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Nazev diplomové prace: Fotodynamicka inaktivace mikroorganism( (aza)ftalocyaninovymi
fotosensitizéry

Cil prace: Cilem této prace bylo provést optimalizaci metodickych ptistupld pro hodnoceni
antimikrobni aktivity vybranych (aza)ftalocyaninovych fotosensitizér(i (PSs) in vitro. Dale pak
u kandidatnich latek vyjadfit jejich in vitro antimikrobni aktivitu vici tfem klinicky vyznamnym
patogenUm. Jmenovité jsou to: gram pozitivni bakterie meticilin rezistentni Staphylococcus
aureus (MRSA), gram negativni bakterie Pseudomonas aeruginosa (PA) a kvasinka Candida
albicans (CA).

Metody: Mikroorganismy byly inkubovany s danymi PSs, které byly ndsledné odmyty, a
mikroorganismy s navazanymi PSs byly ozafeny po dobu 15 ¢i 30 min. Paralelné byla
stanovena i vlastni antimikrobni aktivita studovanych latek bez ozareni. K uréeni pripadné
minimalni baktericidni koncentrace (MBC)/minimalni fungicidni koncentrace (MFC) byly
pouzity tfi rizné metodické pfistupy. K hodnoceni dynamiky mikrobialniho rlstu byl pouZzit
pristroj Bioscreen C. Byla také pouzita metodika pro hodnoceni metabolické aktivity
s vyuZitim resazurinu. Posledni zavedenou metodou pro hodnoceni antimikrobni aktivity
studovanych latek byla vysevova metoda.

Vysledky: Z vybranych ¢ty kandidatnich latek vykazovala nejslibnéjsi antimikrobni potencial
amfifilni kationickd latka s pracovnim oznacenim P42. Stanovend aktivita v(ci SA Cinila
MBC < 0,01 uM, vici PA byla uréena MBC =20 uM a vici CA vykazovala latka P42 aktivitu
MBC = 0,5 uM. Pfedevsim s ohledem na technickou naro¢nost a také moznosti hodnoceni,
byl jako nezpUsobilejsi metodicky pfistup pro in vitro screening antimikrobnich aktivit PSs
uréen ten, ktery je zaloZzeny na mapovani rlistové dynamiky.

Zavér: Cely svét se potykd sezdvainym problémem tykajici se fenoménu mikrobidlni

rezistence. Jak sama Svétova zdravotnickd organizace uvadi, pokud nedojde k efektivnimu



feSeni tohoto problému, v blizké budoucnosti Ize o¢ekdvat velmi zadvainé socio-ekonomické
dopady ve spolecnosti. Jeden z alternativnich ptistupl terapie infekénich onemocnéni
zahrnuje antimikrobni fotodynamickou terapii, s uzitim latek zvanych PSs. V ramci této prace
byla provedena pilotni studie antimikrobni aktivity ¢tyf kandidatnich, novych PSs, z nichz tfi
vykazaly slibny Ucinek na bakterialni kmen MRSA, jedna latka rovnéz navic vykazala slibny
ucinek na kvasinku CA, a jedna latka vykazala slibny ucéinek na vSechny tfi testované
mikrobidlni kmeny.

Klicovad slova: antimikrobni fotodynamickd terapie, (aza)ftalocyaninové fotosensitizéry,

dynamika mikrobialniho ristu, metabolicka aktivita, vysevova metoda



3. ABSTRACT
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Title of diploma thesis: Photodynamic inactivation of microorganisms using
(aza)phthalocyanine photosensitisers

Background: This work is aimed to optimize methodological approaches for the evaluation
of the antimicrobial activity of selected representative (aza)phthalocyanine photosensitizers
(PSs) in vitro. In addition, the in vitro antimicrobial activity of candidate PSs was evaluated
against three clinically important pathogens. Namely, gram positive methicillin resistant
bacterium Staphylococcus aureus (MRSA), gram negative bacterium Pseudomonas
aeruginosa (PA), and yeast Candida albicans (CA) were included in the study.

Methods: Microorganisms were incubated with the selected PSs, which were subsequently
washed away, and microorganisms with bound PSs were irradiated for 15 or 30 min. At the
same time, the intrinsic antimicrobial activities of the studied compounds without irradiation
were determined as well. Three different methodological approaches were used to evaluate
the minimum bactericidal concentration (MBC)/minimum fungicidal concentration (MFC).
The Bioscreen C instrument was used for an assessment of the dynamics of microbial growth.
A methodology for the evaluation of metabolic activities using resazurin was also included.
The third method for evaluating the antimicrobial activity of the studied compounds was the
spread plate technique.

Results: Of the selected four candidate compounds, the most promising antimicrobial
potential showed the amphiphilic cationic compound with the working designation P42. The
determined activity against SA was MBC <0,01 uM, against PA was MBC = 20 uM, and against
CA a compound P42 showed activity MBC = 0,5 uM. Especially, concerning the technical
complexity and evaluation options for screening in vitro antimicrobial activities of PSs, the
methodical approach consisted of mapping of growth dynamics was recognized to be the

most suitable.

10



Conclusions: The whole world is facing a severe problem related to the phenomenon of
microbial resistance. As the World Health Organization states, if this problem is not addressed
effectively, severe socio-economic impacts can be expected shortly.

One alternative approach for the treatment of infectious diseases involves antimicrobial
photodynamic therapy, using a drugs called PSs. In this work, a pilot study of the antimicrobial
activity of four novel candidate compounds was performed. In three of them, promising
activity against the bacterial strain MRSA was revealed. One tested compound also showed
a promising effect against the yeast CA, and one compound showed a promising effect
against all three microbial strains.

Key words: antimicrobial photodynamic therapy, (aza)phthalocyanine photosensitizers,

dynamics of microbial growth, metabolic activity, spread plate method
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4. UvVOD

Neustalé zneuZivani antimikrobnich preparatli ma za ndsledek antimikrobni rezistenci,
coz je v soucasné dobé velky celosvétovy problém, kterym se zabyva i Svétova zdravotnicka
organizace. Jednim z moznych feSeni je hledani alternativni terapie (Salameh et al. 2015).

Vhodnym pfistupem muZe byt naptiklad i antimikrobni fotodynamicka terapie (aPDT,
antimicrobial photodynamic therapy) (Cieplik et al. 2018).

aPDT pomoci fotosensitizér(i (PSs, photosensitizers) v principu spocivd ve vazbé
netoxické latky, kterd je nasledné aktivovana viditelnym svétlem. Diky ozareni PSs dojde ke
vzniku reaktivnich forem kysliku, které v konecném dusledku prostfednictvim oxidaéniho
stresu vedou k neselektivni destrukci mikroorganismu (Aveline, 2001; Tim, 2015).

Diky svému neselektivnimu pfistupu je velmi nepravdépodobné, Zze by si
mikroorganismy byly schopny vyvinout néjaky mechanismus rezistence vic¢i tomuto typu
terapie. A pravé proto muiZe byt aPDT vhodnym alternativnim pfistupem v feseni
celosvétového problému antimikrobni rezistence (Cieplik et al., 2018; Maisch, 2015; Salameh
et al., 2015; Wainwright et al., 2017).

Teoretickd ¢ast této prace je zamérena predevsim na Uvod do problematiky tykajici se
aPDT, dale jsou zminény typy PSs a vyuzZiti fotosensitizacnich reakci obecné. Prace také
zbéZné pojednava o problematice mikrobidlnich biofilmd a jejich rezistenci, a zminény jsou
rovnéZz moznosti terapeutického fteSeni infekci sdruzenych stvorbou biofilmu
prostrednictvim aPDT.

V experimentdlni ¢asti prace byly optimalizovdany metodické pfistupy pro hodnoceni
aktivity kandidatnich (aza)ftalocyaninovych PSs vici  tfem  klinicky  vyznamnym
mikroorganismim ze skupiny grampozitivnich bakterii (G+): meticilin rezistentni
Staphylococcus aureus, gramnegativnich bakterii (G—): Pseudomonas aeruginosa a kvasinek:
Candida albicans. Studované latky byly syntetizovany na Katedie farmaceutické chemie a
kontroly léciv Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové ve skupiné pana
prof. Zimcika. Konkrétné byla hodnocena antimikrobni aktivita latek s pracovnim oznacenim
P44,HK18, P42, ZIP300 a pro komparace ndmi dosazenych vysledk( s publikovanymi studiemi
bylo do testovani zavedeno komercéné dostupné tricyklické barvivo — methylenova modfr.
Paralelné s testovanim antimikrobni aktivity PSs po svétlené expozici byla pro vsechny

studované latky stanovena i toxicita kandidatnich latek bez ozareni (vlastni toxicita).
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5. TEORETICKA CAST

5.1 Charakteristika antimikrobni fotodynamické terapie

aPDT je terapie zamérend proti mikroorganismim skladajici se z poddni samo o sobé
netoxické molekuly fotosensitizéru (PS, photosensitiser) a jeji nasledné aktivaci viditelnym
svétlem (Tim, 2015).

Aktivace PS spociva v podstaté v absorpci svétla chromoforem této molekuly, coz
vede k tvorbé reaktivnich forem kysliku (ROS, reactive oxygen species). V mikrobidlni burice
se tak v dlisledku plisobeni ROS zahdji sloZité biochemické procesy vedouci ke zméné i ztraté
biologické aktivity, které v kone¢ném dusledku mohou prostfednictvim oxidacniho stresu
zpUsobit neselektivni zni¢eni mikroorganism(, jak je zndzornéno na zjednoduseném

schématu na Obrazku 1 (Aveline, 2001; Tim, 2015).
Aplikace fotosensitizéru

II i
T e
-
-
' =

A}

Ziva bakterialni burika Bakterialni burika s navazanym
fotosensitizérem

Ny

- ~

Ozareni svétlem

«
Mrtva bakterialni bunka Vznik reaktivnich forem
kysliku

Obrazek 1: Schématické znazornéni antimikrobni fotodynamické terapie. ROS — reaktivni formy kysliku.
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5.1.1 Princip fotodynamické terapie

Princip fotodynamické terapie (PDT, photodynamic therapy) je zaloZzen na kombinaci
tfi slozek. Prvni slozkou je netoxickd molekula PS, ddle pak svétlo spektralniho rozsahu
vhodné pro vybuzeni PS do excitovaného stavu a v posledni fadé zde figuruje slozka v podobé
molekuldrniho kysliku (302) (Wainwright, 1998; Wainwright et al., 2017).

Mechanismus PDT podrobnéji znazorfiuje Jablonského diagram (Obrazek 2). PS
absorbuje foton, ¢imZ se dostdva ze svého zakladniho singletového stavu (So) do excitovaného
singletového stavu (Sn). PS poté m{Ze energii ztratit pres vnitini konverze emitovanim fotonu
ve formé fluorescence Ci tepla, ¢imzZ se vrati na So. Nebo muzZe byt pfeménén takzvanym
mezisystémovym prechodem (ISC, intersystem crossing) na stabilnéjsi excitovany tripletovy
stav (T1). Z tohoto stavu se PS muzZe vratit do So bud’ emisi fotonu ve formé fosforescence,
nebo generovanim ROS. Tvorba ROS muZe probihat dvéma zdakladnimi procesy — tzv.
fotoreakce typu | a Il (Alves, et al., 2014; Babtista et al., 2017; Cieplik et al., 2018; Maisch et
al., 2007; Wainwright et al., 2017).

V pfipadé mechanismu typu | se naboj (elektrony) pfenese na okolni substrat, ¢imz
vznikne superoxidovy aniontovy radikdl (O;"), ktery mizZe dale podlehnout dismutaci a dat
tak vznik peroxidu vodiku (H202), cozZ je prekurzor vysoce reaktivnich hydroxylovych radikalt
(HO), které z peroxidu vodiku vznikaji Fentonovou reakci (Alves, et al., 2014; Babtista et al.,
2017; Cieplik et al., 2018; Maisch et al., 2007; Wainwright et al., 2017).

V pfipadé mechanismu typu Il je energie (ale bez nidboje) pfenesena pfimo na 30;
v zdkladnim stavu, coZ vede ke vzniku singletového kysliku (102), ktery je mnohem reaktivnéjsi
nez béiny tripletovy kyslik a pro svoji reaktivitu je také zarfazovdn mezi ROS (Alves, et al.,
2014; Babtista et al., 2017; Cieplik et al., 2018; Maisch et al., 2007; Wainwright et al., 2017).

Po takovémto cyklu absorpce a generovani ROS je PS opét v So a je pfipraven
k absorpci nového fotonu a generovani dalSich ROS. To znamena, Ze PSs se obvykle béhem
fotochemickych reakci nespotfebovavaji. Jedna molekula PS tak muZe generovat tisice
molekul ROS. Pomér obou fotodynamickych mechanism je jedinecny pro kazdy PS a zavisi
na prislusné chemické strukture (Alves, et al., 2014; Babtista et al., 2017; Cieplik et al., 2018;

Maisch et al., 2007; Wainwright et al., 2017).
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Obrazek 2: Zjednoduseny modifikovany Jablonského diagram. So — zékladni singletovy stav, S, — excitované
singletové stavy, A — absorbovany foton, F—emitovany foton ve formé fluorescence, H — teplo, ISC —
mezisystémovy prechod, T; — excitovany tripletovy stav, P — emitovany foton ve formé fosforescence. Prevzato
a upraveno z Cieplik et al., 2018.

5.1.1.1 Fotoreakce typu I a ll, lokalizace ucinku

Mnoho duleZitych reakci s rGznymi PSs probihd dle mechanismu typu Il. 30; je
relativné nereaktivni a je tedy schopen se rychle Sifit pres Sirokou $kdlu biologickych prostfedi
véetné bunécnych membrdn, které vétSinou pro mnoho latek plsobi jako bariéra. Oproti
tomu 10y, vznikajici fotoreakci typu Il z30,, reaguje s lipidy a proteiny, ¢imZ se omezuje
schopnost difuze na velké vzdélenosti. Biologické struktury, s nimiz 10, dobfe reaguje, jsou
uvedeny na Obrazku 3. Fotoreakce typu Il tedy ovliviiuje biologické substraty pouze ve velmi
kratké vzdalenosti od PSs (cca 0,02 — 0,15 uM) (Oleinick, 2011; Babtista et al., 2017).

U fotoreakce typu | vznikd HO-, ktery je vysoce reaktivni a typicky tak interaguje s prvni
molekulou, se kterou se setkd. To omezuje ucinek reakce I. typu pfimo na misto, kde je HO-
generovan (Oleinick, 2011; Babtista et al., 2017).

Tato omezend vzdalenost plsobeni ROS znamena, Ze lokalizace molekul PSs je klicova
pro pripadné biologické ucinky. Ku ptikladu lipofilni PS bude mit tendenci akumulovat se
v membrdnach bunék, a po interakci s fotony spiSe zplsobi reakci s molekulami v membrané
bunék nez s molekulami v bunécné cytoplazmé. Podobny lokaliza¢ni jev je vyuZivan i u PSs
vyuzivanych pro fotodynamickou terapii nadora, kde je Zadouci, aby se PSs (a predevsim PDT

efekt) lokalizovaly predevsim v maligni tkani (Oleinick, 2011; Babtista et al., 2017).
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Obrazek 3: Reaktivita fotosensitizér( s biologickymi strukturami skrze singletovy kyslik, ktery snadno reaguje
s mnoha biologickymi substréty. 10, — singletovy kyslik, Pfevzato a upraveno z: Oleinick, 2011.

5.2 Obecnd charakteristika fotosensitizéri

5.2.1 Fotosensitizéry jsou endogenniho i exogenniho pivodu

PSs mohou byt jak endogenniho, tak exogenniho plvodu. K endogennim PSs fadime
molekuly jako jsou naptiklad porfyriny, bilirubin nebo chlorofyl. Tyto molekuly se pfirozené
vyskytuji v Zivych organismech, ale nejsou jim nijak nebezpectné, respektive jejich
potencionalni fotochemické uUcinky nejsou patrné. Je tomu tak proto, Ze koncentrace téchto
endogennich PSs jsou pfilis nizké, nebo proto Ze jejich molekuly jsou izolovany v komplexech,
které inhibuj fotochemické reakce (Oleinick, 2011).

Endogenni PSs je ale moZno potencovat, aby k fotosensibilizaci doslo. Uved'me pfiklad
protoporfyrinu IX (PplX), coZ je béiny meziprodukt v biosyntetickych drahach vedoucich
k produkci hemoglobinu a myoglobinu. Za normalnich podminek jsou koncentrace volného
PpIX pfilis nizké na to, aby vyvolaly fotosensibilizaci. Pokud je ale v organismu nadbytek
kyseliny 5-aminolevulové (ALA), nebo pokud je normalni metabolicka cesta narusena, PplX se
mlze hromadit a dojde tak k fotosensibilizaci. NaruSeni této metabolické cesty je hlavni
pri¢inou skupiny onemocnéni zndmych jako porfyrie. Mezi klinické pfiznaky porfyrie patfi
mimo jiné erytém, puchyre a zjizveni svétlu vystavené klze (Kakoullis, 2018; Oleinick, 2011).

Exogenni PSs jsou pro dany organismus, v némz mohou pusobit, cizi. Do této skupiny

patfi jak pfirodni produkty (napfiklad z rostlin), tak uméle syntetizované latky. Jedna se o
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Sirokou $kalu barviv a biomolekul, které byly pfipraveny pro |ékarské, zemédélskeé Ci jiné ucely

(Oleinick, 2011).

5.2.2 Idealni vlastnosti fotosensitizérti vyuzitelnych pro fotodynamickou

terapii

Klicovou charakteristikou kaZzdého z PSs je jeho schopnost pfednostné se akumulovat

v nemocné tkani/cilovém mikroorganismu a generovanim ROS vyvolat pozadovany biologicky

Ucinek. Idedlni PS pro PDT by mél splfiovat nasledujici kritéria, kterd jsou také pro lepsi

prehled znazornéna na Obrdazku 4.

1)
2)
3)
4)
5)

6)

7)

Dostupnost v Cisté formé se znamym a konstantnim chemickym slozenim.

Syntéza z dostupnych prekurzord a snadnd reprodukce.

