kvasniéného
extraktu 5 g-1" a baktericidniho agaru 15 g-1'(HIMEDIA, Mumbai, Indie), sterilni
destilovana voda MilliQ 18 ml. Sterilizace tohoto média probihala v autoklavu

pti 121 °C, 30 min. (BMT, Ceska republika).
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Pro ucely metody inhibi¢nich zon byl na Petriho misky s agarem napipetovan
1 ml LB média obsahujiciho bakterialni kulturu nafedénou na 0,1 AU pfi vinové délce
600 nm. Vzorky textilie (1 x 1 cm) byly napustény ptislusnou polymerni latkou (8,3 mM
HA, 13,4 mM KOL a 9,7 mM CHIT) aroztokem 300 uM AgNOs3, 250 uM AgNPs.
Vzorky byly v dané smési ponechany po dobu 1 hodiny a nasledné umistény na stied
Petriho misky. Takto piipravené Petriho misky byly uzavieny, zaizolovany
a kultivovany pii 37 °C v inkubatoru (Sanyo, USA) po dobu 24 hodin. Po jednodenni
kultivaci byla provedena fotodokumentace.

Pro metodu rustovych kiivek byla do mikrodesticky napipetovana naredéna
kultura (viz fedéni na 0,1 AU) Staphylococcus aureus v riznych kombinacich
S testovanymi latkami nebo i samostatné jako kontrolni méteni. Koncentrace dusi¢nanu
sttibrného a nanocastic stiibra ¢inily 0; 10; 25; 50; 75; 150; 225 a 300 uM, koncentrace
kyseliny hyaluronové, kolagenu a chitosanu byly vzdy stejné (100 mM). Celkovy objem
v jamkach mikrodesticky ¢inil 300 pl. Méfeni probihalo v ¢ase 0, dale pak vzdy
v pilhodinovych intervalech po dobu 24 hodin, pfi teploté 37 °C a vlnové délce 620 nm.
DosaZené hodnoty byly vyhodnoceny do grafické podoby ve formé rastovych kiivek

pro kazdou variantu jednotlivé.

4.1.6 Priprava MTT testu

Nazev MTT byl metodé¢ pritazen na zakladé pouziti latky 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid, zkracené MTT. Bunéc¢na
suspenze byla napipetovana do jamek mikrotitraéni desti¢ky (jamky 2 — 11), kazda
jamka obsahovala 8000 bun¢k (jamka 1 a 12 obsahovala ¢ist¢ médium bez bungk).
Desticka byla ulozena do CO; termoboxu, po 48 hodinach bylo z jamek 2 — 11 odsano
médium a ptiddno nové s danou koncentraci testované latky (jamka 1 a 12 obsahovala
¢isté médium). Desti¢ka byla opét ulozena do CO, termoboxu a testovana latka pisobila
48 hodin. Po této dob¢ byl odsan obsah jamek 1-11 a jamky byly doplnény novym
médiem bez testované latky, k tomu bylo do kazdé¢ jamky ptidano 50 pl MTT. Desticka
byla zabalena do alobalu a na 4 hodiny ulozena do CO, termoboxu. Po 4 hodinach byl
obsah jamek odsan a do jamek bylo pfidano 200 ul DMSO a 25 ul glycinového pufru.

Obsah byl promichan a byla méfena absorbance pti vinové délce 570 nm.
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4.2 Vysledky a diskuze

4.2.1 Elektrochemicka stanoveni

Cilem této studie bylo, ur¢it zdali pfi interakci polymernich latek s kovem
dochazi k tvorbé komplexu. Elektrochemicka stanoveni byla provadéna pomoci metody
diferen¢ni pulzni voltametrie, jako pracovni elektroda byla pouzita pastové elektroda
plnéna expandovanym uhlikem. Dochazelo k titraci roztoku dusi¢nanu stfibrného
(AgNOg) a stiibrnych nanocastic (AgNPs), v 5 minutovych intervalech byla pfidavana
kyselina hyaluronova (HA), kolagen (KOL) nebo chitosan (CHIT).

A HA+AgNO; B HA + AgNPs
——————
100 pM AgNO; 4

~ | 500 uM HA —_
< | 1000 pM HA <[ :m AehiPs
= | 4000 pM HA E 1000 pM HA

o | 0000 mMHA = | 4000 uM HA
% % | 6000 uM HA

- -

10nA T 10nA
-02 -01 0 01 0203 04 02 -01 0 0102 03 04
Potencial (V) Potencidl (V)

Obrazek 6: Elektrochemicka analyza interakce HA s AgNO3z; a AgNPs. Varinata A — AgNO;
(100 uM), HA (500; 1000; 2000; 4000 a 6000 puM). Varianta B — AgNPs (100 uM), HA (500;
1000; 2000; 4000 a 6000 uM).