Vysoky kvantovy vytéZek 10, a dalsich ROS.

Silna absorpce v ¢ervené (a blizké infracervené) oblasti elektromagnetického zareni
(680—-800 nm) s vysokym moldrnim absorpcnim koeficientem (&,).

U¢inna akumulace v cileném mikroorganismu/nadorové tkani a nizka toxicita bez
ozdreni.

Stabilita a rozpustnost v télnich tekutinach, snadna aplikace do téla injekci (pfipadné
jinymi metodami).

PIné odstranéni z téla po ukoncéené |écbé.

(Josefsen et al., 2008; Ormond et al., 2013; Pushpan et al., 2002)

Snadna
aplikace

Absorbujici v

Akumulovatelny 680 - 800 nm

v cileném misté

Obrazek 4: Schematické znazornéni vlastnosti idedlniho fotosensitizéru. ROS — reaktivni formy kysliku.
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5.2.3 Typy fotosensitizéru dle chemické struktury

PSs vyuzivané pro fotodynamickou terapii maji rozsahly systém konjugovanych
dvojnych vazeb a absorbuji svétlo ve viditelné oblasti spektra, coZ z nich déla barevné
slouc€eniny. PSs Ize obecné rozdélit na porfyrinoidni a neporfyrinoidni slouceniny.

Mezi porfyrinoidni PSs patfi porfyriny, chloriny, feoforbidy, bakteriofeoforbidy,
texafyriny, ftalocyaniny (Pc) apod. Zakladni struktury nékterych porfyrinoidnich
fotosensitizér(i jsou uvedeny na Obrdzku 5 (Ormond et al., 2013).

Mezi neporfyrinoidni PSs se fadi antrachinony, fenothiaziny, xantheny, cyaniny,
kurkuminoidy atd. Nejstudovanéjsi PSs pro aPDT jsou predevsim porfyrinoidni slouceniny

véetné chlorin(, bakteriochlorin(, Pc a dalSich souvisejicich struktur (Ormond et al., 2013)

Porfyrin Chlorin Bakteriochlorin Feoforbid Bakterioforbid
N
( ??/ \\l/‘g )
\ NH N=—
N a
IN HN
N/
Texapyrin Porfycen Ftalocyanin

Obrazek 5: Zakladni struktury porfyrinoidnich fotosensitizérd. Pfevzato a upraveno z: Ormond et al., 2013.

5.2.3.1 Tri generace fotosensitizéri

PSs vhodné pro PDT lze klasifikovat na zakladé jejich chemického plivodu a struktury

(viz vySe) nebo dle jejich zafazeni do generaci. BéZné jsou kategorizovany do tfi generaci.

5.2.3.1.1 Prvni generace fotosensitizért
Do prvni generace PSs patti predevsim derivat hematoporfyrinu, ktery je registrovan
pod nazvem Photofrin®. Tento PS se skldda zdimerd a oligomerl hematoporfyrinu

izolovaného z hemu odstranénim centralniho atomu Zeleza, ktery podstoupil dalsi Gpravy.
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Photofrin® ma ale jista omezeni zahrnujici nizkou vinovou délku vhodnou pro aktivaci
(408 nm a 510 nm), nizky €, nutnost aplikace vysoké ddvky PS a dlouhé pretrvani
v organismu. | pfes tyto nedostatky ale stale patfi mezi jeden z nejpouzivanéjSich PS (Zimcik

et al., 2004; Derosa, 2002).

5.2.3.1.2 Druhd generace fotosensitizért

Druha generace PSs zahrnuje predevsim latky ze skupiny porfyrin( a s nimi pfibuzné
chloriny a bakteriochloriny, ddle také PSs ze skupiny Pc a jejich derivatQ. Jedna se o latky
chemicky Cisté s vyssi vinovou délkou nutnou pro aktivaci (Zimcik et al., 2004; Derosa, 2002).
nadorl plic, jicnu, Zaludku apod. Zejména latky registrované pod obchodnimi nazvy
Bremachlorin® a Temoporfin® se jevi jako nejucinné;jsi PSs druhé generace.

Pc jsou také velice perspektivnimi PSs, hlavné diky vy$sSimu absorpénimu maximu
(670-700 nm) a vy$simu &x. Na druhou stranu jsou ale méné rozpustné ve vodé a nékterych
organickych rozpoustédlech, cozZ vede k jejich agregaci a ztraté aktivity — proto je nutnd jejich

modifikace (Zimcik et al., 2004; Derosa, 2002).

5.2.3.1.3 Treti generace fotosensitizért

Do treti generace patfi latky vzniklé konjugaci PSs druhé generace s rdznymi
biologickymi molekulami, jako jsou napfiklad monoklonalni protilatky. Diky tomu pak m{ze

dochazet k cilené distribuci |éCiva v organismu. (Zimcik et al., 2004).

5.2.3.2 Charakteristika fotosensitizéri odvozenych od struktury ftalocyaninu

Pc a azaftalocyaniny (AzaPc, Azaphthalocyanine) maji Siroké strukturni vlastnosti, diky
¢emuz maji pomérné Siroké spektrum vyuZiti. Byly Uspésné testovany a pouzivany jako PSs
pro rGzné lékarské aplikace, pfedevsim pro [é¢bu nador( a nemalignich stavl prostfednictvim

PDT, dale také jako prostredek k aPDT. (Da Silva et al.,2018; Lovell, 2012; Zhang, 2017).

5.2.3.2.1 Ftalocyaninové fotosensitizéry

Pc jsou aromatické makrocyklické slouceniny podobajici se svoji strukturou prirodnim
porfyrinlim, v pfirodé se ale nenachazeji a jsou Cisté syntetické. Tyto PSs se skladaji ze ¢tyr
isoindolovych jednotek, které jsou spojeny azomethinovymi mUstky v polohach 1 a 3. Obecna
struktura Pc je zndzornéna na Obrazku 6 (Claessens et al., 2008; Bian et al., 2017; Vachova,

2017).
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Obrazek 6: Obecna struktura ftalocyaninového fotosensitizéru.M — centralni kovovy iont (napft.: Al, Zn, Pd Ci Si);
R — periferni substituenty; A — axialni substituent (v pfipadé, Zze M je napt. Al ¢i Si).

Prvni syntetizovany Pc neobsahoval centrdlni atom kovu (2HPc). Vznikl roku 1907 jako
vedlejsi produkt pfi pfipravé kyanobenzamidu (Braun et al., 1907). Pc s centralnim kovovym
iontem vznikl pozdéji pfi reakci 1,2-dibrombenzenu a kyanidu médného v pyridinu. VedlejSim
produktem této reakce byl médnaty komplex Pc (De Diesbach et al., 1927). Na zakladé
charakteristické barvy prvnich syntetizovanych Pc zavedl Sir Reginald Linstead oznaceni
téchto sloucenin jako ftalocyaniny. Nazev je odvozeny z fectiny, kde naptha znamena petrolej
a cyanine tmavé modry (Linstead, 1933). Linstead také pozdéji se svoji védeckou skupinou
urcili planarni strukturu Pc a navrhli postup syntézy z ftalonitrilu, jenZ se dodnes jevi jako

nejvhodnéjsi prekurzor (Dent et al, 1934; McKeown, 1998).

5.2.3.2.2 Azaftalocyaninové fotosensitizéry

Nahradou atomu uhliku ve struktufe Pc atomem dusiku ziskdme AzaPc. Benzenové
kruhy tak mohou byt nahrazeny napfiklad pyraziny za vzniku tetrapyrazinoporfyrazinu ¢i
pyridiny za vzniku tetrapyridoporfyrazinu, pficemz dusik tak muize byt v pozici a ¢i B, jak je

znadzornéno na Obrdazku 7 (Lukyanets, 2012).
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N\ /M~ xN
N
K; N N=
tetra(2,3-pyrazino)-porfyrazin tetra(3,4-pyrido)-porfyrazin tetra(2,3-pyrido)-porfyrazin
(TPyzPz) (3,4- TPydPz) (2,3- TPydPz)

Obrazek 7: Priklady azaftalocyaninovych fotosensitizérll. Pfevzato z: Vachovg, L., 2017.

5.3 Vyuziti fotosensitizacnich reakci

Fotosensitizacni reakce do znacné miry ovliviiuji lidské Zivoty. Mimo jiné jsou tyto
reakce vyuzivany i v syntetické chemii, kde usnadnuji vyrobu produktll, které by bylo bez

téchto reakci mnohem obtiznéjsi a nakladnéjsi vyrobit (Oleinick, 2011).

5.3.1 Fotosensitizace v nadorové terapii

Pro |é¢bu nador( neni mnohdy radikalni chirurgicky zdkrok vhodny. Radiacni terapie
a chemoterapie nemusi byt vZidy dostatecné ucinna a souvisi s nimi fada nezadoucich ucink.
Proto je vhodné zavadét nové |écebné pristupy, mezi které patfi i proces oznacovany jako
PDT. Pfimy fototoxicky ucinek PDT na nadorové bunky spociva v ireverzibilnim narusenim
specifickych cilll, jako jsou napfiklad bunééné membrany a organely. Je zde ale dllezZité
selektovat ucinek pouze na nddorovou tkan. Spoléha se mimo jiné na vyssi fotosensitivitu a
obecné pozménéné vlastnosti nadorové tkané (Kou, 2017; Buytaert, 2007).

Nékteré PSs pouzivané pro PDT jsou zadrZzovany malignimi tkdnémi mnohem déle nez
v normalnich tkanich. Dal$i moZnosti, jak dosahnout selektivity je osvétleni pouze maligniho
nadoru a tim se dosdhne jeho selektivni destrukce. To se mlZe podpofit naptiklad u koZznich
|ézi lokalni aplikaci ALA, cozZ je prekurzor pfirozeného PS PplX (vice v kapitole 6.2). Léze je
poté ozarena a nasledné dochazi k selektivni destrukci, jak je zndzornéno na Obrazku 8 (Kou,

2017; Oleinick, 2011).
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Obrazek 8: Fotodynamicka terapie nador( kliZze. Horni obrazek: maligni kozni Iéze nad Cislem 3 pred aplikaci
fotosensitizéru. Prostfedni obrazek: |éze bezprostfedné po ozafeni laserem (630 nm). Narusené maligni buriky
—zCervenani. Spodni obrazek: z¢ervenani ustupuje a zlstavaji pouze normalini kozni buriky. Pfevzato z: Oleinick,
2011.

Existuje i moZnost specificky zasahnout cévni zdsobovani nadoru pomoci PDT. V tomto
pripadé se PS aplikuje intravendzné a po velmi kratké dobé, kdy PS jesté nestihl opustit krevni
fecisté, je selektivné ozareno misto s abnormalnim cévnim zdsobenim nadorové tkané, ¢imz
dojde k jeji destrukci.

U kazdého PS a konkrétniho nddoru je ale nutné presné definovat parametry intenzity
svétla, dobu ozareni, davku a nacasovani PS tak, aby se dosahlo nejefektivné;jsi odpovédi na

PDT nadoru (Oleinick, 2011).
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5.3.2 Fotodynamicka inaktivace mikroorganismu

Vzhledem k tomu, Ze v dnes$ni dobé roste pocet patogen( rezistentnich vici béiné
pouzivanym antibiotikim (ATB) ¢i antimykotik(im, je aPDT jednim z alternativnich ptistupt
k feSeni tohoto problému, a to bez dalSiho rizika indukce rezistence mikroorganism( (Cieplik,
2017). Boj s antibiotickou rezistenci je celosvétové tak zavazny, Ze si ho dokonce jako jeden
ze svych prioritnich cil( stanovila mimo jiné i Svétova zdravotnicka organizace (WHO, World
Health Organization) (Salameh, 2015). Obecné plati, Ze aPDT je nejefektivnéjsi u
lokalizovanych infekcich, a to na snadno pfistupnych ¢astech téla, kde neni problém s aplikaci
svétla. V dnesni dobé je ale s pomoci endoskopll a zafizeni z optickych vldken pfistupnd pro
mistni aplikaci PS a ndsledné ozareni vétSina oblasti téla, jako je naptiklad ucho, nos, ustni
dutina, gastrointestinalni trakt, urogenitdlni trakt ¢i plice (Cieplik, 2017; Wainwright et al.,

2017).

5.3.2.1 Biofilm jakoZto pricina rezistence mikroorganismii

Biofilm je komplexni spolecenstvi mikroorganismi ukotvenych na Zivé ¢i neZivé
povrchy poskytujici jejim participantidm fadu vyhod. Mikroorganismy v téchto uskupenich
obecné mnohem vyraznéji odolavaji nepfiznivym vnéjSim vlivim. Pokud dochazi
k porovnavani citlivosti mikroorganism( pfitomnych v biofilmech s jejich planktonickou
formou Zivota, tak mikroorganismy tvofici biofilm vykazuji pozoruhodné nizsi citlivost vlci
antimikrobnim latkdm. S ohledem na tuto skutecnost jsou pak infekce asociované s tvorbou
biofilmové biomasy klinickou vyzvou a jednou z moZnych novych |é¢ebnych strategii by mohla

byt pravé aPTD (Mah et al., 2001; Stewart et al., 2001).

5.3.2.1.1 Mechanismy rezistence mikrobidlnich biofilmu

Mechanismy rezistence mikroorganisma tvoficich biofilm spocivaji mimo jiné
v pomalé penetraci antimikrobnich latek skrze extraceluldrni polymerni substanci, coZ je
dynamicka struktura sloZzena predevsim z glykolipid(, polysacharidli, extraceluldrni DNA,
bilkovin, minerall a vody, kterou si mikroorganismy dokazou sami syntetizovat (Santos et al.,
2018).

DalSim mechanismem muze byt také pozménéné mikroprostiedi uvnitf biofilmu,
rozdilna stresova odpovéd bunék mikroorganismU a tvorba subpopulace tzv. perzistujicich

bunék. Na Obrazku 9 jsou nazorné uvedeny vyse zminéné mechanismy rezistence biofilmu.
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Kombinace téchto ¢ty hlavnich hypotéz pravdépodobné urcuje celkovou odolnost

mikrobialnich biofilma. (Chambless et al., 2006).

Vodna faze s antibiotikem

Pomala penetrace

Paint X lite

Obrazek 9: Mechanismy rezistence biofilmu. Pfevzato a upraveno z: Chambless et al., 2006.

5.3.2.1.2 Problematika rezistentnich mikrobidlnich biofilma

Tvorba mikrobidlnich biofilmG je pomérné velkym klinickym problémem, nebot se
odhaduje, Ze za vice nez 60 % vsech infekci zpUsobenych mikroorganismy stoji pravé biofilmy,
a to v€etné nozokomialnich infekci (Busscher et al., 2012; Lewis, 2001).

Castymi biofilmovymi infekcemi jsou rdzné dentalni infekce vzniklé na zékladé
zubniho plaku, infekce kiliZe, infekce mocovych cest ¢i stredniho ucha. Dale pak mezi infekce
sdruzené s tvorbou mikrobialnich biofilm0 patfi infekéni endokarditida, ¢i infekce spojené
s riznymi implantaty nebo katétry. Nékteré priklady infekci sdruzenych s tvorbou biofilmu
jsou uvedeny na Obrazku 10 (Choy et al., 2008, Lewis, 2001; Marsh et al, 2000; Zimmerli et
al., 2004).

Za vySe zminéné biofilmové infekéni onemocnéni jsou zodpovédné mikroorganismy, jako jsou
napf.: Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella

pneumoniae Ci Enterococcus faecalis. Tyto bakterie navic vykazuji stale vyssi rezistenci na
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Sirokou Skalu ATB (Cieplik et al., 2017; Laxminarayan et al., 2016). Za plvodce mykotickych
infekci, u kterych se vyskytuje problém s rezistenci, povazujeme napfiklad zdstupce rodu

Candida a Aspergilus (Perlin et al., 2017).

Kontaktni Goéky
Infekce ucha

Zubni plak
Mouénivka

Protézy Endotrachealni intubace

Centralni vaskularni katétr

Kardiostimulator

Uméla srdeéni chlopen
Plicni infekce

Stent

Kokni infakce

Periferni vaskularni katétr

Infekce krevniho fecisté

Kvasinkové infekce

Kloubni protéza

Modovy katdtr

Infekce rdny
Ortopedicky implantat

Obrazek 10: Priklady infekci sdruzenych s tvorbou mikrobidlniho biofilmu. Cervené jsou uvedeny konkrétni
infekce. Modfe jsou uvedeny rdzné katétry a implantaty, na kterych casto dochazi k formovani biofilmu.
Pfevzato a upraveno z: Gulati et al., 2016.

5.3.2.2 Potenciondlni vyvoj rezistenci viici aPDT

Vyvoj rezistence u patogen( je pravdépodobnéjsi u lécebnych pfistupl, které jsou
zaméreny pouze proti jedné cilové strukture. Jednd se o takzvany princip ,key-lock”, na
kterém funguji antibiotika i vétSina antiseptik. V tomto pfipadé patogeny dfive ¢i pozdéji
prekonaji antimikrobni vyzvu konkrétnimi mutacemi, expresi efluxnich pump nebo zvysenou
regulaci v podobé zvySené exprese enzymu, které souviseji s mikrobidlni obranou (Maillard,

2002; Maisch, 2015; Mc Donnell et al., 1999; Wainwright et al., 2017).
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Jak je ale pojednavano vyse, v pfipadé aPDT se jedna spiSe o neselektivni pfistup,
zaméreny prostiednictvim ROS na vice cilG. Je tak velmi nepravdépodobné, Ze by byly
mikroorganismy schopny vyvinout si rezistenci vic¢i tomuto typu terapie (Maisch, 2015;

Wainwright et al., 2017).