Prvnim studovanym komplexem v naSem experimentu byla kyselina
hyaluronova v kombinaci s dusi¢nanem stfibrnym (6A) a nanocasticemi stiibra (6B)
0 koncentracich 100 pM. Po 5 minutovém michani vzorku byl stanoven u kazdé
varianty komplexu signal pomoci DPV a bylo zjisténo, ze se zvySujici se koncentraci
kyseliny hyaluronové dochazi k poklesu signalu, jak u komplext kyseliny hyaluronové
S dusi¢nanem stiibrnym, tak u komplexti kyseliny hyaluronové s nanocasticemi stfibra.
Nejvyssi koncentrace kyseliny hyaluronové Vv komplexu s dusi¢nanem stiibrnymi
a stiibrnymi nanocasticemi byla stanovena na 6000 uM. Zaroven bylo méfenim zjisténo,
ze se zvySujici se koncentraci kyseliny hyaluronové dochazi k posunu signalu.
V ptipad€é komplexii kyseliny hyaluronové s dusicnanem stiibrnym se signal posouval
z potencialu 0,30 V az do potencidlu 0,19V a u komplexu HA s AgNPs dochézelo

k posunu z potencialu 0,27 V az do potencialu 0,19V.
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Obrazek 7: Elektrochemicka analyza interakce KOL s AgNO; a AgNPs. Varinata A — AgNO3
(100 uM), KOL (500; 750; 1500; 2400 a 5900 mM). Varianta B — AgNPs (100 uM), KOL (500;

750; 1500; 2400 a 5900 uM).

Nasledovalo stanoveni tvorby komplext kolagenu s dusi¢nanem stibrnym (7A)
a nanocasticemi stiibra (7B). V priubéhu interakce dochazelo u obou variant ke snizeni
aposunu piku do zaporného potencialu. Varianta kolagen s dusi¢énanem stiibrnym
vykazovala razantn&jsi snizeni piku od koncentrace 750 puM. U varianty obsahujici
dusi¢nan stiibrny probihalo stanoveni od koncentrace 500 pM do kone¢né koncentrace
5900 uM, byl, zaznamenam posun potencialu z 0,3 V do 0,21 V. U vzorku sttibrnych
nanocastic s kolagenem bylo provadéno stanoveni od koncentrace kolagenu 500 pM

az po koncentraci 5900 pM, posun potencialu zacinal v hodnoté¢ 0,27 V a koncil

Vv potencidlu 0,21 V.

A CHIT + AgNO; B CHIT+ AgNPs

100 pM AgNPs

100 pM AgNPs

2‘“ 1500 pM CHIT

S |3000 uM CHIT 2 1500 M CHIT

5 £ [3000 pm CHIT

= 5000 pM CHIT =

= |6000 pM CHIT < (5000 pmCHIT

5 = |6000 pM CHIT

> T %

10nA - T 10nA
-02-01 0 0102 0304 02-01 0 0102 03 04
Potencial (V) Potencidl (V)

Obrazek 8: Elektrochemicka analyza interakce CHIT s AgNO; a AgNPs. Varinata A — AgNO;
(100 uM), CHIT (1500; 3000; 4000; 5000 a 6000 uM). Varianta B — AgNPs (100 uM), CHIT
(1500; 3000; 4000; 5000 a 6000 uM).

Koncentrace chitosanu se pohybovala u varianty s dusi¢énanem stiibrnym (8A)

v rozmezi 1500 uM na zacatku titrace az 6000 uM na konci titrace. Rozpéti koncentraci
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u komplexu s nanocasticemi sttibra (8B) bylo 1500 uM na zaéatku a 6000 uM na konci
titrace. Zmeéna potencialu obou sledovanych vzorkt se v pribéhu piidavani chitosanu
projevila snizenim piku a posunutim celého signalu smérem k 0. Konkrétné byla zména
potencialu varianty s dusi¢nanem stfibrnym zaznamenana z 0,3V do 0,18 V. Hodnota
potencidlu varianty se stiibrnymi nanocCasticemi ¢inila na pocatku méfeni
0,27 V a na konci dosahovala 0,17 V.

Ze stanovenych vysledkit vyplyva, ze v kazdém z Sesti ptipadd, kdy dochazi
Kk interakci mezi dusi¢nanem stéibrnym nebo stifibrnymi nanocasticemi s polymernimi
latkami vznik4 komplexni latka. Vznik komplext 1ze pozorovat na obréazcich 9, 10, 11

a také na sumarnim obrazku ¢islo 9. Lze konstatovat, ze jiz pti nejniz$ich koncentracich

probihala tvorba u variant se stfibrnymi nanocasticemi.
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Obrazek 9: Znazornéni vySek pikll z elektrochemického stanoveni. Koncentrace AgNO;
a AgNPs ¢inila 100 uM. Polymerni latky o koncentracich (0; 200; 400; 600; 800; 1000; 1200;
1400 a 1600 pM).

Na obrazku cislo 9 jsou znazornény vysledky z elektrochemického stanoveni,
sloupce v grafu znazoriuji vysSky jednotlivych pik v prabéhu testu. Veskera pouzita
data byla pfepocitdna pro odstranéni zkresleni zpisobeného tedénim, k jakému
dochazelo pridavanim polymerni latky. Tyto Gdaje také udavaji schopnost, pii jakém
mnozstvi polymerni latky se tvofi komplex mezi dusi¢nanem stfibrnym nebo stiibrnymi

nanoc¢asticemi a polymerni latkou. Ve vSech pozorovanych variantaich komplext
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dochdzelo ktvorbé komplexti. K nejrychlejSim interakcim dochazelo u varianty
dusi¢nanu stiibrného s kolagenem. Naopak k nejpomalejsi tvorbé komplexu dochazelo

U kombinace dusi¢nanu stiibrného s chitosanem.

4.2.2 Spektrofotometricka stanoveni

Spektrofotometricka stanoveni meéla za cil detekovat tvorbu komplexu
na zaklad¢ pozorovani signdli v riznych vinovych délkéch. Stanoveni byla provadéna
vV rozmezi vlnovych délek A =200-700 nm. Vzorek byl slozen z vodného roztoku
dusi¢nanu stfibrného nebo sttibrnych nanocastic (100 uM), a po kazdém méieni bylo
pfidano 20 pul 1% polymerni latky kyseliny hyaluronové, kolagenu nebo chitosanu.
Mg¢teni probihalo v 5 minutovych intervalech, kdy byl vzorek v mezi¢ase michan
za ucelem uskutecnéni interakce obou latek. Dusi¢nan stiibrny se detekuje ve vinové
délce 300 nm. Spektrofotometrickym stanovenim stiibrnych nanocastic ziskdme signal
pfi vinové délce 310 nm. Kyselina hyaluronova dava signal v UV oblasti a to pfi vinové
délce 267 nm. Pii detekci samotného kolagenu a chitosanu nebyl stanoven

zfetelny signal.
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Obrazek 10: Spektrofotometricka analyza interakce HA s AgNO; (A), HA s AgNPs (B).
Koncentrace AgNO; byla 100 uM, koncentrace HA ¢inila 20; 40; 60; 80; 100; 120; 140 a 160
uM. Samotnd HA o koncentraci 250 uM. Tvorba komplexu AgNO; s HA pii 260 nm (A)
a AgNPs s HA pti 270 nm (B) — cervena znacka. 25 °C, A=220-420 nm.

Prvnim komplexem zkoumanym spektrofotometricky za ucelem zjisténi tvorby
komplexu byla kombinace dusi¢nanu stfibrného (10A) a stiibrnych nanocastic (10B)
v kombinaci s kyselinou hyaluronovou. Pii interakci kyseliny hyaluronové

S dusi¢nanem sttibrnym (10A) dochézelo k tvorbé komplexu latek, signal komplexu se
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nachdzel pii vlnové délce 260 nm (Cervend znacka). Interakce nanocastic stiibra

s kyselinou hyaluronovou (10B) tvofila komplex vevlnové délce 275nm

(Cervena znacka).
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Obrazek 11: Spektrofotometricka analyza interakce KOL s AgNOj; (A), HA s AgNPs (B).
Koncentrace AgNO; byla 100 uM, koncentrace KOL ¢inila 20; 40; 60; 80; 100; 120; 140 a 160
uM. Samotny KOL o koncentraci 250 uM. Tvorba komplexu AgNO; s KOL pii 268 nm (A)
a AgNPs s KOL pii 254nm (B) — ¢ervena znacka. 25 °C, A=220-420 nm.