5.3.2.2.1 Studie zabyvajici se indukci rezistence vici aPDT

Studium vyvoje rezistence mikroorganism( se obecné provadi aplikaci subletdlnich
davek danych lé¢ebnych modalit a naslednou kultivaci prezivSich mikroorganism
v opakovanych cyklech. Existuji i studie zabyvajici se rezistenci patogent vici aPDT (Alves et
al., 2014). Napriklad Lauro a kol. ve své studii z roku 2002 prokazali, Ze Aggregatibacter
actinomyce-temcomitans a Peptostreptococcus micros nejsou schopni vyvinout
detekovatelnou rezistenci vic¢i aPDT s polylysinovymi konjugaty s porfycenem po 10
opakovanych cyklech ¢astecné inaktivace s naslednou kultivaci pfezivsich bakterii. aPDT navic
neovlivnila citlivost mikrob( vici rznym tfiddm antibiotik (Lauro et al., 2002).

Pedigo a kol. publikovali v roce 2009 studii, ktera se zabyva bakteriemi Escherichia coli
a Styphylococcus aureus (v pripadé stafylokoka Slo o kmeny citlivé i rezistentni na ATB).
Zkoumali zde vyvoj rezistence vici opakované 1é¢bé aPDT s methylenovou modfi jakoZto PS.
U zZaddného z téchto bakterialnich druh( ke vzniku rezistence nedoslo. U E. coli bylo provedeno
11 kultivaénich cykld s expozici PS v sub-inhini€énim mnoZstvi, u Staphylococcus aureus bylo
provedeno dokonce 25 cykll (Pedigo et al., 2009). Tavares a kol. dosdahli ve své studii z roku
2010 stejného vysledku skmeny Vibrio fscheri a Escherichia coli po 10 cyklech
s trikationickym porfyrinovym derivatem Tri-Py-Me-PF (Tavares et al., 2010).

Je ale potfeba mit na paméti, Ze tyto studie maji jistd omezeni. Byly provedeny na
mikroorganismech v planktonické formé in vitro. Tyto patogeny ale in vivo upfednostiuji
prisedly rezim biofilmu. Riziko rozvoje rezistence je tak potencionalné vyssi, napfiklad diky
horizontalnimu prenosu gen( (Boles et al., 2004; Marsh et al., 2011).

Na druhou stranu je ale znamo, Ze mikroorganismy se stanou rezistentni na konkrétni
antimikrobni latku, pokud jsou trvale vystaveny sub-inhibi¢nim davkam v pribéhu delSiho
¢asového horizontu. aPDT je ale navrZena jako relativné kratka |écebna procedura, tudiz
je velmi pravdépodobné, Ze l1é¢bou prostfednictvim aPDT nevznika rezistence na tuto terapii

a ani nedochazi k indukci vzniku rezistence vici ATB (Cieplik et al., 2017).
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6. CILE PRACE

e Zavedeni metodiky vedouci ke stanoveni antimikrobni aktivity kandidatnich PSs v(ci
vybranym klinicky vyznamnym mikroorganismim ze skupiny G+ bakterii (meticilin
rezistentni Staphylococcus aureus), G- bakterii (Pseudomonas aeruginosa) i kvasinek

(Candida albicans).

e Do testovani zaradit 4 kandidatni latky, které byly syntetizovany na Katedre
farmaceutické chemie a kontroly IéCiv, ve skupiné pana prof. Zimcika na
Farmaceutické fakulté Univerzity Karlovy v Hradci Kralové (P44, HK18, P42, ZIP300) a

pro srovnani také zavést komeréné dostupnou methylenovou modr.

e Po expozici mikrobialnich bunék PSs a nasledném ozareni zavést hodnoceni

dynamiky mikrobialniho ristu pomoci pfistroje Bioscreen C.

e Po expozici mikrobialnich bunék PSs a nasledném ozareni zavést metodiku, Alamar

Blue Assay, vedouci k ur¢eni metabolické aktivity mikroorganisma.
e Zavést konfirmacni pristup pro hodnoceni aktivity v podobé vysevové metody.

e Pomoci vyse zminénych metodickych pristupl urcit MBC/MFC danych PSs pro

vybrané mikrobialni agens.

e Stanoveni toxicity kandidatnich latek bez ozareni (uréeni vlastni antimikrobni aktivity

bez svételné expozice).

e Porovnani vlivu antimikrobniho Ucinku PS v zavislosti na délce svételné expozice (15 a

30 minut).
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7. EXPERIMENTALNI CAST

7.1 Testovaci mikroorganismy

Pro testovani anti-infekéni aktivity latek byl vybran jeden mikrobialni zastupce ze
skupiny G+ bakterii, druhy ze skupiny G— bakterii a tieti testovaci mikrobialni kmen byl vybran
z mykotickych agens. Z dlivodu pozdéji planovanych zaméra byly voleny mikrobialni kmeny
s vysokou klinickou vyznamnosti, které c¢asto vyvolavaji infekéni onemocnéni sdruzené

s tvorbou mikrobidlnich biofilma.

7.1.1 Meticilin rezistentni Staphylococcus aureus

Meticilin rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA) je G+ kok shlukujici se do hrozn(.
zodpovédny dokonce za 10krat vice infekci nez vSechny multirezistentni G— patogeny. Infekce
zpUsobené MRSA jsou provazeny vysokou morbiditou, coZ je celosvétovy problém. WHO
neddvno klasifikovala MRSA jako jeden z dvandcti prioritnich patogent ohroZujici lidské
zdravi. ZplGsobuje predevsim kozni infekce, ale naptiklad i zapal plic, sepsi a dalSi. MRSA je
také vyznamny nozokomidlni patogen. V nemocnicich se rozsifil hlavné kvali pouzivani
Sirokospektrych ATB. MRSA ma také schopnost preziti na biotickém i abiotickém povrchu ve
formé biofilmu, coZ je dalsi z divod( jeho stale se zvySujici patogenity. Vzhledem k vyse
zminénym faktim, jako je rezistence na nékterd antibiotika, rychlé Sifeni v nemocnicnim
prostredi aj., je vhodné hledat dalsi alternativni pfistupy pro lé¢bu infekci, které zpUsobuje
(Centers for Disease Control and Prevention, 2019; Craft et al., 2019; Green et al., 2012).

Pro experimenty vtéto diplomové praci byl vyuzit referencni bakteridlni kmen

Staphylococcus aureus ATCC 43300 (CCM 4750).

7.1.2 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa (PA) je G— tycka zpUsobujici klinicky nejzavaznéjsi infekce
mezi G— bakteriemi. Jednd se o oportunniho patogena. Pseudomondadové infekce jsou Casté
u pacientl s popaleninami, cystickou fibrézou, akutni leukémii ¢i transplantovanymi organy.
PA je stejné jako MRSA nozokomialni patogen a je také schopna tvofit biofilm. Je prokazano,

Zze PA v biofilmu muZe vykazovat az 1000krat ndsobné nizsi miru citlivosti (odoldva az
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1000krat nasobkim MIC odpovidajici pro planktonickou formu) vici ATB, nezZ je tomu u
planktonickych bunék. Mezi nejzavaznéjsi infekce, které PA zplsobuje patfi napriklad otitida,
endoftalmitida, endokarditida, meningitida, pneumonie, infekce mocového méchyte, infekce
ran Ci sepse (Bodey et al.,, 1983; Mah et al., 2003; Mulcahy et al., 2014). U nozokomialnich
kmen( dochazi k pomérné rychlému rozvoji rezistence na ATB, je proto vhodné hledat dalsi
|écebné postupy vedouci k Uspésné eliminaci tohoto infekéniho agens. (Mulcahy et al., 2014)

Pro experimenty vtéto diplomové praci byl vyuzit referenéni bakteridlni kmen

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (CCM 3955).

7.1.3 Candida albicans

Candida albicans (CA) je pfirozenou soucasti lidského mikrobiomu. Vyskytuje se
predevsim na kdzi a na povrchu sliznic (sliznice stfeva, dutiny Ustni ¢i pochvy), kde Zadné
problémy nezplsobuje. Pokud se ale narusi mikrobidlni rovnovdha nebo se CA dostane na
atypické lokalizace v téle, dojde k infekci. V ramci skupiny blastosporickych mykotickych
velkym problémem predevsim u imunokompromitovanych osob. CA m(iZe zpUsobit napfiklad
sepsi, ke které se vaZze vyznamnda mortalita. Jednd se také o nejbézinéjsi druh kvasinky
zpUsobujici nozokomialni infekce (Centers for Disease Control and Prevention, 2020; Ruhnke,
2006).

V soucasné dobé existuje relativné malo ttid antifungdlnich 1ékd, cozZ jiz samo o sobé
omezuje terapeutické moznosti lékaru. Tyto mozZnosti jsou navic dale snizovany a omezovany
vznikem antifungdlni rezistence. Zacala se dokonce objevovat rezistence CA proti
flukonazolu, coz je lék volby pti orofaryngedlni kandidéze u pacient(i s AIDS. Problém tykajici
se rozvoje a Siteni rezistence se tak netyka pouze bakterialnich agens, proto je na misté hledat
dalsi alternativni terapeutické postupy také pro lé¢bu mykotickych infekci. (Cannon et al.,
2007; Lambrechts et al, 2005).

Pro experimenty v této prdci byl pouzit referenéni kvasinkovy kmen Candida albicans

ATCC 24433 (CCM 8320).
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7.2 Pomiicky, pristroje a materidl

7.2.1 Pouzité reagencie a kultivacni pady

- studované PSs:
o ftalocyanin P44-COONa (ddle jen , P44“; amfifilni anionicka latka)
o ftalocyanin HK18-COONa (dale jen ,HK18“; hydrofilni anionicka latka)
o ftalocyanin P42-1Zn-Me (ddle jen , P42“; amfifilni kationicka latka)
o azaftalocyanin ZIP300-ZnMe (dale jen ,ZIP300“; hydrofilni kationicka latka)
o fenothiazinové barvivo methylenovda modi (MB, Methylene blue), Sigma-
Aldrich, USA (chemicka struktura viz Obrazek 15)
Studované latky s pracovnim oznacenim P44, HK18, P42, ZIP300 byly syntetizovdny na
Katedre farmaceutické chemie a kontroly |éciv, ve skupiné pana prof. Zimcika. Jednotlivé

chemické struktury téchto fotosensitizérd jsou znazornény na Obrdazcich 11-14.

Soyabean Casein Digest Medium (trypton-séjové médium), HiMedia, Indie

- Phosphate buffered saline (PBS, fosfatovy pufr), pH 7,4, Sigma-Aldrich, USA

- Mueller-Hinton agary (pro kultivaci bakterii), pfipraveny a poskytnuty pracovniky
Oddéleni mikrobiologie a imunologie, Katedry biologickych a l|ékarskych véd,
Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové

- Sabouraud agary (pro kultivaci kvasinek), pfipraveny a poskytnuty pracovniky

Oddéleni mikrobiologie a imunologie, Katedry biologickych a l|ékarskych véd,

Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové
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Obrazek 11: Chemicka struktura fotosensitizéru P44.

Obrazek 12: Chemicka struktura fotosensitizéru HK18.
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Obrazek 13: Chemicka struktura fotosensitizéru P42.

/

Y

Obrazek 14: Chemicka struktura fotosensitizéru ZIP300.
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Obrazek 15: Chemicka struktura methylenové modfri.

7.2.2 Pracovni pomucky

- Sterilni mikrotitra¢ni desti¢ky s vickem, 96 jamek, Gamedium, Ceskd republika
- Sterilni mikrotitra¢ni desti¢ky s vickem, 96 jamek, TPP, Svycarsko

- Sterilni Honeycomb desticky, Oy Growth Curves, Finsko

- Jednorazové ockovaci klitky, Gamedium, Ceskd republika

- Zkumavky PP typ Falcon (50 ml), sterilni, Verkon, Ceska republika

- Sterilni mikrozkumavky, plastové, rlizny rozsah, Eppendorf, Némecko

- Stojany na mikrozkumavky, Gamedium, Ceska republika

- Automatické pipety, rGzny rozsah, Eppendorf, Némecko

- Sterilni Spicky, plastové, rlizny rozsah, Eppenderf, Némecko

7.2.3 Pracovni pristroje

- Laminarni box Esco Class Il type A2, Esco Micro Pte. Ltd., Singapur

- Bioscreeen C MBR, Oy Growth Curves, Finsko

- Denzitometr McFarland typ DEN-1, Biosan Ltd., LotySsko

- Vortex M52 Minishaker IKA, P-LAB, Ceska republika

- Termostat Binder WTB, Fisher Scientific, Némecko

- Centrifuga Rotatna s vykyvnym rotorem,

- Trepaci termobox Titramax 1000 s inkubdtorem 1000, Heidolph Instruments GmbH &
Co. KG, Némecko

- Synergy HTX Multi-Mode Microplate reader, BioTek, USA

- 450 W xenonova lampa s vodnim a high-pass filtrem 0G570, Newport, USA
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7.3 Kultivace mikroorganismii

Jednotlivé kmeny mikroorganism( (MRSA, PA a CA) byly zaockovdany na prislusné agary
a kultivovany pres noc v termostatu. Poté byly z agar(i jednotlivé zaockovany do tekutého
trypton-séjového média a kultivovany 2 h v termoboxu za mirného trfepani za ucelem
dosazZeni exponencialni ristové faze. Nasledné byly suspenze mikroorganisma (MO) stoceny

v centrifuze po dobu 8 minut v centrifuze pfi 4500 xg.

7.4 Priprava bunécné suspenze, koncentracni fady testovanych
fotosensitizérd a ndsledné ozdreni

Mikrobialni peleta ziskand centrifugaci se resuspendovala v PBS do poZadované optické
denzity (OD):
e MRSA: OD 0,5 McFarland units — tj. cca 108 CFU/ml
e PA: 0D 0,5 McFarland units —tj. cca 108 CFU/ml
e CA: 0D 2,5 McFarland units —tj. cca 10’ CFU/mll

Asepticky v laminarnim boxu byla pfipravena fedici fada studovanych fotosensitizért
ve sterilnim PBS ve dvojnasobné koncentraci, nez cinila findlni koncentrace v ramci
experiment(. Findlni koncentraéni fada pro latky P44, HK18, P42 a ZIP300 byla primarné
stanovenana:0,1-0,5-1-5-10-20-50 uM. Dle pribéznych vysledkl ale byla v nékterych
pfipadech tato fada upravena. Pro MB byla volena finalni koncentraéni fada: 5 - 10 - 20 - 100
- 500 uM, ktera byla také pozdéji upravena. Konkrétni hodnoty jsou poté uvedeny ve
vysledkové ¢asti pro kazdy PS.

Mikrobidlni suspenze jednotlivych MO se poté pfidala po 700 ul k pfedem pfipravené
koncentracni fadé studovanych PSs v PBS, jejich objem v jedné mikrozkumavce byl 700 pl.
Vysledny objem v rdmci kazdé testované koncentrace fotosensitizéru tak byl 1400 pl. Byla
pouzita i kontrola pozitivniho nardstu (dale jen ,pozitivni kontrola®; PK), coZ jsou
mikroorganismy bez vlivu PSs (700 ul PBS a 700 ul suspenze MO). Nasledovala inkubace
jednotlivych koncentracnich fad studovanych PSs s MO a pozitivnich kontrol po dobu 30

minut pfi 37 °C.
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Zcela zdsadni pro experimentalni praci bylo, aby PSs nebyly aktivovany svétlem dfive,
nez bylo Zadouci, proto se pracovalo v ¢aste¢né zatemnéné mistnosti, v prostoru s pouhym
zbytkovym svétlem.

Po inkubaci se provedlo odstranéni nenavazaného PS centrifugaci pfi 4500 xg, po dobu
8 minut pfi laboratorni teploté a ndslednym promytim PBS (2x). Jednotlivé koncentrace PSs
s MO se poté v triplikatech pipetovaly po 200 pl na jamku do dvou sterilnich mikrotitracnich
desticek (jedna desticka pro ozafovani, pracovni oznaceni ,light“ a druha pro urceni vlastni
antimikrobni aktivity latek bez ozareni, pracovni oznaceni ,dark”). ,Light“ desticka se
ozafovala 15 minut xenonovou lampou (A > 570 nm, 12,4 mW/cm?, 15 min, 11,2 J/cm?) nebo
30 minut (A>570 nm, 12,4 mW/cm?, 30 min, 22,4 J/cm?). ,,Dark” desti¢ka se po stejnou dobu

nechala ve tmé.

7.5 Metody detekce zivotaschopnosti mikrobialnich agens po
interakci s testovanou latkou

7.5.1 Hodnoceni dynamiky mikrobidlniho ristu pomoci pfistroje Bioscreen C

Jednim z parametr(, ktery odrazi poc¢et mikroorganismd je OD mikrobidlni suspenze.
Pravdou je, Ze OD neni pfimym odrazem poctu Zivotaschopnych mikrobd, v této veli¢iné se
odrdzi jak pocet mrtvych, tak i Zivych mikroorganismd. Nicméné vramci naseho
experimentalniho usporadani, zalozeném na tzv. ,recovery” metodé, je detekovan pfiristek
Zivotaschopné mikrobialni biomasy v ¢ase, ktery je odrazem aktivity Zivotaschopnych
mikrob( (Oy Growth Curves Ab Ltd, 2009).

Pomoci pfistroje Bioscreen C byl mapovan rlist testovacich mikrobidlnich kmen( po
interakci se studovanou latkou a ozarenim po urcitou dobu v ¢asovych intervalech 30 minut,
po dobu minimalné 12 hodin.

Tento pfistup umozZnuje vyhodnotit koncentraci studované latky, kterd vede
k absolutnimu cidnimu efektu (ve vzorku neni zaznamenan Zadny nardst OD) a dale umoZniiuje
studovat vliv na rdst mikrobidlnich entit po expozici testované latky v sub-inhibi¢nim
mnoZstvi. Pfi této metodé je ale nutné zohlednit, Ze i jedna bakterie/kvasinka, které zde
poskytneme vhodné podminky v rdmci tzv. ,recovery” prostredi, je schopna se mnoZzit a tim

zpUsobit nardst OD. Hodnota MBC je definovdna jako koncentrace antimikrobni [atky vedouci
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k cidnimu pusobeni, ktery se odrazi v ubytku Zivotaschopnych agens z >99,9 % ve srovnani
s pocatecnim inokulem (Oy Growth Curves Ab Ltd, 2009).