Pfi interakci kolagenu s dusi¢nanem stfibrnym (11A) dochazelo k tvorbé
komplexu téchto latek, signal tohoto komplexu se nachdzel pfi vinové délce 268 nm
(Gervena znacka). Nanocastice stiibra s kolagenem (11B) tvotily komplexni latku, jejiz
signal byl detekovan pfivinové délce 254 nm (Cervend znacka). Kvuli vlastnostem
kolagenu, jehoz vyssi koncentrace dosahovaly pii méfeni az hodnot 2 AU, byl vzorek

roziedén a nasledné piepocten pro lepsi srovnani s vysledky ostatnich variant.
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Obrazek 12: Spektrofotometricka analyza interakce CHIT s AgNO; (A), CHIT s AgNPs (B).
Koncentrace AgNO; byla 100 uM, koncentrace CHIT c¢inila 20; 40; 60; 80; 100; 120; 140 a 160
uM. Samotny CHIT o koncentraci 250 uM. Tvorba komplexu AgNO; s CHIT pti 279 nm (A)
a AgNPs s CHIT pti 295 nm (B) — ¢ervena znacka. 25 °C, A= 220-420 nm.
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Poslednimi zkoumanymi komplexy byly kombinace dusi¢nanu stiibrného
s chitosanem (12A) a nanocasticemi stiibra s chitosanem (12B). Tvorba komplexu byla
u varianty dusi¢nanu stfibrného s chitosanem stanovena pii vinové délce 279 nm
(Cervena znacka). Komplex sttibrnych nanocastic s chitosanem byl stanoven pti vinové
délce 295 nm (Cervena znacka). Kviili vlastnostem kolagenu, jehoz vyssi koncentrace
dosahovaly pii méfeni az hodnot 2 AU, byl vzorek roziedén a nasledné piepocéten

pro lepsi srovnani s vysledky ostatnich variant.

4.2.3 Metoda ristovych krivek

Princip metody rtustovych kiivek spociva ve stanovovani poctu bun¢k organismu
v ¢ase, nasledn¢ jsou tato data vyhodnocena pomoci spojnicového grafu.
V ptedlozenych vysledcich byla stanovovana antimikrobidlni aktivita pozorovanych
forem stfibra dusi¢nanu stiibrného (AgNOs3) a stiibrnych nanocastic (AgNPs)
S polymernimi latkami kyselinou hyaluronovou (HA), kolagenem (KOL) a chitosanem
(CHIT). Test byl provadén na kultute grampozitivni bakterie Staphylococcus aureus.
Stanoveni poc¢tu bunék probihalo pomoci spektrofotometru na zakladé hodnoty
absorbance jednotlivych jamek mikrotitracni desticky. Hodnota absorbance odpovidala
pfimo umérné poctu bunék, ¢im vyssi byla stanovena, tim vySS$i pocet bunck byl
obsazen v jamce. Dale byly vyhodnoceny hodnoty minimalni inhibi¢ni koncentrace
(MIC) coz je hodnota, pii které za¢ina inhibice rastu oproti béZznému ristu bakterie
a totalni inhibi¢ni koncentrace (TIC) jako koncentrace, pii které je rust bakterie uplné
zastaven, tudiz je kultura usmrcena.

Obrazek 13A zobrazuje vliv kombinaci kyseliny hyaluronové s dusi¢nanem
stiibrnym. U kombinace s dusi¢nanem stiibrnym je zfetelny rist u vSech koncentraci
kyseliny hyaluronové, ktery se svym prabéhem i poctem bunck kopiruje rast Cisté
kultury bez ptimési testovanych latek. Pocet bunék je srovnatelny, od 6 hodiny niZsi.
K vyznamnému poklesu poctu bunék, dochazi u koncentraci 150 — 300 uM, vyjimkou je
koncentrace 10 pM, jez kopiruje kiivku koncentrace 150 uM do 15. hodiny, kdy pocet
bunék klesa k absorbanci 0,234 AU. Koncentrace 150 uM byla také stanovena, jako
MIC. Koncentrace 300 uM vykazuje rist kultury do 3 hodiny a nasledné¢ dochazi
k inhibici dalsiho rastu kultury az do konce testu, tato koncentrace vykazovala ze vsech

kombinaci nejvyssi antimikrobialni aktivitu.
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Obrazek 13: Rust kultury Staphylococcus aureus za pusobeni komplextt HA s AgQNO; (A) a HA
s AgNPs (B). Koncentrace AgNO; ¢inila 300 uM, AgNPs 250 uM a koncentraéni fada HA 0;
10; 25; 50; 75; 150; 225 a 300 pM. Varianta 0 obsahovala pouze stiibro, varianta S. a
obsahovala pouze kulturu Staphylococcus aureus, slouzila jako kontrola. Expozice kultury vaci
komplextim probihala 24 hodin pti 37 °C, méteno pfi vinové délce 620 nm.