V nasem pfipadé nas tento experimentalni pfistup vymezuje na pfisnéjsi kritérium
hodnoceni, tedy na uréeni cidniho efektu se 100% ubytkem Zivotaschopnych mikrobd.

Do sterilni honeycomb desticky se napipetovalo po 180ul Soyabean media na jamku
a pridalo se 20 pl mikrobialni suspenze po ozafeni z ,light” desticky (,dark” desticka nebyla
touto metodou mérena). Opét se pracovalo v triplikdtech. Takto pfipravena desticka byla
kultivovana po dobu minimalné 12 hodin v pfistroji Bioscreen C, pfi teploté 37 °C, s mérenim
OD pti 540 nm v 30minutovych ¢asovych intervalech. Pro ilustraci je na Obrazku 16 uvedena
Honeycomb desticka s MRSA po interakci se ZIP300 a ndaslednym ozafenim 15 min po

proméreni prostfednictvim pfistroje Bioscreen C.
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Obrazek 16: Snimek Honeycomb desticky po probéhlé kultivaci bakteridlniho kmene meticilin rezistentni
Staphylococcus aureus ATCC 43300 (MRSA; 37 °C, 20 h) v pfistroji Bioscreen C. MRSA byla kultivovana pod
vlivem rliznych koncentraci fotosensitizéru ZIP300, aktivovaného 15 min ozafenim (450W xenonova lampa
Newport s vodnim a high-pass filtrem 0G570 (A > 570 nm, 12,4 mW/cm2, 15 min, 11,2 J/cm?2)). Vliv jednotlivych
koncentraci na rust bakteridlniho kmene byl testovan v triplikatech (ohrani¢eni jamek elipsou). PK — pozitivni
rGstova kontrola, pro hodnoceni rlstu bakterii bez vlivu fotosensitizéru. NK — negativni rlistova kontrola
(médium bez obsahu mikroorganismu).
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7.5.2 Vysevova metoda

Princip této metody spociva ve stanoveni poctu Zivotaschopnych bunék neboli CFU
(jednotky tvofici kolonie; zangl. colony forming units) pomoci postupného Fedéni
pocate¢niho inokula a ndsledného vysevu reprezentativnich alikvotl na Zivnd média.
Vysevova metoda je charakteristickd svou (Casovou) narocnosti provedeni a pracnosti.
V rdmci nasi studie byla vyuZita pfedevsim pro konfirmaci vysledk( ziskanych predchozim
metodickym pristupem (Microbial Growth and Control, 2014).

Pro vysevovou metodu bylo provedeno fedéni mikrobidlnich suspenzi v PBS z , light“ i
»dark” desticek. V rdmci kazdého triplikatu byla volena jedna jamka, ze které se prevedlo 5 pl
suspenze mikroorganismd do mikrozkumavky s pfedpipetovanym objemem 1495 ul PBS.
Poté se proved| vysev po 10ul na pfislusné agary. V pfipadé MRSA a PA kmenU se proved|
vysev na Mueller-Hinton agary, v pfipadé CA kmene na Sabouraud agary. Vysev z ,light”
desticek byl proveden klasickym rozockovanim, abychom byli pfipadné schopni spocitat CFU
a vysev z ,dark” desticek byl proveden tzv. ,spot” vysevovou metodou (nanesenych 10ul se
jiz ddle nerozockovavalo), CFU jsme v ramci Uspory ¢asu v tomto ptipadé jiz nepocitali.

Byla hodnocena MBC >99,9 % (% ubytek Zivotaschopnych mikroorganisma ve
srovnani s pocatec¢nim inokulem). S ohledem na velikost pocatec¢niho inokula pak bylo na
zakladé vypoctl pro kmeny MRSA a PA stanoveno kritérium hodnoceni, ,,cut-off”, maximalné
3 CFU, coZ odpovidalo 99,9 % MBC. V pfipadé CA kmene by se v pfipadé MFC >99,9 % na

zakladé vypoctl s ohledem na velikost pocatecniho inokula neméla objevit Zddna CFU.
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7.5.3 Urceni metabolické aktivity mikroorganismi — Alamar Blue assay

Alamar Blue (AB) je netoxicky fluorescenéni indikator Zivotaschopnosti, presnéji tedy
metabolické aktivity bunék. Princip této metody spocivd v preméné modrého zbarveni
resazurinu metabolicky aktivnimi (Zivymi) bufikami na rizovy resorufin. Roztok AB se pfidava
k mikrobidlnim suspenzim, nasledné probiha inkubace pfi teploté 37 °C a poté je promérena
fluorescence (Ex 530-560 nm/Em 590 nm). Urcitym uskalim této metody v mikrobiologii
mUze byt ale fakt, Ze mikroorganismy maji schopnost perzistence (dormance), coz je stav, kdy
nejsou metabolicky aktivni, a presto jsou plné Zivotaschopné (Peeters et al., 2008).

Vramci tohoto metodického pfistupu bylo zjednotlivych jamek ,light” i ,dark”
desti¢ek odebrano po 160 ul z kazdé jamky a objem jamek byl doplnén 180 ul trypton-
séjovym médiem. Celkovy objem v jedné jamce pak Cinil 200 pl. Desti¢ky byly inkubovany po
dobu 7 hodin v termostatu ve tmé, pfi teploté 37 °C. Po inkubaci se pfidalo 20 ul barviva AB
na jamku a desticky se dale inkubovaly po dobu 30 minut ve tmé, pfi teploté 37 °C.
Fluorescencni signdl byl méren pomoci multidetekéniho readeru, Synergy HTX Multi-Mode
Microplate reader, pfi excitacni vinové délce 528 nm a emisni vinové délce 585 nm. V rdmci
metody byly zavedeny jak PK (bakterie v kultivacnim médiu bez interakce se studovanym PSs),
tak i samotné kultivacni médium, pro urceni nespecifického fluorescencniho signdlu. Pro
ilustraci je na Obrazku 17 uvedena desticka s PA po interakci s P42 a naslednym ozarenim 30

minut po pfidani AB, kultivaci a proméreni pomoci multidetekéniho readeru.
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Obrazek 17: Studium vlivu rlznych koncentraci fotosensitizéru P42 na metabolickou aktivitu bakterie
Pseudomonas aeruginosa s dobou ozareni 30 minut. (450W xenonova lampa Newport s vodnim a high-pass
filtrem OG570 (A > 570 nm, 12,4 mW/cm?, 30 min, 22,4 J/cm?)). PK — pozitivni ristova kontrola, NK — negativn{
rGstova kontrola, riZové zbarveni obsahu jamky — metabolicky aktivni bakterie, modrofialové zbarveni obsahu
jamky — metabolicky inaktivni bakterie.
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8. VYSLEDKY

8.1 Fotosensitizér P44

Koncentracni fada u obou dob ozafovani (15 a 30 min) byla stejna, tedy:

0,1-0,5-1-5-10-20-50 uM.

8.1.1 Vyhodnoceni aktivity P44 vici meticilin rezistentni bakterii
Staphylococcus aureus

8.1.1.1 Doba ozareni - 15 minut

Na zdkladé hodnoceni dynamiky mikrobialniho rlistu pomoci pfistroje Bioscreen C a
také na zakladé vizuadlniho hodnoceni bylo prokazano, Ze pfi koncentracich 10 uM, 20 uM a
50 uM nedoslo k nartstu mikrobidlni biomasy a v pfislusnych jamkach nebyl detekovan zakal
(Obrazek 18). S ohledem na to, Ze jde o metodicky pfistup tzv. ,,recovery” metodu, byla na
jejim zdkladé odecitdna vidy hodnota MBC. V tomto pfipadé je MBC rovna koncentraci
10 pM.

Obrazek 18 ukazuje posloupny narlst (coZ je reflektovano zménou OD), pfipadnou
stagnaci rlstu mikroorganismu pod vlivem rlznych koncentraci PS. Jak je také patrné
z Obrazku 18, v pfipadé sub-inhibi¢ni mikrobicidni koncentrace (sub-MBC), odpovidajici !/,
MBC, tedy sub-MBC=0.5xMBC, dosSlo k opoZdéni v prechodu zlag rlstové faze do
logaritmické/exponencialni faze o cca 3,5 hodiny (210 minut). Lze tedy konstatovat, Ze tato
sub-inhibi¢ni koncentrace se pomérné vyrazné odrazi v rdmci post-antimikrobniho efektu.
V pfipadé /10 MBC (sub-MBC=0.1xMBC) a /20 MBC (sub-MBC=0.05xMBC) pak doslo k témé¥
totoZznému opozdéni v narlstu odpovidajici cca 2 hodindm. V pfipadé /100 MBC (sub-
MBC=0,01xMBC) pak doslo k nevyraznému posunu, maximalné o 30 minut.

Urceni metabolické aktivity MRSA pro fotosensitizér P44 a dobu ozareni 15 neni
uvedeno. Pro hodnoceni byl volen plvodné zamysleny metodicky pfistup (mikrobialni
suspenze v PBS, expozice testovanou latkou a ozareni, ptridani metabolického indikatoru),
ktery nevykdzal spolehlivost (nebyla detekovdna metabolicka aktivita pozitivni rlistové

kontroly).
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Ziskané vysledky byly konfirmovany vysevovou metodou viz Obrazek 19. Narust byl

ale do jisté miry patrny ve vsech vysecich.

Mapovani rlistu bakterie Staphylococcus aureus ATCC 43300 po
intrerakci s fotosensitizérem P44 a 15minutovém ozareni
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Obrazek 18: Vliv rliznych koncentraci P44 na meticilin rezistentni bakterii Staphylococcus aureus ATCC 43300 s
dobou ozafovéni 15 min (A > 570 nm, 12,4 mW/cm?, 15 min, 11,2 J/cm?) stanoveny ,recovery” metodou. PK —

pozitivni rdstova kontrola; OD — opticka denzita.

Obrazek 19: Snimek petriho misek s Mueller-Hinton agarem a narlistem bakteridlniho kmene meticilin
rezistentni Staphylococcus aureus ATCC 43300. Po interakci bakteridlniho kmene s rlznymi koncentracemi
fotosensitizéru P44, po ozareni 15 minut (450W xenonova lampa Newport s vodnim a high-pass filtrem 0G570
(A>570 nm, 12,4 mW/cm?, 15 min, 11,2 J/cm?)) byl proveden vysev na kultivaéni médium do pfislusnych vysedi.
Po nasledné inkubaci po dobu 24 hodin v termostatu, pfi 37 °C byl nasledné hodnocen narist.
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8.1.1.2 Doba ozareni - 30 minut

V pfipadé ozafovani po dobu 30 min nebyla na zakladé hodnoceni dynamiky
mikrobidlniho rlistu pomoci pfistroje Bioscreen C hodnota MBC v rdmci rozmezi testovanych
koncentraci latky stanovena — viz Obrazek 20. Stejny vysledek byl zaznamendm po vizualni
inspekci desticky, ve viech jamkdach doslo ke zjevnému ndrlstu bakteridlni biomasy, kterd se
projevila zakalem. Jak je zndzornéno na Obrazku 20, v pfipadé cilové koncentrace 50 uM a 20
1M doslo k posunu v nastupu do exponencialni faze ve srovnani s pozitivni kontrolou o cca 7
Slo o posun 2,5 hodiny (150 minut). To je vyrazné delsi doba post-antimikrobniho efektu
odpovidajici 5-ndsobku doby po expozici svételného zareni v porovnani s dobou ozatovani 15
min.

V pfipadé hodnoceni vysledkd pomoci AB bylo zjisténo, Ze v ptipadé koncentrace
odpovidajici 10, 20 a 50 uM doslo k vyrazné inhibici v metabolické aktivité (pfesahujici 95 %),
o ¢emz vypovida Tabulka 1. S ohledem na predpokldadany mechanismus ucinku PS pak lze
vyvozovat, Ze metabolickd aktivita muUZe pfimo odraZet Zivotaschopnost testovacich
mikroorganismu. V naSem metodickém usporaddani jsme detekovali metabolickou aktivitu po
cca 7 hodinach (420 min) v rdmci ,recovery” metody. Jak je patrné z Obrdzku 20, pozitivni
kontrola dosahuje vtomto intervalu pozdni exponencialni faze/pocatku stacionarni faze.
V daném ¢asovém intervalu pak bakterie pod vlivem koncentraci 10, 20 a 50 uM nevykazuji
rast, coz primo koreluje s hodnotami ur¢enymi touto metodou. Jak je patrné v Tabulce 1, sub-
inhibi¢ni koncentrace 0,1 uM vede k vy$simu narlistu metabolické aktivity o cca 14 % oproti
PK. U ostatnich hodnocenych sub-inhibi¢nich koncentraci tento ndrlst nebyl zaznamenan.

Ziskané vysledky byly konfirmovany vysevovou metodou viz Obrazek 21. Nar(st

v tomto pfipadé nebyl patrny od 5 uM koncentrace.
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Mapovani rlstu bakterie Staphylococcus aureus ATCC 43300 po
intrerakci s fotosensitizerem P44 a 30minutovém osvitu
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Obrazek 20: Vliv riznych koncentraci P44 na meticilin rezistentni bakterii Staphylococcus aureus ATCC 43300, s
dobou ozafovéni 30 min (A > 570 nm, 12,4 mW/cm?, 30 min, 22,4 J/cm?) stanoveny ,recovery” metodou. PK —
pozitivni rdstova kontrola, OD — opticka denzita.

Tabulka 1: Vliv rGznych koncentraci fotosensitizéru P44 na metabolickou aktivitu meticilin rezistentni bakterie
Staphylococcus aureus ATCC 43300, s dobou ozareni 30 minut. Metabolicka aktivita byla méfena v ramci Alamar
Blue assaye. V tabulce jsou zahrnuty pridmérné hodnoty namérené fluorescence (méreno v triplikatech). Po
subtrakci priimérnych hodnot odpovidajicich fluorescenci pozadi (data nejsou v tabulce prezentovana) bylo
vypocitano procento metabolické aktivity vztaZzené vici pozitivni rlstové kontrole (100 %)*, a dale procento

inhibice metabolické aktivity vztazené vudi pozitivni rastové kontrole (0 %)**
P44 - MRSA - Light 0,1 uM 0,5 uM 1 uM 5 uM 10 uM 20 uM 50 uM PK
Primama hodnota RFU 15350,33 10723,00 10157,67 4586,67 3851,33 3530,00 3501,00 13855,00
% metabolické aktivity * 113,71% 69,75% 64,38% 11,46% 4,47% 1,42% 1,14% 100, 00%
% inhibice ** 13,71% 30,25% 35,62% 88,54% 95,53% 98,58% 98,86% 0%

Legenda: RFU — relative fluorescence units
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Obrazek 21: Snimek petriho misek s Mueller-Hinton agarem a narlistem bakteridlniho kmene meticilin
rezistentni Staphylococcus aureus ATCC 43300. Po interakci bakteridlniho kmene s rldznymi koncentracemi
fotosensitizéru P44, po ozafeni 30 min (A > 570 nm, 12,4 mW/cm?, 30 min, 22,4 J/cm?) byl proveden vysev na
kultivacni médium do pfislusnych vyseci. Po nasledné inkubaci po dobu 24 hodin v termostatu pfi 37 °C byl
nasledné hodnocen narlst. PK — pozitivni ristova kontrola, pro hodnoceni ristu bakterii bez vlivu
fotosensitizéru.

8.1.1.3 Urceni viastni antibakteridlni aktivity P44 (bez ozafeni) na meticilin
rezistentni bakterii Staphylococcus aureus
Pro P44 a bakteridlni kmen MRSA byla hodnocena vlastni antibakteridlni aktivita bez
ozareni pomoci AB. Jak z Tabulky 2 vyplyva, vlastni antibakteridlni aktivita latky P44 bez
ozareni v souvislosti s MRSA nebyla prokazana. Naopak po interakci bakteridlniho kmene a
P44 bez ozadreni doslo spiSe k potenciaci metabolické aktivity, kterd zfejmé mohla byt
odrazem také potenciace ristu bakterialni biomasy (nebylo hodnoceno v rdmci této studie).
Tyto vysledky byly konfirmovany vysevovou metodou viz Obrazek 18., ktera vesmés

potvrdila vysledky namérené v rdmci metody AB.
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Tabulka 2: Studium vlivu rliznych koncentraci fotosensitizéru P44 na metabolickou aktivitu meticilin rezistentni
bakterie Staphylococcus aureus ATCC 43300 bez ozareni. Metabolicka aktivita byla mérena v rdmci Alamar Blue
assaye. V tabulce jsou zahrnuty priimérné hodnoty namérené fluorescence (méreno v triplikatech). Po subtrakci
pramérnych hodnot odpovidajicich fluorescenci pozadi (data nejsou v tabulce prezentovana) bylo vypocitdno
procento metabolické aktivity vztazené vici pozitivni rdstové kontrole (100 %)*, a dale procento inhibice
metabolické aktivity vztaZzené vici pozitivni rdstové kontrole (0 %)**

P44 - MRSA - Dark 0,1 uM 0,5 uM 1 uM 5 uM 10 uM 20 uM 50 uM PK

Priméma hodnota RFU 15730,33 16859,00 21168,67|  19108,00 15806,33 15539,33 18637,00 14695,00
% metabolické aktivity * 108,92% 118,85% 156,78% 138,64% 109,59% 107,24% 134,50% 100,00%
% inhibice ** 8,92% -18,85% 56,78% -38,64% 9,59% 7,24% -34,50% 0,00%

Legenda: RFU — relative fluorescence units

Obrazek 22: Snimek petriho misky s Mueller-Hinton agarem a narlQstem bakteridlniho kmene meticilin
rezistentni bakterie Staphylococcus aureus ATCC 43300. Po interakci bakteridlniho kmene s rdznymi
koncentracemi P44, bez ozéareni byl proveden vysev (,spot “ vysevovou metodou) na kultivaéni médium do
pfislusnych vyseci. Po nasledné inkubaci po dobu 24 hodin v termostatu, pfi 37 °C byl nasledné hodnocen
narlst. PK — pozitivni ristova kontrola, pro hodnoceni rlistu bakterii bez vlivu fotosensitizéru.
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8.1.2 Vyhodnoceni aktivity P44 vici bakterii Pseudomonas aeruginosa

8.1.2.1 Doba ozareni - 15 minut

Na zakladé hodnoceni dynamiky mikrobidlniho rlstu pomoci pfistroje Bioscreen C,
hodnota MBC v ramci testovaného rozmezi koncentraci fotosensitizéru P44 po dobé ozareni
15 min nemohla byt stanovena —viz Obrazek 23. Stejny vysledek byl zaznamenam po vizualni
inspekci desticky, ve viech jamkdach doslo ke zjevnému ndrlstu bakteridlni biomasy, kterd se
projevila zakalem. Jak je zfejmé z Obrdzku 23, nebyla zaznamenana jakdakoliv antibakterialni
aktivita studované latky vaci kmenu bakterie Pseudomonas aeruginosa, a to ve vsech
testovanych koncentracich.

Urceni metabolické aktivity bakterie PA pro P44 a dobu ozafeni 15 min pomoci AB
neni uvedeno. Pro hodnoceni byl volen plvodné zamysleny metodicky pfistup (mikrobialni
suspenze v PBS, expozice testovanou latkou a ozareni, ptridani metabolického indikatoru),
ktery nevykdzal spolehlivost (nebyla detekovdna metabolicka aktivita pozitivni rlistové
kontroly).

Ziskané vysledky byly konfirmovany vysevovou metodou, ktera je po vizualni inspekci
potvrdila, jak znazorfiuje Obrazek 24. Na vSech vysecich agarl je bez rozdilu patrny narUst

bakterii, ktery se na plotnach projevuje viditelnymi koloniemi tvoficimi souvislou vrstvu.

Mapovani rlstu bakterie Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 po
intrerakci s fotosensitizérem P44 a 15minutovém osvitu
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Obrazek 23: Vliv rGznych koncentraci fotosensitizéru P44 na Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, s dobou
ozaftovani 15 min (A > 570 nm, 12,4 mW/cm?, 15 min, 11,2 J/cm?) stanoveny ,recovery” metodou. PK — pozitivni
rGstova kontrola; OD — opticka denzita.
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Obrazek 24: Snimek petriho misek s Mueller-Hinton agarem a néarlstem bakteridlniho kmene Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853. Po interakci bakteridlniho kmene s riznymi koncentracemi P44 a nasledném 15 min
ozafovani (A > 570 nm, 12,4 mW/cm?, 15 min, 11,2 J/cm?) byl proveden vysev na kultivaéni médium do
pfislusnych vyseci. Po nasledné inkubaci po dobu 24 hodin v termostatu, pfi 37 °C byl nasledné hodnocen
nardst.

8.1.2.2 Doba ozareni - 30 minut

Zakladnim predpokladem, ze kterého se vychazelo v navazujicich experimentech bylo,
ze prodlouzZeni doby ozareni by mélo vést k navySeni antibakteridlni aktivity. Jak je patrné na
Obrazku 25, kde jsou vyhodnocena data ziskana prostfednictvim ,recovery” metody, ve
srovnani s predchozimi vysledky nedoslo k navyseni aktivity, dokonce byla zaznamenana
progrese rUstu ve srovnani s PK— bakterie PA pod vlivem testované latky po ozareni
vykazovaly rychlejsi nastup z lag rlstové faze do exponencialni faze, nez tomu bylo u PK.
Zjevné tyto sub-inhibi¢ni koncentrace fotosensitizéru P44 vedly k nabuzeni bakteridlniho
metabolismu, ktery podpofil vyssi obrat v narlstu bakterialni biomasy.

Zpracovana data z AB plné podpofila poznatek ziskany v ramci predchoziho Setfeni,
jak vyplyva z Tabulky 3. Ani nejvyssi koncentrace P44, odpovidajici 50 UM nebyla postacujici
jak k inhibici rlistu, tak k inhibici metabolismu bakterie. Tyto sub-inhibi¢ni koncentrace vedou

k vyraznému navysSeni metabolické aktivity. V pfipadé nejvyssi testované koncentrace pak
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dochazi k navyseni metabolické aktivity o témér 45 % ve srovnani PK, ktera zahrnuje bakterie
neexponované testovanou latkou.
Tyto vysledky ziskané ,recovery” metodou (Bioscreen C) a AB byly potvrzeny

konfirmacni vysevovou metodou viz Obrazek 26.

Mapovani rlistu bakterie Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 po
intrerakci s fotosensitizerem P44 a 30minutovém osvitu
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Obrazek 25: Vliv riznych koncentraci P44 na bakterii Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 s dobou ozarovani
30 min (A > 570 nm, 12,4 mW/cm?, 30 min, 22,4 J/cm?) stanoveny ,recovery” metodou. PK — pozitivni ristova
kontrola, OD — opticka denzita.

Tabulka 3: Vliv rGznych koncentraci fotosensitizéru P44 na metabolickou aktivitu bakterie Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, s dobou ozarovani 30 minut. Metabolickd aktivita byla mérena v rdmci Alamar Blue
assaye. V tabulce jsou zahrnuty priimérné hodnoty namérené fluorescence (méreno v triplikatech). Po subtrakci
pramérnych hodnot odpovidajicich fluorescenci pozadi (data nejsou v tabulce prezentovana) bylo vypocitano
procento metabolické aktivity vztazené viéi pozitivni rlstové kontrole (100 %)*, a dale procento inhibice
metabolické aktivity vztazené vici pozitivni ristové kontrole (0 %)**

P44 - PA - Light 0,1 uM 0,5 M 1 uM 5 uM 10 M 20 UM 50 uM PK
Priméma hodnota RFU 16616,67 15103,33 15903,67|  17555,00 16040,67 18204,67 21428,33 10883,00
% metabolické aktivity * 178,84% 158,11% 169,07% 191,69% 170,95% 200,59% 244,76% 100,00%
% inhibice ** 78,84% 58,11% 69,07% -91,69% 70,95% -100,59% -144,76% 0,00%

Legenda: RFU — relative fluorescence units
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Obrazek 26: Snimek petriho misek s Mueller-Hinton agarem a narlstem bakteridlniho kmene Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 po interakci bakteridlniho kmene s riznymi koncentracemi P44 a nasledném 30 min
ozafovani (A > 570 nm, 12,4 mW/cm?, 30 min, 22,4 J/cm?) byl proveden vysev na kultivaéni médium do
prislusnych vysedi. Po nasledné inkubaci po dobu 24 hodin v termostatu pti 37 °C byl nasledné hodnocen narust.
PK — pozitivni ristova kontrola, pro hodnoceni ristu bakterii bez vlivu fotosensitizéru.

8.1.2.3 Urceni vlastni antibakteridlni aktivity P44 (bez ozdreni) na bakterii
Pseudomonas aeruginosa

Podobné jako u bakteridlniho kmene MRSA a P44 i zde byla urcovdna vlastni
antibakteridlni aktivita vac¢i bakterii PA pomoci AB. Jak je zjevné z Tabulky 4, latka P44
nevykazuje toxicitu bez ozareni, tedy vlastni antibakteridlni aktivitu bez aktivace svétlem.
Naopak P44 bez ozareni spiSe potencoval rlist obdobné jako tomu bylo v pripadé kmene
MRSA, o ¢emz vypovidaji zaporné hodnoty v % inhibice.

Tyto vysledky byly konfirmovany vysevovou metodou viz Obrazek 27, kterd vesmés
potvrdila vysledky namérené pomoci AB. Na viech vysecich agaru je bez rozdilu patrny narust

bakterii, ktery se na plotndch projevuje viditelnymi koloniemi tvoficimi souvislou vrstvu.
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Tabulka 4: Studium vlivu rGznych koncentraci fotosensitizéru P44 na metabolickou aktivitu bakterie
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 bez ozareni. Metabolicka aktivita byla méfena v ramci Alamar Blue
assaye. V tabulce jsou zahrnuty priimérné hodnoty namérené fluorescence (méreno v triplikatech). Po subtrakci
pramérnych hodnot odpovidajicich fluorescenci pozadi (data nejsou v tabulce prezentovana) bylo vypocitano
procento metabolické aktivity vztazené vici pozitivni rdstové kontrole (100 %)*, a dale procento inhibice
metabolické aktivity vztaZzené vici pozitivni rdstové kontrole (0 %)**

P44 - PA - Dark 0,1 uM 0,5 uM 1M 5 uM 10 uM 20 pM 50 UM PK

Pruméma hodnota RFU 16910,67 14802,33 17163,67|  17626,33 16810,33 19711,67 22555,67 12674,33
% metabolické aktivity * 146,14% 122,95% 148,92% 154,01% 145,04% 176,95% 208,23% 100,00%
% inhibice ** 46,14% 22.95% 48,92% -54,01% 45,04% -76,95% -108,23% 0,00%

Legenda: RFU — relative fluorescence units

Obrazek 27: Snimek petriho misek s Mueller-Hinton agarem a narlstem bakteridlniho kmene Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853. Po interakci bakteridlniho kmene s rliznymi koncentracemi P44 bez ozafeni byl
proveden vysev na kultivaéni médium do pfislusnych vyseci. Po nasledné inkubaci po dobu 24 hodin
v termostatu pfi 37 °C byl nasledné hodnocen narust.

8.1.3 Vyhodnoceni aktivity P44 vici kvasince Candida albicans

8.1.3.1 Doba ozareni - 15 minut

Na zakladé hodnoceni dynamiky mikrobidlniho ristu pomoci pfistroje Bioscreen C
(,recovery” metoda) nebylo mozné stanovit hodnotu MFC v ramci testovaného rozmezi
koncentraci P44 po 15 min ozafovani — viz Obrazek 28. Stejny vysledek byl zaznamenam po
vizudlni inspekci desticky, ve vSech jamkach doslo ke zjevnému narlstu kvasinkové biomasy,
ktera se projevila zakalem. Jak je zfejmé z Obrazku 28, v pfipadé cilové koncentrace 5 uM

doslo k nejvysSimu posunu v ndstupu do exponencidlni faze ve srovnani s PK, a to cca o 3
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hodiny (180 minut). V pfipadé nejvyssi zvolené testované koncentrace 50 uM nedoslo
k posunu v nastupu do exponencidlni faze ve srovnani s PK.

Data ziskand pomoci AB plné podpofila poznatek ziskany v ramci pfedchoziho Setreni,
jak vyplyva z Tabulky 5. | nami nejvyssi koncentrace P44 (50 uM) nebyla postacujici ani
k inhibici rUstu, ani inhibici metabolismu kvasinky. K nejvy$§imu procentu inhibice doslo pfi
koncentraci P44 odpovidajici 5 M, coz odpovida vyse uvedenym vysledkim zaznamenanych
»recovery” metodou. Pokles ristu zde byl pfiblizné o 67 % vUci PK.

Tyto vysledky ziskané ,,recovery“ metodou a AB byly potvrzeny konfirmacni vysevovou
metodou, kterd je po vizualni inspekci potvrdila, jak zndazorfiuje Obrazek 29. Na vSech vysecich
agarl je patrny narudst kvasinky CA. Nejméné CFU narostlo na vysecich s 0,5 uM P44, coz

odpovida vyse uvedenym vysledkim.

Mapovani rlstu kvasinky Candida albicans ATCC 24433 po intrerakci s
fotosensitizérem P44 a 15minutovém osvitu
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Obrazek 28: Vliv riznych koncentraci P44 na kvasinku Candida albicans ATCC 24433, s dobou ozafovani 15 min
(A>570 nm, 12,4 mW/cm?, 15 min, 11,2 J/cm?) stanoveny ,recovery” metodou. PK — pozitivni riistové kontrola;
OD - opticka denzita.
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Tabulka 5: Vliv raznych koncentraci fotosensitizéru P44 na metabolickou aktivitu kvasinky Candida albicans
ATCC 24433, s dobou ozafovani 15 minut. Metabolickd aktivita byla mérena v ramci Alamar Blue assaye.
V tabulce jsou zahrnuty primérné hodnoty namérené fluorescence (méreno v triplikatech). Po subtrakci
pramérnych hodnot odpovidajicich fluorescenci pozadi (data nejsou v tabulce prezentovana) bylo vypocitdno
procento metabolické aktivity vztazené viéi pozitivni rlstové kontrole (100 %)*, a dale procento inhibice
metabolické aktivity vztazené vici pozitivni ristové kontrole (0 %)**

P44 - CA - Light 0.1uM 0.5 uM 1uM 5 uM 10 M 20 uM 50 uM PK
Priimérma hodnota RFU 12522,33 8545,33 8049,33 5920,67 6550,67 6362,00 7345,33| 15463,67
% metabolické aktivity * 79,54% 51,30% 47,78% 32,67% 37,14% 35,80% 42,78%( 100,00%
% inhibice ** 20,46% 48.70% 52,22% 67.33% 62,86% 64,20% 57.22% 0,00%

Legenda: RFU — relative fluorescence units

Obrazek 29: Snimek petriho misek se Sabouraud agarem a narlstem kvasinkového kmene Candida albicans
ATCC 24433. Po inkubaci kvasinkového kmene s P44 a nasledném 15 min ozafovani (A > 570 nm, 12,4 mW/cm?,
15 min, 11,2 J/cm?) byl proveden vysev na kultivaéni médium do pFislusnych vyseéi. Po nasledné inkubaci po
dobu 24 hodin v termostatu pfi 37 °C byl nasledné hodnocen narlst. PK — pozitivni rlstova kontrola, pro
hodnoceni rlstu kvasinek bez vlivu fotosensitizéru

8.1.3.2 Doba ozareni - 30 minut

V ptipadé ozarovani po dobu 30 minut nebylo mozné na zakladé hodnoceni dynamiky
mikrobidlniho rdstu pomoci pfistroje Bioscreen C hodnotu MFC vrdmci testovanych
koncentraci stanovit — viz Obrazek 30. Stejny vysledek byl zaznamendm po vizualni inspekci
desticky — ve vSech jamkach doslo ke zjevnému narastu kvasinkové biomasy, ktera se
projevila zakalem. Jak vyplyvd z Obrdzku 30, doslo u vSech koncentraci fotosensitizéru P44
k jistému posunu v nastupu do exponencialni faze rlistu v porovnani s PK, a to ptiblizné o 3,5
hodiny (220 minut). K nejvétSimu posunu v nastupu z lag rGstové faze do exponencidlni faze

rdstu ve srovnani s PK doslo v pfipadé koncentrace 1 uM a 5 uM témér shodné o cca 4 hodiny
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(240 minut). V pfipadé 5 uM koncentrace (nejuspésné;jsi v ramci 15 min ozafovani) doslo o
prodlouZeni v ndstupu do exponencidlni faze ristu o 1 hodinu v porovnani s expozici
svételného zareni po dobu 15 min.

Data ziskand metodou AB podpofila poznatek ziskany v ramci predchoziho Setreni.
Nejvyssi koncentrace P44 (50 puM) nebyla postacujici ani kinhibici rlGstu, ani inhibici
metabolismu kvasinky. Podobné jako u 15 min ozafovani, i zde na zakladé dat z Tabulky 6
vyplyvd, Ze knejvyssimu procentu inhibice doslo pfi koncentraci P44 = 5uM. Pokles
metabolické aktivity zde byl pfiblizné o 74,5 % v(ci PK. Pfi porovnani 0,5 uM koncentrace
v ramci 15 a 30 min ozafovani vypliva, Ze pfi 30 min ozafovani doslo k inhibici o 7,5 % vice,
coz koreluje s daty ziskanymi prostfednictvim pfistroje Bioscreen C.

Tyto vysledky ziskané prostfednictvim pfistroje Bioscreen C a AB byly potvrzeny

konfirmacni vysevovou metodou, kterd je po vizualni inspekci potvrdila viz Obrazek 31.

Mapovani rlstu kvasinky Candida albicans ATCC 24433 po intrerakci s
fotosensitizérem P44 a 30minutovém osvitu

OD (540 nm)
o o o o ©
N H w [e)} ~

o
il

o

0 200 400 600 800 1000 1200
Cas (min)
—0— 0,1 pM —0— 0,5 uM 1uM 5uM
—0— 10 uM —@— 20 uM —@— 50 uM —@— PK

Obrazek 30: Vliv riznych koncentraci P44 na kvasinku Candida albicans ATCC 24433, s dobou ozafovani 30 min
(A > 570 nm, 12,4 mW/cm?, 30 min, 22,4 J/cm?) stanoveny stanoveny ,recovery” metodou. PK — pozitivni
rGstova kontrola, OD — opticka denzita.
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Tabulka 6: Vliv riznych koncentraci fotosensitizéru P44 na metabolickou aktivitu kvasinky Candida albicans
ATCC 24433, s dobou ozareni 30 minut. Metabolicka aktivita byla mérena v ramci Alamar Blue assaye. V tabulce
jsou zahrnuty prdmérné hodnoty namérené fluorescence (méreno v triplikdtech). Po subtrakci pramérnych
hodnot odpovidajicich fluorescenci pozadi (data nejsou v tabulce prezentovéna) bylo vypocitdno procento
metabolické aktivity vztazené vici pozitivni rlstové kontrole (100 %)*, a dale procento inhibice metabolické
aktivity vztazené vUci pozitivni ristové kontrole (0 %)**

P44 - CA - Light 0,1 uM 0,5 uM 1 uM 5 uM 10 uM 20 M 50 uM PK
Priméma hodnota RFU 8707,33 7560,33 7442 67 6149,33 207,00 6285,33 6457,00 14669,00
% metabolické aktivity * 47,68% 37,71% 36,68% 25,43% 25,93% 26,61% 28,11% 100,00%
% inhibice ** 52,32% 62,29% 63,32% 74,57% 74,07% 73,39% 71,89% 0,00%

Legenda: RFU — relative fluorescence units

Obrazek 31: Snimek petriho misek se Sabouraud agarem a narlstem kvasinkového kmene Candida albicans
ATCC 24433. Po inkubaci kvasinkového kmene s P44 a nasledném 30 min ozafovani (A > 570 nm, 12,4 mW/cm?,
30 min, 22,4 J/cm?) byl proveden vysev na kultivaéni médium do pfisludnych vyseéi. Po ndsledné inkubaci po
dobu 24 hodin v termostatu pfi 37 °C byl nasledné hodnocen narlst. PK — pozitivni rlstova kontrola, pro
hodnoceni rlstu kvasinek bez vlivu fotosensitizéru

8.1.3.3 Urceni vlastni antifungadlni aktivity P44 (bez ozdreni) na kvasinku Candida
albicans

Podobné jako u bakteridlniho kmene MRSA a PA po interakci s fotosensitizérem P44
byla urovana vlastni antibakteridlni aktivita studované latky bez expozice svétlem. |
v pripadé kvasinky CA byla ur¢ovana vlastni antifungalni aktivita bez ozareni prostifednictvim
AB. Jak je zjevné z Tabulky 7, latka P44 nevykazuje vlastni antifungalni aktivitu bez ozareni.
Naopak fotosensitizér P44 bez ozareni spiSe potencoval rlst obdobné jako tomu bylo

v ptipadé bakterialnich kmend MRSA a PA, o c¢emZ vypovidaji zaporné hodnoty v % inhibice.
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Tyto vysledky byly také konfirmovany vysevovou metodou, kterd vesmés potvrdila

vysledky namérené v rdmci metody AB viz Obrazek 32.