Obrazek 13B znazornuje vliv riznych koncentraci kyseliny hyaluronové
v kombinaci s nanocasticemi stiibra na bakterialni kulturu. Varianta obsahujici pouze
nanocastice stiibra vykazuje razantni pokles oproti kontrolni kultufe Staphylococcus
aureus. Koncentrace 10 uM byla stanovena jako MIC. Kiivky znazoriiujici latky
obsahujici kyselinu hyaluronovou o koncentraci 10 a 150 uM maji témét shodny priubéh
i pocet bungk, stim, Ze v 18. hodiné dochazi k zastaveni rustu varianty 150 puM.
Koncentrace 225 a 300 uM vykazuji rGst bun€k do 5. hodiny méfeni, a poté dochazi
Kuplné inhibici kultury, koncentrace 75 uM nevykazuje znamky mnoZeni
az do 15. hodiny testu, nasledné doslo k mirnému riastu kultury. Varianta obsahujici 25
uM kyseliny hyaluronové vykazuje absolutni inhibi¢ni efekt od ¢asu 0 do 24 hodin. Pii
porovnani grafi 13A a 13B je patrna vyssi antimikrobidlni aktivita pravé u kombinaci
obsahujicich nanocastice stiibra. U varianty AgNPs s HA byla koncentrace MIC
stanovena 10 uM, zde dochdzi k razantnimu omezeni rustu kultury, naproti tomu
hodnota MIC pro kombinaci AgNO3; s HA byla stanovena na 150 uM. K uplné inhibici
kultury u kombinace AgNO3; s HA nedochazelo, blizi se ji pouze u varianta 300 uM,
naproti tomu kyselina hyaluronova v kombinaci se stfibrnymi nanocasticemi a 50 uM
TIC dosahuje.
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Obrazek 14: Rust kultury Staphylococcus aureus za pusobeni komplextt KOL s AgNO; (A)
a KOL s AgNPs (B). Koncentrace AgNO; ¢inila 300 uM, AgNPs 250 uM a koncentraéni fada
KOL 0; 10; 25; 50; 75; 150; 225 a 300 uM. Varianta 0 obsahovala pouze stiibro, varianta S. a
obsahovala pouze kulturu Staphylococcus aureus, slouzila jako kontrola. Expozice kultury vaci
komplextim probihala 24 hodin pti 37 °C, méteno pfi vinové délce 620 nm.

Obrazek 14A ukazuje pribéh rlstu bakteridlni kultury ovlivnéné kombinaci
latek dusi¢nanu stiibrného a kolagenu. Testovaci kultura s pifimési dusi¢nanu stiibrného
bez kolagenu vykazuje v prvnich 9 hodinach vyrazné¢ vétsi inhibiéni efekt oproti
variantdm obsahujicim kolagen. VeSkeré varianty kombinujici dusi¢nan stiibrny
a kolagen, maji téméf identicky X rast v prvni hodiné testu. Koncentrace 10 uM se
v 12. hodin¢ odlisuje od pribéhu ristu ostatnich koncentraci a dochazi ke zvyseni ristu
kultury. Nejvyss$i antimikrobialni aktivitou disponuji varianty AgNO;s KOL
0 koncentracich 50, 75 a 300 pM. MIC byla stanovena od koncentrace 50 pM.
V disledku neustalého rastu kultury, nebyla zadna z koncentraci vyhodnocena jako
totalni inhibi¢ni. Na obrazku 14B je znazornéno pisobeni nanocastic stiibra
v kombinaci s kolagenem na bakterialni kulturu Staphylococcus aureus. Varianta
obsahujici pouze samotné stfibrné nanocastice vykazuje podobny pribéh ristu jako
ostatni kombinace obsahujici rizné koncentrace kolagenu.

Do prvni hodiny testu, je rist kultur téméf identicky, MIC byla stanovena
od koncentrace 10 pM. Vibec nejvyssi antimikrobialni aktivitu vykazovaly koncentrace
75 a 225 uM, které v 24. hodiné testu dosahovali hodnoty absorbance 1,36 AU. TIC
nebylo mozZné urcit v disledku nedostatecné antimikrobialni aktivity latek a zachovani
pomérné aktivniho rastu kultury.

Pti porovnani grafi 14A a 14B je patrnd vyssi antimikrobidlni aktivita kolagenu
Vv kombinaci se stfibrnymi nanocasticemi, zarovenl zde neni vyrazny rozdil mezi

pisobenim samotného stiibra a kombinaci stfibra s kolagenem, tento jev je patrny
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pfedev§im u varianty se stiibrnymi nanocasticemi (14B). Vys$$i antimikrobialita
stiibrnych nanocastic je pozorovana piredevsim v prubéhu mezi 0. az 15. hodinou,
nakonci méfeni dosahovala hodnota poétu bundk ekvivalentni hodnoty. Zadna

Z testovanych variant nezpusobila totalni inhibici kultury.
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Obrazek 15: Rust kultury Staphylococcus aureus za pusobeni komplextt CHIT s AgNO; (A)
a CHIT s AgNPs (B). Koncentrace AgNO; 300 uM, AgNPs 250 uM a koncentra¢ni fada CHIT
0; 10; 25; 50; 75; 150; 225 a 300 uM. Varianta 0 obsahovala pouze stfibro, varianta S. a
obsahovala pouze kulturu Staphylococcus aureus, slouzila jako kontrola. Expozice kultury vuci
komplextim probihala 24 hodin pti 37 °C, méteno pfi vinové délce 620 nm.