Tabulka 7: Studium vlivu rlznych koncentraci fotosensitizéru P44 na metabolickou aktivitu kvasinky Candida
albicans ATCC 24433 bez ozareni. Metabolicka aktivita byla mérena v rdmci Alamar Blue assaye. V tabulce jsou
zahrnuty primérné hodnoty namérené fluorescence (méreno v triplikatech). Po subtrakci priimérnych hodnot
odpovidajicich fluorescenci pozadi (data nejsou v tabulce prezentovana) bylo vypocitano procento metabolické
aktivity vztazené vici pozitivni rlistové kontrole (100 %)*, a dale procento inhibice metabolické aktivity vztazené
vUci pozitivni rlstové kontrole (0 %)**

P44 - CA - Dark 0,1 M 0,5 yM 1M 5 UM 10 yM 20 uM 50 uM PK
Praméma hodnota RFU 17590,33 14339,67 14453,00 14679,00 14991,00 15765,33 13719,67| 12976,00
% metabolické aktivity * 139,16% 111,53% 112,50% 114,42% 117,07% 123,65% 106,26%|  100,00%
% inhibice ** -39.16% -11,53% -12,50% -14,42% -17,07% -23,65% -6.26% 0,00%]

Legenda: RFU — relative fluorescence units

Obrazek 32: Snimek petriho misky se Sabouraud agarem a narlstem kvasinkového kmene Candida albicans
ATCC 24433. Po interakci kvasinkového kmene s riiznymi koncentracemi P44 bez ozareni byl proveden vysev na
kultivacni médium do pfislusnych vyseci. Po nasledné inkubaci po dobu 24 hodin v termostatu pfi 37 °C byl
nasledné hodnocen narlst. PK — pozitivni ristova kontrola, pro hodnoceni rlstu bakterii bez vlivu
fotosensitizéru.
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8.2 Fotosensitizér HK18

Koncentracni fada u obou dob ozafovani (15 a 30 min) byla stejna, tedy: 0,1-0,5-1-5-10-

20 - 50,0 uM.

8.2.1 Vyhodnoceni aktivity HK18 vlci meticilin rezistentni bakterii
Staphylococcus aureus

8.2.1.1 Doba ozareni - 15 minut

Na zakladé hodnoceni dynamiky mikrobidlniho rlstu nebylo mozné v ptipadé
ozafovani po dobu 15 min hodnotu MBC stanovit — viz Obrazek 33. Stejny vysledek byl
zaznamendm po vizudlni inspekci desticky — ve vSech jamkdach doslo ke zjevnému narustu
bakterialni biomasy, ktera se projevila zakalem.

Jak je znazornéno na Obrdazku 33, v pfipadé cilové koncentrace 50 uM doslo ke
zpozdéni prechodu z lag ristové faze do logaritmické, exponencialni faze ve srovnani s PK o
vice nez 2 hodiny (140 minut).

Urceni metabolické aktivity MRSA pro fotosensitizér HK18 a dobu ozafeni 15 min
pomoci AB neni uvedeno. Pro hodnoceni byl volen plvodné zamysleny metodicky pfistup
(mikrobidlni suspenze v PBS, expozice testovanou latkou a ozareni, pfidani metabolického
indikatoru), ktery nevykdzal spolehlivost (nebyla detekovdana metabolickd aktivita pozitivni
rastové kontroly).

Ziskané vysledky byly ale konfirmovany vysevovou metodou, kterd je po vizualni

inspekci potvrdila viz Obrazek 34.
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Mapovani rlistu bakterie Staphylococcus aureus ATCC 43300 po
intrerakci s fotosensitizerem HK18 a 15minutovém osvitu
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Obrazek 33: Vliv riznych koncentraci HK18 na meticilin rezistentni bakterii Staphylococcus aureus ATCC 43300,
s dobou ozafovani 15 min (A > 570 nm, 12,4 mW/cm?, 15 min, 11,2 J/cm?)) stanoveny ,recovery” metodou. PK
— pozitivni rdstova kontrola, OD — opticka denzita.

Obrazek 34: Snimek petriho misek s Mueller-Hinton agarem a narlistem bakteridlniho kmene meticilin
rezistentni Staphylococcus aureus ATCC 43300. Po interakci bakteridlniho kmene s rldznymi koncentracemi
fotosensitizéru HK18, po ozareni 15 minut (450W xenonova lampa Newport s vodnim a high-pass filtrem 0G570
(A>570 nm, 12,4 mW/cm?, 15 min, 11,2 J/cm?)) byl proveden vysev na kultivaéni médium do pfislusnych vyseéi.
Po nasledné inkubaci po dobu 24 hodin v termostatu, pfi 37 °C byl nasledné hodnocen narlst. PK — pozitivni
rastova kontrola, pro hodnoceni ristu bakterii bez vlivu fotosensitizéru.
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8.2.1.2 Doba ozareni - 30 minut

Jak je patrné z Obrazku 35, ve srovndni s pfedchozimi vysledky ziskanymi pfi dobé
ozarovani 15 min nedoslo k navyseni aktivity, dokonce byla zaznamendna progrese rlstu ve
srovndni s PK. MRSA pod vlivem nékterych koncentraci HK18 (0,1, 0,5, 1, 5 a 10 uM) po
30 min ozafovani vykazoval rychlejsi nastup z lag rlistové faze do exponencidlni faze, nez
tomu bylo u PK. Zjevneé tyto sub-inhibi¢ni koncentrace fotosensitizéru HK18 vedly k nabuzeni
bakteridlniho metabolismu, ktery podpofil vys$si obrat v nardstu bakteridlni biomasy.
Naopak, pfi koncentraci 50 uM doslo ke zpozdéni pfechodu zlag rdstové faze do
exponencidlni faze ve srovnani s PK pfiblizné o 2,5 hodiny (150 minut). CozZ je, prekvapivé
v ramci této koncentrace, témér srovnatelny vysledek s dobou ozarovani 15 min.

Data ziskand metodou AB plné podpofila poznatek ziskany vramci predchoziho
Setfeni. Jak je patrné v Tabulce 8, sub-inhibi¢ni koncentrace odpovidajici 0,1, 0,5, 1, 5 a
10 uM vedou k vyssimu narlstu metabolické aktivity, coZ pfimo koreluje s daty namérenymi
pomoci pristroje Bioscreen C. V pfipadé koncentrace odpovidajici 50 uM doslo k pomérné
vyrazné inhibici v metabolické aktivité (pfesahujici 88 %).

Vysledky ziskané prostfednictvim pristroje Bioscreen C a AB byly potvrzeny
konfirmacni vysevovou metodou, kterd je potvrdila, jak zndzorfiuje Obrdzek 36. Na vSech
narGst CFU byl zaznamendm u koncentrace 50 uM HK18, coZ odpovidd vysSe uvedenym

vysledk{m.
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Mapovani rlstu bakterie Staphylococcus aureus ATCC 43300 po
intrerakci s fotosensitizerem HK18 a 30minutovém osvitu
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Obrazek 35: Vliv rznych koncentraci HK18 na meticilin rezistentni bakterii Staphylococcus aureus ATCC 43300,
s dobou ozafovani 15 min (A > 570 nm, 12,4 mW/cm?, 30 min, 22,4 J/cm?) stanoveny ,recovery” metodou. PK
— pozitivni rdstova kontrola, OD — opticka denzita.

Tabulka 8: Studium vlivu rGznych koncentraci fotosensitizéru HK18 na metabolickou aktivitu meticilin
rezistentni bakterie Staphylococcus aureus ATCC 43300 s dobou ozareni 30 minut.

Metabolicka aktivita byla mérena v ramci Alamar Blue assaye. V tabulce jsou zahrnuty priimérné hodnoty
namérené fluorescence (méreno v triplikatech). Po subtrakci primérnych hodnot odpovidajicich fluorescenci
pozadi (data nejsou v tabulce prezentovana) bylo vypoditano procento metabolické aktivity vztazené vici
pozitivni rlstové kontrole (100 %)*, a dale procento inhibice metabolické aktivity vztaZzené vici pozitivni ristové
kontrole (0 %)**

HK18 - MRSA - Light 0,1 M 0,5 uM 1M 5 uM 10 uM 20 M 50 uM PK
Priimérna hodnota RFU 19904,33 19709,00 20833,33 18670,33 16996,67 8597,33 4541,33 13855,00
% metabolické aktivity * 156,98% 155,12% 165,80% 145,25% 129,35% 49,56% 11,03% 100, 00%
% inhibice ** -56,08% -55,12% -65,80% -45,25% -29,35% 50,44% 88,97% 0%

Legenda: RFU — relative fluorescence units
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Obrazek 36: Snimek petriho misek s Mueller-Hinton agarem a narlstem bakteridlniho kmene meticilin
rezistentni Staphylococcus aureus ATCC 43300. Po interakci bakteridlniho kmene s rlznymi koncentracemi
fotosensitizéru HK18, po ozareni 30 minut (450W xenonova lampa Newport s vodnim a high-pass filtrem 0G570
(A>570nm, 12,4 mW/cm2, 30 min, 22,4 J/cm2)) byl proveden vysev na kultivaéni médium do pfislusnych vyseéi.
Po nasledné inkubaci po dobu 24 hodin v termostatu, pfi 37 °C byl nasledné hodnocen narist. PK — pozitivni
rastova kontrola, pro hodnoceni ristu bakterii bez vlivu fotosensitizéru.

8.2.1.3 Urceni vlastni antibakteridlni aktivity HK18 (bez ozareni) na meticilin
rezistentni bakterii Staphylococcus aureus

Pro HK18 a bakterialni kmen MRSA byla také hodnocena vlastni antibakteridlni aktivita
bez ozareni pomoci AB. Jak z Tabulky 9 vyplyva, vlastni toxicita latky HK18 bez ozareni
v souvislosti s MRSA nebyla prokdzana. Naopak HK18 bez ozafeni spiSe potencoval
metabolickou aktivitu, o ¢emZ vypovidaji zdporné hodnoty v % inhibice.

Tyto vysledky byly konfirmovany vysevovou metodou viz Obrazek 37, kterd vesmés
potvrdila vysledky namérené v rdmci metody AB.
Tabulka 9: Studium vlivu rGznych koncentraci fotosensitizéru HK18 na metabolickou aktivitu meticilin
rezistentni bakterie Staphylococcus aureus ATCC 43300 bez ozateni. Metabolickd aktivita byla mérena v rdmci
Alamar Blue assaye. V tabulce jsou zahrnuty priimérné hodnoty namérené fluorescence (méreno v triplikatech).
Po subtrakci primérnych hodnot odpovidajicich fluorescenci pozadi (data nejsou v tabulce prezentovana) bylo

vypocitano procento metabolické aktivity vztazené vici pozitivni ristové kontrole (100 %)*, a dale procento
inhibice metabolické aktivity vztaZzené vici pozitivni rdstové kontrole (0 %)**

HK18 - MRSA - Dark 0,1 uM 0,5 uM 1 uM 5 uM 10 M 20 UM 50 uM PK

Primémé hodnota RFU 17005,67 19249,33 18661,00 17863,00 20562,33 18001,67 14809,67 14695,00
% metabolické aktivity * 120,14% 139,89% 134,71% 127,69% 151,44% 128,91% 100,82% 100,00%
% inhibice ** -20,14% -39,89% -34,71% -27,69% -51,44% -28,91% -0,82% 0,00%

Legenda: RFU — relative fluorescence units
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Obrazek 37: Snimek petriho misky s Mueller-Hinton agarem a narlQstem bakteridlniho kmene meticilin
rezistentni Staphylococcus aureus ATCC 43300. Po interakci bakteridlniho kmene s rlznymi koncentracemi
HK18, bez ozafeni byl proveden vysev (,spot “ vysevovou metodou) na kultivaéni médium do pfislusnych vyseci.
Po nasledné inkubaci po dobu 24 hodin v termostatu pfi 37 °C byl nasledné hodnocen narist. PK — pozitivni
rGstova kontrola, pro hodnoceni rliistu bakterii bez vlivu fotosensitizéru.

8.2.2 Vyhodnoceni aktivity HK18 vUci bakterii Pseudomonas aeruginosa

8.2.2.1 Doba ozareni - 15 minut

Na zdkladé hodnoceni dynamiky mikrobialniho rlistu pomoci pfistroje Bioscreen C,
nebylo mozné hodnotu MBC v ramci testovaného rozmezi koncentraci HK18 po dobé ozareni
15 min stanovit — viz Obrazek 38. Stejny vysledek byl zaznamenam po vizudlni inspekci
desticky, ve vSsech jamkach doslo ke zjevnému narlstu bakterialni biomasy, ktera se projevila
zakalem Jak je zfejmé z Obrdazku 38, nebyla zaznamendna jakdkoliv antibakteridlni aktivita
studované latky vici kmenu bakterie PA, a to ve vSech testovanych koncentracich.

Urceni metabolické aktivity PA pro HK18 a dobu ozafeni 15 min pomoci AB neni
uvedeno. Pro hodnoceni byl volen plvodné zamysleny metodicky pfistup (mikrobidlni
suspenze v PBS, expozice testovanou latkou a ozareni, pridani metabolického indikatoru),
ktery nevykazal spolehlivost (nebyla detekovana metabolickd aktivita pozitivni rlstové

kontroly).
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Ziskané vysledky byly konfirmovany vysevovou metodou, kterd je potvrdila, jak
znazornuje Obrdzek 39. Na vSech vysecich agarll je bez rozdilu patrny narust bakterii, ktery

se na plotnach projevuje viditelnymi koloniemi tvoficimi souvislou vrstvu.

Mapovani rlistu bakterie Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 po
intrerakci s fotosensitizerem HK18 a 15minutovém osvitu
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Obrazek 38: Vliv riznych koncentraci fotosensitizéru HK18 na bakterii Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
s dobou ozafovani 15 min (A > 570 nm, 12,4 mW/cm?, 15 min, 11,2 J/cm?) stanoveny ,recovery” metodou. PK
— pozitivni ristova kontrola; OD — opticka denzita.
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Obrazek 39: Snimek petriho misek s Mueller-Hinton agarem a narlstem bakteridlniho kmene Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853. Po interakci bakteridlniho kmene s rdznymi koncentracemi HK18 a ozafeni 15 min (A >
570 nm, 12,4 mW/cm2, 15 min, 11,2 J/cm2) byl proveden vysev na kultivaéni médium do pfislusnych vyseci. Po
nasledné inkubaci po dobu 24 hodin v termostatu pti 37 °C byl nasledné hodnocen nardst. PK — pozitivni rlistova
kontrola, pro hodnoceni ristu bakterii bez vlivu fotosensitizéru.

8.2.2.2 Doba ozareni - 30 minut

Ani v pfipadé ozareni po dobu 30 min nebylo moZné na zdkladé hodnoceni dynamiky
mikrobialniho rlstu pomoci pristroje Bioscreen C hodnotu MBC vramci testovanych
koncentraci stanovit — viz Obrazek 40. Stejny vysledek byl zaznamendm po vizualni inspekci
desticky, ve vSech jamkach doslo ke zjevnému narUstu bakteridlni biomasy. Jak je zfejmé
z Obrazku 40, nebyla zaznamenana jakakoliv antibakterialni aktivita studované latky vici
kmenu bakterie PA a to ve vSech testovanych koncentracich. Tento graf se témér nelisi od
Obrazku 38 (ozareni 15 min). Lze tedy soudit, Ze na rlst PA neméla vliv koncentrace HK18 ani
doba ozéreni.

Data namérfend metodou AB plné korelovala s poznatky ziskanymi vramci
pfedchoziho Setfeni. Jak vyplyva z Tabulky 10, ani zde nejvyssi koncentrace HK18, ktera
odpovida 50 uM nebyla postacujici ani k inhibici rlstu, ani inhibici metabolismu bakterie. Tyto

sub-inhibi¢ni koncentrace vedou naopak k vyraznému navySeni metabolické aktivity. PA
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vystavené kterékoli koncentraci fotosensitizéru HK18 byly v priméru pfiblizné o 90 %

metabolicky aktivnéjsi nez PK, kterd zahrnuje bakterie neexponované testovanou latkou.
Tyto vysledky byly konfirmovany vysevovou metodou — viz Obrazek 41 — ktera

potvrdila vysledky namérené metodou AB. Na jednotlivych vysecich agaru je patrny narUst

bakterii, ktery se na plotnach projevuje viditelnymi koloniemi tvoficimi souvislou vrstvu.