V prubéhu testu (15A) antimikrobialni aktivity dusi¢nanu stiibrného
s chitosanem byl inhibi¢ni efekt samotného stiibra vyrazné€ nizs§i nez v kombinaci
s chitosanem. MIC byla stanovena od 10 uM. Koncentrace v rozmezi 10 — 300 uM
vykazovaly stejny prubéh ristu, shodoval se i pocet bunék, a to s hodnotami v rozmezi
0,021 - 0,042 AU, u této kombinace nebyla stanovena TIC.

Pribéh rlstu varianty obsahujici nanocastice stiibra (15B) byl linearni,
koncentrace Vv rozmezi 10— 300 uM vykazuji stejny prabéh rdstu s rozdilem poctu
buné¢k. Minimalni inhibi¢ni koncentrace byla stanovena od 10 uM. Varianta zkoumané
latky s obsahem chitosanu o koncentraci 25 uM vykazovala nejvyssi antimikrobialni
ucinky, kdy nebyl zaznamenan zadny rist kultury, proto byla tato varianta ur¢ena jako
TIC.

Pfi porovnani variant 15A a 15B je ziejma vysoka antimikrobidlni aktivita obou
variant, s rozdilem kombinace nanocastic stfibra s chitosanem o koncentraci 25 pM,
ktera spliovala podminky (TIC). Komplexy obsahujici chitosan disponuji vyrazné vyssi
antimikrobialni aktivitou, nez ostatni pozorované latky. Kombinace chitosanu se

stfibrnymi nanocasticemi dosahuje nejvyssiho antimikrobialniho efektu.

30



4.2.4 Metoda inhibi¢nich zon

Cilem této metody bylo stanovit antimikrobidlni aktivitu sledovanych komplex.
Princip metody spociva v pisobeni komplexu na bakterialni kulturu Staphylococcus
aureus. Byla pripravena Petriho miska, na kterou byl nanesen LB agar, zivna ptda
vytvarejici bakteriim vhodné prostfedi pro rist. Na LB agar byla rovnomérné
aplikovana kultura Staphylococcus aureus, do stfedu Petriho misky byly umistény dva
vzorky textilie z materidlu ur¢eného pro vyvoj cévni nahrady, tyto vzorky byly
napustény zkoumanymi komplexy. V prabéhu kultivace ptsobily sledované komplexy
na kulturu, jak v misté vzorku textilie, tak v jejim okoli. Stanovenim rozsahu inhibi¢ni
aktivity v okoli ¢tvereckl byla zjisténa antimikrobialita danych komplext. Tyto udaje
byly mezi sebou navzajem porovnany a nasledn¢ vyhodnoceny. Vysledky tohoto testu
byly porovnany s vysledky metody ristovych kiivek.

U testu inhibi¢nich zén bylo ve varianté kyseliny hyaluronové s dusi¢nanem
stiibrnym (16A) dosaZzeno inhibiéni zény o rozméru 1,3 mm. Pdsobenim komplexu
kolagenu a dusi¢nanu stfibrného (16B) vznikla zéna, v niz byla inhibovana kultura
Staphylococcus aureus o velikosti 1,8 mm. Komplex dusi¢nanu stiibrného s chitosanem
(16C) vytvoril na Petriho misce inhibi¢ni zénu 2 mm. Pravé varianta pracujici
s komplexem dusi¢nanu stfibrného a chitosanu vytvofila vilbec nejvétsi inhibicni zénu
mezi vSemi variantami obsahujicimi dusi¢nan stfibrny. Kyselina hyaluronova
v kombinaci s nanocasticemi stéibra (16D) dosahovala inhibi¢ni zony o velikosti
1,5 mm. Komplex kolagenu se stiibrnymi nanocasticemi (16E) vykazoval inhibi¢ni
zonu o velikosti 2 mm. Varianta stiibrnych nanocastic s chitosanem (16F) vytvaiela
Vv kultufe Staphylococcus aureus inhibiéni zénu, jejiz rozmér dosahoval 2,5 mm.
Kombinace chitosanu s nanoc¢asticemi stiibra byla vyhodnocena, jako nejucinnéjsi mezi
vS§emi ostatnimi variantami obsahujicim, jak dusi¢nan sttibrny, tak stfibrné nanocastice.
Vysledky testu prokdzaly vysSi antimikrobidlni aktivitu variant obsahujicich
nanocastice stiibra. VZdy byly srovnany stejné polymerni latky s rozdilnymi formami

stfibra.
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Obrazek 16: Pusobeni komplexi AgNO; a AgNPs v kombinaci s polymernimi latkami
na kulturu Staphylococcus aureus. Koncentrace stiibra ¢inily 300 uM AgNOg a 250 uM AgNPs,
polymerni latky 8,3 mM HA, 13,4 mM KOL a 9,7 mM CHIT. Kultivace probihala 24 hodin pfi
37 °C v termoboxu. Velikosti zon €inily u komplexu AgNO3; s HA 1,3 mm, AgNO; s KOL 1,8
mm, AgNO;z; s CHIT 2 mm, AgNPs s HA 1,5 mm, AgNPs s KOL 2 mm a AgNPs s CHIT
2,5 mm.

4.2.5 Stanoveni toxicity komplexi pro fibroblasty

Vysoké antimikrobidlni aktivita latky je pfi vyhodnoceni nejlep$iho komplexu
pro Ucely transplantacni chirurgie jednim z hlavnich aspekti, ale zaroveil nesmi byt
komplex toxicky pro lidské fibroblasty, tudiz pro clovéka samotného. Proto byl
proveden test (MTT test) k vyhodnoceni cytotoxicity sledovanych komplext. Tento test
je zaloZen na principu redukce Zlutého rozpustného 3-[4,5dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
difenyl tetrazolium bromidu (MTT) na nerozpustny formazan. Reakce probihala na
mitochondrialni membrané Zivych bunék. Po piidani silného detergentu se formazan
rozpustil, vznikly barevny roztok se poté kvantitativné vyhodnotil spektrofotometricky
pii vinové délce 540 nm. Hodnota absorbance roztoku odpovidd mnozstvi zivych
bunék. Pro ucely testovani byla zvolena koncentrace 8000 bun¢k na 200 pl média. Pro
testovani toxicity vuci fibroblastiim byly pouzity lidské piedkozkové fibroblasty (HFF).

Po kultivaci bylo provedeno spektrofotometrické stanoveni a hodnoty absorbance byly
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prevedeny na procento viability bunék a sestavil se graf zavislosti aktivity bunék na
koncentraci cytostatika. Hodnota IC50 byla stanovena pomoci linearni regrese pro
vSechny varianty. IC50 je stfedni inhibi¢ni koncentrace, pii dosazeni této koncentrace
dochazi kuamrti 50 % bunék. Cytotoxicky ucinek je vyjadfovan jako procento
cytotoxicity, které se vypocita podle vztahu:

Avz

cvtotoxicita % = (E) * 100
kde Avz je absorbance bun¢k s danym komplexem a Ak je absorbance kontroly

s rozpoustédlem (k buitkam bylo ptidano rozpoustédlo bez komplexu).

-
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Obrazek 17: Vysledky MTT testu varianty AgNO3z s HA, KOL a CHIT (A). Varianty AgNPs
s HA, KOL a CHIT(B). AgNOs;, AgNPs o koncentracich 100 uM, polymerni latky HA, KOL,
CHIT o koncentraci 100 pM. Na HFF bylo pusobeno sledovanymi komplexy 48 hodin,
v prostiedi CO, boxu, 37 °C, stanoveno pii 570 nm.

Obrazek 17A demonstruje pusobeni komplexi kyseliny hyaluronové, kolagenu
a chitosanu s dusi¢nanem stifibrnym na bunéénou linii lidskych piedkozkovych
fibroblasti (HFF), ze stanovenych dat byly stanoveny stfedni letdlni koncentrace,
nejvyss$i  toxicitou pasobi komplex obsahujici dusi¢nan stfibrny a kyselinu
hyaluronovou, IC50 ¢inila 25,4 uM. Tato kombinace zaroven vykazuje nejvyssi toxicitu

ze vSech latek. Komplex kolagenu S dusi¢nanem stfibrnym vykazuje stfedni letalni

Cv v

v ramci komplext sloZenych z polymerni latky a dusi¢nanu stfibrného byl komplex
chitosanu s AgNOsz. Na obrazku 17B jsou zaznamenany vysledky pusobeni
pozorovanych komplext (AgNPs s HA, AgNPs s KOL a AgNPs s CHIT) na lidské
piredkozkové fibroblasty. Nejvy$si hodnoty letalni koncentrace byly stanoveny
U kombinace kyseliny hyaluronové s nanocasticemi stiibra 28,54 uM. Tato hodnota je
vSak niz8i v porovnani s variantou komplexu kyseliny hyaluronové s dusicnanem