Mapovani rlstu bakterie Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 po
intrerakci s fotosensitizerem HK18 a 30minutovém osvitu
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Obrazek 40: Vliv riznych koncentraci fotosensitizéru HK18 na bakterii Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
s dobou ozafovani 30 min (A > 570 nm, 12,4 mW/cm?, 30 min, 22,4 J/cm?) stanoveny ,recovery” metodou. PK
— pozitivni ristova kontrola; OD — opticka denzita

Tabulka 10: Studium vlivu rlznych koncentraci fotosensitizéru HK18 na metabolickou aktivitu bakterie
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 s dobou ozareni 30 minut. Metabolickd aktivita byla mérena v ramci
Alamar Blue assaye. V tabulce jsou zahrnuty priimérné hodnoty namérené fluorescence (méreno v triplikatech).
Po subtrakci primérnych hodnot odpovidajicich fluorescenci pozadi (data nejsou v tabulce prezentovana) bylo
vypocitano procento metabolické aktivity vztaZzené vici pozitivni rlstové kontrole (100 %)*, a dale procento
inhibice metabolické aktivity vztazené vici pozitivni ristové kontrole (0 %)**

HK18 - PA - Light 0,1 uM 0,5 uM 1 uM 5 uM 10 uM 20 M 50 uM PK
Priméma hodnota RFU 16709,00 18196,67 19336,00 16842,33 18065,00 16830,33 18028,33 10883,00
% metabolické aktivity * 180,10% 200,48% 216,09% 181,93% 198,68% 181,77% 198,18% 100,00%
% inhibice ** -80,10% -100,48% -116,09% -81,03% -98,68% -81,77% -98,18% 0,00%

Legenda: RFU — relative fluorescence units
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Obrazek 41: Snimek petriho misek s Mueller-Hinton agarem a nartstem bakteridlniho kmene Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853. Po interakci bakteridlniho kmene s riznymi koncentracemi HK18 a ozareni 30 min (A >
570 nm, 12,4 mW/cm?, 30 min, 22,4 J/cm?) byl proveden vysev na kultivaéni médium do pfislusnych vyseéi. Po
nasledné inkubaci po dobu 24 hodin v termostatu pfi 37 °C byl nasledné hodnocen nardst. PK — pozitivni ristova
kontrola, pro hodnoceni rlstu bakterii bez vlivu fotosensitizéru.

8.2.2.3 Urceni viastni antibakterialni aktivity HK18 (bez ozareni) na Pseudomonas
aeruginosa
Pro HK18 a bakteridlni kmen PA byla také hodnocena vlastni antibakterialni aktivita
bez ozareni pomoci AB. Jak z Tabulky 11 vyplyvd, tato aktivita latky HK18 v souvislosti s PA
nebyla prokdzana. Naopak fotosensitizér HK18 bez ozafeni spiSe potencoval metabolickou
aktivitu, o ¢emz vypovidaji zdporné hodnoty v % inhibice.
Tyto vysledky byly konfirmovany vysevovou metodou viz Obrazek 42, ktera potvrdila

vysledky namérené metodou AB.

Tabulka 11: Studium vlivu rGznych koncentraci fotosensitizéru HK18 na metabolickou aktivitu bakterie
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 bez ozareni. Metabolicka aktivita byla mérena v ramci Alamar Blue
assaye. V tabulce jsou zahrnuty priimérné hodnoty namérené fluorescence (méreno v triplikatech). Po subtrakci
pramérnych hodnot odpovidajicich fluorescenci pozadi (data nejsou v tabulce prezentovana) bylo vypocitano
procento metabolické aktivity vztazené vici pozitivni rlstové kontrole (100 %)*, a dale procento inhibice
metabolické aktivity vztazené vici pozitivni ristové kontrole (0 %)**

HK18 - PA - Dark 0,1 uM 0,5 uM 1 M 5 uM 10 uM 20 uM 50 uM PK

Pramérné hodnota RFU 17410,00 17128,67 19203,33 19381,00 18871,67 16333,00 19325,67 12674,33
% metabolické aktivity * 151,63% 148,54% 171,36% 173,31% 167,71% 139,79% 172,70% 100,00%
% inhibice ** -51,63% -48,54% -71,36% -73,31% -67,71% -39,79% -72,70% 0,00%

Legenda: RFU — relative fluorescence units
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Obrazek 42: Snimek petriho misky s Mueller-Hinton agarem a narlstem bakteridlniho kmene Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853. Po interakci bakteridlniho kmene s rlznymi koncentracemi HK18, bez ozareni byl
proveden vysev (,,spot “ vysevovou metodou) na kultivacni médium do pfislusnych vyseci. Po nasledné inkubaci
po dobu 24 hodin v termostatu pfi 37 °C byl nasledné hodnocen narist. PK — pozitivni ristova kontrola, pro
hodnoceni rlstu bakterii bez vlivu fotosensitizéru.

8.2.3 Vyhodnoceni aktivity HK18 vuci kvasince Candida albicans

8.2.3.1 Doba ozareni - 15 minut

Na zakladé hodnoceni dynamiky mikrobialniho rlistu nebylo mozné hodnotu MFC
v ramci testovaného rozmezi koncentraci HK18 po 15 min ozafovani stanovit (Obrazek 43).
Stejny vysledek byl zaznamenam po vizualni inspekci desticky. Jak ale z Obrazku 43 vyplyva,
HK18 mél témér mizivy vliv na zpoidéni prechodu kvasinek zlag rastové faze do
exponencidlni faze rastu.

Vysledky ziskané metodou AB korelovaly s poznatky ziskanymi v rdmci pfedchoziho
Setfeni, jak vyplyva z Tabulky 12. Nejvyssi koncentrace HK18 (50 pM) nebyla postacujici ani
k inhibici rlstu ani inhibici metabolismu kvasinky. MFC se touto metodou taktéZ nepodafilo
v daném rozmezi koncentraci stanovit. K nejvy$simu procentu inhibice metabolické aktivity

doslo v tomto pfipadé pfi 5 uM koncentraci HK18. Pokles rlstu zde byl pfiblizné o 31 % vici

PK, ktera zahrnuje bakterie neexponované testovanou latkou.
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Tyto vysledky byly konfirmovany vysevovou metodou — viz Obrazek 44 — ktera vesmés

potvrdila vysledky namérené v rdmci metody AB.
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Obrazek 43: Vliv riznych koncentraci HK18 na kvasinku Candida albicans ATCC 24433, s dobou ozafovani 15
min (A > 570 nm, 12,4 mW/cm?, 15 min, 11,2 J/cm?) stanoveny ,recovery” metodou. PK — pozitivni rdstova

kontrola; OD — opticka denzita.

Tabulka 12: Studium vlivu rdiznych koncentraci fotosensitizéru HK18 na metabolickou aktivitu kvasinky Candida
albicans ATCC 24433 s dobou ozareni 15 minut. Metabolicka aktivita byla mérena v rdmci Alamar Blue assaye.
V tabulce jsou zahrnuty primérné hodnoty namérené fluorescence (méreno v triplikatech). Po subtrakci
pramérnych hodnot odpovidajicich fluorescenci pozadi (data nejsou v tabulce prezentovana) bylo vypocitano
procento metabolické aktivity vztazené viéi pozitivni rlstové kontrole (100 %)*, a dale procento inhibice
metabolické aktivity vztazené vici pozitivni ristové kontrole (0 %)**

HK18 - CA - Light 0,1 uM 0,5 M 1M 5 uM 10 uM 20 pM 50 uM PK
Praméma hodnota RFU 12495,67 13716,67 13250,00 11056,33 12919,00 14724,00 14793,33| 15463,67
% metabolické aktivity * 79,35% 88,02% 84,71% 69,13% 82,36% 95,17% 95,66%| 100,00%
% Inhibice ** 20,65% 11,98% 15,29% 30,87% 17,64% 4,83% 4,34% 0,00%

Legenda: RFU — relative fluorescence units
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Obrazek 44: Snimek petriho misek se Sabouraud agarem a nartistem kvasinkového kmene Candida albicans
ATCC 24433. Po interakci kvasinkového kmene s riznymi koncentracemi HK18 a po ozareni 15 min (A > 570
nm, 12,4 mW/cm?, 15 min, 11,2 J/cm?) byl proveden vysev na kultivaéni médium do pfislusnych vyse&i. Po
nasledné inkubaci po dobu 24 hodin v termostatu, pfi 37 °C byl nasledné hodnocen nardst. PK — pozitivni
rastova kontrola, pro hodnoceni ristu bakterii bez vlivu fotosensitizéru.

8.2.3.2 Doba ozareni - 30 min

V pfipadé ozareni po dobu 30 min nebylo moZné na zakladé hodnoceni dynamiky
mikrobidlniho rlstu (Bioscreen C) stanovit hodnotu MFC (Obrazek 45). Stejny vysledek byl
zaznamendam po vizualni inspekci desticky — ve vSech jamkach doslo ke zjevnému narlstu
bakteridlni biomasy, ktera se projevila zdkalem. Jak je ale znazornéno na Obrazku 45,
v pripadé pouziti kterékoliv koncentrace fotosensitizéru doslo shodné k posunu v nastupu do
exponencidlni faze rdstu ve srovnani s PK pres 2 hodiny (cca 130 minut). TudiZ Ize fici, Ze
prodlouZeni doby ozareni vedlo k navySeni antimykotické aktivity, a tim tudiZ i ke zpozdéni
pocatku rastu mikroorganismu, coz bylo zakladnim predpokladem, ze kterého se vychdzelo v
téchto navazujicich experimentech.

Data ziskand metodou AB korelovala s poznatky ziskanymi v ramci pfedchoziho
Setfeni. Jak vyplyva z Tabulky 13, ani zde nebyla postacujici nejvyssi koncentrace HK18
(50 uM) k inhibici ristu a metabolismu kvasinky. MFC se tedy touto metodou také nepodafilo
v daném rozmezi koncentraci stanovit. Na rozdil od 15 min ozafeni, kde doslo k nejvyssi
inhibici pfi 5uM koncentraci HK18 (31 %), zde doslo k nejvyssi parcialni inhibici u 50 uM

koncentrace, ale pouze o cca 25 %.
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Vysledky ziskané pomoci pfistroje Bioscreen C a metodou AB byly konfirmovany

vysevovou metodou — viz Obrazek 46.

Mapovani rlstu kvasinky Candida albicans ATCC 24433 po intrerakci s
fotosensitizérem P44 a 30minutovém osvitu
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Obrazek 45: Vliv rGznych koncentraci HK18 na kvasinku Candida albicans ATCC 24433, s dobou ozafovani 30 min
(A>570nm, 12,4 mW/cm2, 30 min, 22,4 J/cm2) stanoveny ,recovery” metodou. PK — pozitivni ristova kontrola,

OD - opticka denzita.

Tabulka 13: Studium vlivu rdiznych koncentraci fotosensitizéru HK18 na metabolickou aktivitu kvasinky Candida
albicans ATCC 24433 s dobou ozareni 30 minut. Metabolicka aktivita byla mérena v ramci Alamar Blue assaye.
V tabulce jsou zahrnuty primérné hodnoty namérené fluorescence (méreno v triplikatech). Po subtrakci
pramérnych hodnot odpovidajicich fluorescenci pozadi (data nejsou v tabulce prezentovana) bylo vypocitano
procento metabolické aktivity vztazené viéi pozitivni rlstové kontrole (100 %)*, a dale procento inhibice
metabolické aktivity vztazené vici pozitivni ristové kontrole (0 %)**

HK18 - CA - Light 0,1 uM 0,5 uM 1 uM 5 uM 10 yM 20 uM 50 UM PK

Praméma hodnota RFU 12191,00 12856,67 13407,67 13075,33 12545,00 12156,00 11826,33 14669,00
% metabolické aktivity * 77,99% 83,78% 88,58% 85,69% 81,07% 77,69% 74,82% 100,00%
% inhibice ** 22,01% 16,22% 11,42% 14,31% 18,93% 22,31% 25,18% 0,00%

Legenda: RFU — relative fluorescence units
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Obrazek 46: Snimek petriho misek se Sabouraud agarem a nartistem kvasinkového kmene Candida albicans
ATCC 24433. Po interakci kvasinkového kmene s riznymi koncentracemi fotosensitizéru HK18 a po ozareni
30 min (A > 570 nm, 12,4 mW/cm?, 30 min, 22,4 J/cm?) byl proveden vysev na kultivaéni médium do
pfislusnych vyseci. Po nasledné inkubaci po dobu 24 hodin v termostatu, pfi 37 °C byl ndsledné hodnocen
narlst. PK — pozitivni ristova kontrola, pro hodnoceni ristu bakterii bez vlivu PS.

8.2.3.3 Urceni viastni antimykotické aktivity HK18 (bez ozareni) na Candida
albicans
Pro kombinaci CA a HK18 byla také hodnocena vlastni antimykoticka aktivita latky bez
ozareni pomoci AB. Jak zTabulky 14 vyplyvd, vlastni aktivita latky HK18 bez ozareni
v kombinaci s CA nebyla prokdzana. Naopak, HK18 bez ozéafeni spiSe potencoval
metabolickou aktivitu, o ¢emZ opét vypovidaji zaporné hodnoty v % inhibice. K poklesu
metabolické aktivity doSlo pouze v pfipadé 5 M koncentrace, konktrétné o cca 7 % vuci PK.
Tyto vysledky byly konfirmovany vysevovou metodou (Obrdzek 47), ktera potvrdila

vysledky namérené v rdmci metody AB.

Tabulka 14: Studium vlivu rdiznych koncentraci fotosensitizéru HK18 na metabolickou aktivitu kvasinky Candida
albicans ATCC 24433 bez ozareni. Metabolicka aktivita byla mérena v ramci Alamar Blue assaye. V tabulce jsou
zahrnuty primérné hodnoty namérené fluorescence (méreno v triplikatech). Po subtrakci priimérnych hodnot
odpovidajicich fluorescenci pozadi (data nejsou v tabulce prezentovana) bylo vypocitano procento metabolické
aktivity vztazené vici pozitivni rlistové kontrole (100 %)*, a dale procento inhibice metabolické aktivity vztazené
vUci pozitivni rlstové kontrole (0 %)**

HK18 - CA - Dark 0,1 M 0,5 M 1 uM 5 uM 10 yM 20 uM 50 M PK
Priméma hodnota RFU 13515,67 13223,33 13339,33 1219767 13868,33 14648,00 14618,33| 12976,00
% metabolické aktivity * 104,53% 102,05% 103,03% 93,33% 107,53% 114,16% 113,90%|  100,00%
% inhibice ** -4.53% -2,05% -3,03% 6,67% 7,53% -14,16% -13,90% 0,00%|

Legenda: RFU — relative fluorescence units
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Obrazek 47: Snimek petriho misky se Sabouraud agarem a nardstem kvasinkového kmene Candida albicans
ATCC 24433. Po interakci kvasinkového kmene s rliznymi koncentracemi HK18 bez ozareni byl proveden vysev
(,spot “ vysevovou metodou) na kultivacni médium do pfislusnych vysedi. Po nasledné inkubaci pfi 37 °C po
dobu 24 hodin v termostatu byl nasledné hodnocen nar(st. PK — pozitivni kontrola, pro hodnoceni rlistu bakterii
bez vlivu PS.

8.3 Fotosensitizér P42

Koncentracni fady pro rlizné doby ozafovani jsou nasledujici:
15min:0,1-0,5-1-5-10-20-50 uM
30 min: 0,01-0,05-0,1-0,5-1-5-10-20-50 uM

8.3.1 Vyhodnoceni aktivity P42 viici meticilin rezistentni bakterii
Staphylococcus aureus

8.3.1.1 Doba ozareni - 15 minut

Na zdkladé hodnoceni dynamiky mikrobialniho rlistu pomoci pfistroje Bioscreen C a
také na zakladé vizualniho hodnoceni bylo prokazano, Zze pfi Zzddné z mérenych koncentraci
(0,1, 0,5, 1, 5, 10, 20 a 50,0 uM) nedoslo k nartstu mikrobidlni biomasy — v pfislusnych
jamkdach nebyl detekovan zakal (Obrazek 48). S ohledem na to, Ze jde o metodicky pfistup,

tzv. ,recovery” metodu, byla na zakladé této metody odectena hodnota MBC < 0,1 uM.
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V pfipadé hodnoceni vysledkll pomoci AB bylo zjisténo, obdobné jako pomoci
pristroje Bioscreen C, Ze v pfipadé vSech mérenych koncentraci (0,1 az 50,0 uM) doslo
k vyrazné inhibici metabolické aktivity (cca 93 %; Tabulka 15).

Vysledky ziskané prostfednictvim pfristroje Bioscreen C a AB byly potvrzeny
konfirmacni vysevovou metodou, kterd je po vizualni inspekci potvrdila, jak znazornuje

Obrazek 49. NarGst MRSA je patrny pouze ve vyseci s PK.

Mapovani rlistu meticilin rezistentni bakterie Staphylococcus aureus po
intrerakci s fotosensitizérem P42 a 15minutovém osvitu
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Obrazek 48: Vliv riznych koncentraci P44 na meticilin rezistentni bakterii Staphylococcus aureus ATCC 43300 s
dobou ozafovéni 15 min (A > 570 nm, 12,4 mW/cm?, 15 min, 11,2 J/cm?) stanoveny ,recovery” metodou. PK —
pozitivni rdstova kontrola; OD — opticka denzita.

Tabulka 15: Studium vlivu rGznych koncentraci fotosensitizéru P42 na metabolickou aktivitu meticilin rezistentni
bakterie Staphylococcus aureus ATCC 43300 s dobou ozareni 15 minut. Metabolicka aktivita byla mérena
vramci Alamar Blue assaye. V tabulce jsou zahrnuty primérné hodnoty namérené fluorescence (méreno
v triplikatech). Po subtrakci pridmérnych hodnot odpovidajicich fluorescenci pozadi (data nejsou v tabulce
prezentovana) bylo vypocitano procento metabolické aktivity vztazené vici pozitivni ristové kontrole (100 %)*,
a ddle procento inhibice metabolické aktivity vztaZzené vaci pozitivni rlstové kontrole (0 %)**

P42 - MRSA - Light 0,1 uM 0,5 uM 1 uM 5 uM 10 pM 20 uM 50 uM PK
Priméma hodnota RFU 3631,33 3427,00 3543,00 3523,67 3557,33 3484,67 3406,00| 33264,00
% metabolické aktivity * 7,45% 6,82% 7,18% 7,12% 7,22% 7,00% 6,76%|  100,00%|
% inhibice ** 92,55% 93,18% 92,82% 92,88% 92,78% 93,00% 93,24% 0,00%

Legenda: RFU — relative fluorescence units
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Obrazek 49: Snimek petriho misek s Mueller-Hinton agarem a narlstem bakteridlniho kmene meticilin
rezistentni Staphylococcus aureus ATCC 43300. Po interakci bakteridlniho kmene s riiznymi koncentracemi P42
a po 15 min ozafen{ (A > 570 nm, 12,4 mW/cm?, 15 min, 11,2 J/cm?) byl proveden vysev na kultivaéni médium
do pfislusnych vysedci. Po nasledné inkubaci pfi 37 °C po dobu 24 h v termostatu byl nasledné hodnocen nardst.
PK — pozitivni ristova kontrola, pro hodnoceni rlistu bakterii bez vlivu fotosensitizéru. Pozn.: v rdmci vysece
odpovidajici koncentraci 50 pM doslo ke kontaminaci agaru, tento vysledek tak nelze povazovat za prlkazny.