stiibrnym.  Komplex stfibrnych nanocastic s kolagenem dosahuje  hodnoty
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IC50 =50,8 uM, tato hodnota je téméf dvojnasobnd oproti komplexu kolagenu
S dusi¢nanem stiibrnym. Chitosan v kombinaci se stfibrnymi nanoc¢asticemi dosahoval
hodnoty stfedni letalni koncentrace v 101,55 pM. Pravé varianta chitosanu
S nanocasticemi stiibra byla shleddna jako viibec nejméné toxicka ze vSech testovanych
komplexii. Komplexy obsahujici stfibrné nanocéstice disponovaly ve vSech variantach

niz§im hodnotou IC50 nez komplexy obsahujici dusi¢nan stiibrny.
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5 Zavér

Cilem této studie bylo charakterizovat komplex vhodny pro pokryti umélého
cévniho implantatu. Na komplexni sloueninu byly kladeny specifické naroky. Primarné
se jedna o trvajici antimikrobidlni u¢inek, diky kterému budou vylouceny jakékoliv
projevy infekce v dobé rekonvalescence. Dale minimalni mira toxicity komplexu pro
eukaryotické buiiky a vysokd urovenn biokompatibility, diky niz by prob¢hlo pfijeti
umélého cévniho implantatu bez komplikaci.

Jako latky, ucastnici se tvorby komplexu, byly vybrany stfibrné nanocastice
a dusi¢nan stfibrny, které vynikaji svoji mimotadnou antimikrobialni aktivitou.
Pro tvorbu komplexu stémito formami stiibra byly zvoleny latky polymerniho
charakteru, kyselina hyaluronova, kolagen a chitosan, které jsou plné biodegradabilni
a biokompatibilni, jsou u nich pozorovany antimikrobialni U¢inky a jejich polymerni
struktura zajiStuje vhodny vazebny prostor pro stiibrné nanocastice nebo dusi¢nan
stiibrny. Tyto latky vzdy ve varianté stiibro s Kyselinou hyaluronovou, kolagenem nebo
chitosanem byly zkoumany z hlediska interakce tvorby komplexu mezi sebou,
z hlediska miry antimikrobialniho efektu a miry toxicity vii¢i eukaryotickym bunkam.

Tvorba komplext stfibrnych ¢astic s kyselinou hyaluronovou, kolagenem nebo
chitosanem byla studovana elektrochemicky metodou diferen¢ni pulzni voltametrie
a spektrofotometricky pfi postupné interakci latek. Antimikrobidlni aktivita komplext
byla zkoumana na bakterialni kultufe Staphylococcus aureus metodami rustovych
kiivek a inhibi¢nich z6n. Pfi stanoveni toxicity vic¢i eukaryotickym buitkam byla
sledovana viabilita bun¢k v riznych koncentracich komplexti pomoci MTT testu
a nasledn¢ vyhodnocena stfedni letalni koncentrace.

Komplex nanocastic s chitosanem byl vyhodnocen, jako idealni varianta pro
naSe Ucely. Tvorba tohoto komplexu probihala jiz pfi nizkych koncentracich chitosanu,
vysledky elektrochemickych stanoveni koreluji se zavéry spektrofotometrickych metod
a potvrzuji vzajemné dobrou interakci a tvorbu komplexu. Komplex disponuje
mimofadnymi antimikrobidlnimi G€inky, tyto U€inky byly fadové vyssi nez u ostatnich
zkoumanych variant. Kombinace téchto dvou latek byla shleddna, i pfes svoji
vyjimecnou antimikrobidlni aktivitu, jako netoxicka pro lidsky organismus.

Vysledky uvedené v této studii budou pouzity pfi vyvoji materialu umélé cévni

nahrady. Konkrétné¢ se jedna o modifikaci povrchu materidlu latkou, ktery zajisti
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bezproblémové pfijeti implantatu lidskym télem a ochranu prfed infekei diky
antimikrobialni aktivité¢ komplexu. Nami nabizené feseni boje s bakterialnimi infekcemi
pomoci komplexti polymernich latek s nanoc¢asticemi kovu je univerzalni. V nékterych
pfipadech je mozné témito komplexy nahradit antibiotika, ktera pti 1é¢bé vykazuji
negativni vedlejsi ucinky. Uvedené vysledky budou pouzity v ¢lanku Antimicrobial

polymers a budou slouzit jako porovnani pro studie obdobného charakteru.
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