8.3.1.2 Doba ozareni - 30 minut

Zakladnim predpokladem, ze kterého se vychazelo v navazujicich experimentech bylo,
Ze prodlouZeni doby ozareni by mélo vést k navyseni antibakterialni aktivity. V tomto pfipadé,
na zdkladé vysledkd po 15 min ozafovani, doslo k upraveni koncentracniho rozhrani, coz
spocivalo predevsim v zaclenéni nizSich koncentraci P42.

Na zdkladé hodnoceni dynamiky mikrobialniho rlistu pomoci pfistroje Bioscreen C a
také na zakladé vizualniho hodnoceni bylo prokdzano, Ze ani zde pfi Zzadné z mérenych
koncentraci (0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1, 5, 10, 20 a 50,0 uM) nedoslo k nartstu mikrobidlni
biomasy (Obrazek 50). Na zakladé této metody byla odectena hodnota MBC < 0,01 puM.

Pfimé srovnani MBC pfi ozafeni 15 min (0,1uM) a 30 min (0,01uM) nelze provést,
protoZe obé koncentrace predstavuji spodni limit koncentracni fady. Pro uréeni pfesné MBC
bude tedy potfeba experimenty rozsifit o nizsi koncentrace. Je tedy nutné tyto experimenty
v budoucnu doplnit.

V ptipadé hodnoceni vysledkl pomoci AB byla zjiSténa vyrazna inhibice v metabolické
aktivité priblizné o 80-87 % (Tabulka 16). Pokud srovndme vysledky ziskané metodou AB po
15 a 30minutovém ozareni, dojdeme k zavéru, Ze pfi 30 min ozareni byly bakterie v priméru

cca 0 9 % metabolicky aktivnéjsi nez pfi ozareni pouze po dobu 15 min.
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Vysledky ziskané prostiednictvim ,recovery” metody a AB byly potvrzeny konfirmacni

vysevovou metodou, ktera je potvrdila (Obrdzek 51). NarGst MRSA je patrny pouze ve vyseci

s PK.
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Obrazek 50: Vliv riznych koncentraci P42 na meticilin rezistentni bakterii Staphylococcus aureus ATCC 43300,
s dobou ozafovani 30 min (A > 570 nm, 12,4 mW/cm?, 30 min, 22,4 J/cm?) stanoveny ,recovery” metodou. PK
— pozitivni rdstova kontrola, OD — opticka denzita

Tabulka 16: Studium vlivu riznych koncentraci fotosensitizéru P42 na metabolickou aktivitu meticilin rezistentni
bakterii Staphylococcus aureus ATCC 43300 s dobou ozareni 30 minut. Metabolicka aktivita byla mérena v rdmci
Alamar Blue assaye. V tabulce jsou zahrnuty priimérné hodnoty namérené fluorescence (méreno v triplikatech).
Po subtrakci primérnych hodnot odpovidajicich fluorescenci pozadi (data nejsou v tabulce prezentovana) bylo
vypocitano procento metabolické aktivity vztaZzené vici pozitivni rlstové kontrole (100 %)*, a dale procento
inhibice metabolické aktivity vztazené vici pozitivni ristové kontrole (0 %)**

P42 - MRSA - Light 0,01 uM 0,05 yM 0,1 uM 0,5 M 1 uM 5 M 10 yM 20 uM 50 uM PK
Primérna hodnota RFU 6461,00 6437,67 6051,00 6067,33 6209,00 6140,33 5938,00 6294,00 5950,67 12121,67)
% metabolické aktivity * 19,82% 19,49% 14,00% 14,23% 16,25% 15,27% 12,40% 17,45% 12,58% 100,00%
% inhibice ** 80,18% 80,51% 86,00% 85.77% 83,75% 84,73% 87,60% 82,55% 87,42% 0,00%)

Legenda: RFU — relative fluorescence units
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Obrazek 51: Snimek petriho misek s Mueller-Hinton agarem a narlistem bakteridlniho kmene meticilin
rezistentni Staphylococcus aureus ATCC 43300. Po interakci bakteridlniho kmene s rliznymi koncentracemi P42
a 30 min ozéfeni (A > 570 nm, 12,4 mW/cm?, 30 min, 22,4 J/cm?) byl proveden vysev na kultivaéni médium do
prislusnych vyseci. Po nasledné inkubaci pfi 37 °C po dobu 24 h v termostatu byl nasledné hodnocen narust.
PK — pozitivni ristova kontrola, pro hodnoceni rlstu bakterii bez vlivu PS.

8.3.1.3 Urceni viastni antibakteridlni aktivity P42 (bez ozafeni) na meticilin
rezistentni bakterii Staphylococcus aureus

Pro kombinaci latky P42 a bakterie MRSA byla také hodnocena vlastni antibakterialni
aktivita bez ozareni pomoci AB. ZTabulky 17 vyplyvd, Ze v nizSich koncentracich
fotosensitizéru nebyla tato aktivita zaznamendna. V rozmezi od 0,01uM — 0,1 uM jsou
procenta inhibice dokonce v zdpornych hodnotach, coZz znamena zvySeni metabolické aktivity
bakterii v pfitomnosti fotosensitizéru. K pomérné vyznamnému snizeni metabolické aktivity
se ale dostavame u koncentraci 2 1uM (= 57 %). Pfi 50uM koncentraci je inhibice dokonce
100 %. JelikoZz ale byly MBC v pfipadé 15 i 30 min ozafeni stanoveny na nejnizsi pouzité
koncentraci P42 (MBC< 0,1 uM a < 0,01 uM), vlastni toxicita bez ozareni zde nema velky
vyznam.

Tyto vysledky byly konfirmovany vysevovou metodou (Obrdzek 52), kterd vesmés

potvrdila vysledky namérené v rdmci metody AB.
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Tabulka 17: Studium vlivu rGznych koncentraci fotosensitizéru P42 na metabolickou aktivitu meticilin rezistentni
bakterie Staphylococcus aureus ATCC 43300 bez ozareni. Metabolicka aktivita byla mérena v rdmci Alamar Blue
assaye. V tabulce jsou zahrnuty priimérné hodnoty namérené fluorescence (méreno v triplikatech). Po subtrakci
pramérnych hodnot odpovidajicich fluorescenci pozadi (data nejsou v tabulce prezentovana) bylo vypocitdno
procento metabolické aktivity vztazené vici pozitivni rdstové kontrole (100 %)*, a dale procento inhibice
metabolické aktivity vztaZzené vici pozitivni rdstové kontrole (0 %)**

P42 - MRSA - Dark 0,01 uM 0,05 UM 0,1 M 0,5 M TuM 5uM 10 uM 20 uM 50 M PK

Priimarna hodnota RFU 17636,00 15676,33 15181,67 11176,33 8198,33 5521,00 5580,67 5506,33 5000,67 1212167
% metabolické aktivity * 180,44% 151,83% 144,61% 86,13% 42,65% 3,56% 443% 3,35% 0,00% 100,00%
% inhibice ** -80,44%| -51,83%| -44.61%)| 13,87%| 57,35%) 96.44%)| 95,57%| 96,65%)| 100,00%| 0.00%|

Legenda: RFU — relative fluorescence units

. -y

0,01uM & 20,0 NI 25
: LAy e

)

TanA et AT

Obrazek 52: Snimek petriho misek s Mueller-Hinton agarem a narlistem bakteridlniho kmene meticilin
rezistentni Staphylococcus aureus ATCC 43300. Po interakci bakteridlniho kmene s rliznymi koncentracemi P42
bez ozareni byl proveden vysev (,spot “ vysevovou metodou) na kultivaéni médium do pfislusnych vysedi. Po
nasledné inkubaci pfi 37 °C po dobu 24 h v termostatu byl hodnocen narist. PK — pozitivni rlstova kontrola, pro
hodnoceni rlstu bakterii bez vlivu PS.

8.3.2 Vyhodnoceni aktivity P42 vici bakterii Pseudomonas aeruginosa

8.3.2.1 Doba ozareni - 15 minut

Na zdkladé hodnoceni dynamiky mikrobialniho rlistu pomoci pfistroje Bioscreen C a
také na zdakladé vizudlniho hodnoceni bylo prokazano, Ze pfi koncentracich 20 a 50 uM
nedosSlo k narlstu mikrobidlni biomasy — v pfislusnych jamkach nebyl detekovan zakal
(Obrazek 53). Na zakladé této metody stanovena hodnota MBC na 20 uM.

Z ptilozeného Obrdzku 53 je zjevné, jak mira OD, ktera zde predstavuje rlst

mikroorganism, klesd s rostouci koncentraci fotosensitizéru P42. Je také patrné, Ze v pripadé
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sub-MBC, odpovidajici 1/> MBC, tedy sub-MBC = 0,5 x MBC do$lo k opoZdéni v pfechodu z lag
rastové faze do logaritmické, exponencialni faze ve srovnani sPK o cca 9 h (550 min;
Obrazek 53). Lze tedy konstatovat, Ze tato sub-inhibi¢ni koncentrace se pomérné vyrazné
odrazi v ramci post-antimikrobniho efektu. V pfipadé /40 MBC (sub-MBC = 0,025 x MBC) pak
doslo v prechodu z lag ristové faze do exponencidlni faze ve srovndni s PK ke zpozdéni
odpovidajicimu cca 3,5 h (210 min). V pfipadé /200 MBC (sub-MBC = 0,005 x MBC) ve
srovnani s PK nedoslo prakticky k Zadnému ¢asovému posunu v prechodu z lag rlstové faze
do faze exponencialni.

Pfi hodnoceni vysledkll pomoci AB bylo zjisténo, Ze v pfipadé koncentraci 0,5 az
50,0 uM doslo k vyrazné inhibici v metabolické aktivité (prfesahujici 80 %; Tabulka 18).
V nasem metodickém usporadani jsme detekovali metabolickou aktivitu po cca 7 h (420 min)
vramci ,recovery” metody. Jak je patrné z Obrazku 53, PK dosahuje vtomto intervalu
exponencidlni faze. V daném casovém intervalu pak bakterie pod vlivem koncentraci 0,5 az
50,0 uM nevykazuji rlist, coz pfimo koreluje s hodnotami ziskanymi touto metodou. Jak je
patrné v Tabulce 18, sub-inhibi¢ni koncentrace 0,1 uM vedla k poklesu metabolické aktivity
pouze pfiblizné o 17 % ve srovndni s PK.

Vysledky ziskané prostfednictvim pristroje Bioscreen C a AB byly potvrzeny
konfirmacni vysevovou metodou, kterd je po vizualni inspekci potvrdila. Fotografické snimky
téchto vysevl ale nejsou vtéto praci uvedeny zdUvodu ztraty dat na datové karté

fotoaparatu.
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Mapovani rlistu bakterie Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 po
intrerakci s fotosensitizerem P42 a 15minutovém osvitu
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Obrazek 53: Vliv rGznych koncentraci fotosensitizéru P42 na bakterii Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
s dobou ozafovani 15 min (A > 570 nm, 12,4 mW/cm?, 15 min, 11,2 J/cm?) stanoveny ,recovery” metodou. PK
— pozitivni ristova kontrola; OD — opticka denzita

Tabulka 18: Studium vlivu rdznych koncentraci fotosensitizéru P42 na metabolickou aktivitu bakterie
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 s dobou ozareni 15 minut. Metabolicka aktivita byla mérena v ramci
Alamar Blue assaye. V tabulce jsou zahrnuty priimérné hodnoty namérené fluorescence (méreno v triplikatech).
Po subtrakci primérnych hodnot odpovidajicich fluorescenci pozadi (data nejsou v tabulce prezentovana) bylo
vypocitano procento metabolické aktivity vztaZzené vici pozitivni rlstové kontrole (100 %)*, a dale procento
inhibice metabolické aktivity vztazené vici pozitivni ristové kontrole (0 %)**

P42 - PA - Light 0,1 uM 0,5 uM 1 uM 5 uM 10 UM 20 uM 50 uM PK
Priméma hodnota RFU 1525,00 515,00 526,33 495,00 504,33 505,67 474,00| 1790,33
9% metabolické aktivity * 83,03% 18,59% 19,31% 17,31% 17,90% 17,99% 15,97%| 100,00%
% inhibice ** 16,97% 81,41% 80,69% 82,69% 82,10% 82,01% 84,03%| 0,00%

Legenda: RFU — relative fluorescence units

8.3.2.2 Doba ozareni - 30 minut

Zakladnim predpokladem, ze kterého se vychazelo v navazujicich experimentech bylo,
Ze prodlouZeni doby ozareni by mélo vést k navySeni antibakteriadlni aktivity. V tomto pfipadé
doslo i k upraveni koncentraéniho rozhrani na zdkladé vysledk(i z 15 min ozafovani, coz

spocivalo v zaclenéni nizSich koncentraci P42. V pripadé ozareni po dobu 30 min ale nebylo

mozné na zakladé hodnoceni dynamiky mikrobidlniho ristu pomoci pfistroje Bioscreen C
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hodnotu MBC stanovit (Obrazek 54). Stejny vysledek byl zaznamenam po vizudlni inspekci
desticky —ve vSech jamkach doslo ke zjevnému nar(istu bakteridlni biomasy, ktera se projevila
zdkalem. Jak je zndzornéno na Obrazku 54, v pfipadé cilové koncentrace 20 uM a 50 uM doslo
k posunu v ndstupu do exponencidlni faze ve srovnani s PK shodné v obou pfipadech pres 8 h
(500 min). V pfipadé 5 uM a 10 uM koncentrace PS doslo k ndstupu do exponencialni faze o
koncentraci odpovidajici 0,01, 0,05 a 0,1 uM byla dokonce zaznamendana progrese rdstu ve
srovnani s PK. Bakterie PA pod vlivem studované latky a po ozareni vykazovaly rychlejsi
nastup z lag rastové faze do exponencialni faze, nez tomu bylo u PK.

Pfi hodnoceni vysledkll pomoci AB bylo zjisténo, Ze v pfipadé koncentraci 0,5 azZ
50,0 uM doslo ve vSech pfipadech vice nez 100 % inhibici v metabolické aktivité, coZ je ve
srovndni s 15 min ozafovanim pfiblizné o 20 % vice. Jak jiz bylo zmifovano, v nasem
metodickém usporadani jsme detekovali metabolickou aktivitu po cca 7 h (420 min) v rdmci
,recovery” metody. Jak je patrné z Obrazku 54, PK dosahuje v tomto intervalu exponencialni
faze. Vdaném c&asovém intervalu pak bakterie pod vlivem koncentraci 1 az 50,0 uM
nevykazuji rast. Je zde ale patrna jista diskrepance u 0,5 uM P42. U této koncentrace se
v méfeném casovém intervalu (420 min) na zakladé dat z Bioscreenu C pohybujeme jiz
v exponencidlni fazi rlistu, zatimco metodou AB byla opét zjiSténa vic nez 100% inhibice.
Mimo jiné je z Tabulky 19 také patrné, Ze sub-inhibi¢ni koncentrace 0,01 uM vede k vysSimu
narGstu metabolické aktivity o cca 36 % oproti PK.

Ziskané vysledky byly konfirmovany vysevovou metodou (Obrdzek 55). Pomérné
masivni narUst bakterii se projevil ve vysecich s koncentracemi 0,01, 0,05, 0,1 a 0,5 uM. Na
vysecich s koncentraci 1 uM se objevilo nékolik drobnych kolonii. Od koncentrace 5 uM se jiz

neobjevil Zddny nardst.
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Mapovani rlstu bakterie Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 po
intrerakci s fotosensitizérem P42 a 30minutovém osvitu
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Obrazek 54 : Vliv rGznych koncentraci P42 na bakterii Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 s dobou
ozafovani 30 min (A > 570 nm, 12,4 mW/cm?, 30 min, 22,4 J/cm?) stanoveny ,recovery” metodou. PK —

pozitivni rdstova kontrola, OD — opticka denzita.

Tabulka 19: Studium vlivu rdznych koncentraci fotosensitizéru P42 na metabolickou aktivitu bakterie
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 s dobou ozareni 30 minut. Metabolicka aktivita byla mérena v ramci
Alamar Blue assaye. V tabulce jsou zahrnuty priimérné hodnoty namérené fluorescence (méreno v triplikatech).
Po subtrakci primérnych hodnot odpovidajicich fluorescenci pozadi (data nejsou v tabulce prezentovana) bylo
vypocitano procento metabolické aktivity vztaZzené vici pozitivni rlstové kontrole (100 %)*, a dale procento
inhibice metabolické aktivity vztazené vici pozitivni ristové kontrole (0 %)**

P42 - PA - Light 0,01 uM 0,05 uM 0,1 uM 0,5 M 1M 5 UM 10 uM 20 M 50 M PK
Primérna hodnota RFU 11576,67 9238,33 10127,00 4700,67 4510,00 4517,00 4569,00 4538,00 4519,67 9781,33
% metabolické aktivity * 136,34% 89,10% 107,06% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 100,00%
% inhibice ** -36,34% 10,90% -7,06% >100% >100% >100% >100% >100% >100% 0,00%

Legenda: RFU — relative fluorescence units
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Obrazek 55: Snimek petriho misek s Mueller-Hinton agarem a néarlstem bakteridlniho kmene Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853. Po interakci bakteridlniho kmene s rliznymi koncentracemi P42 a nasledném ozareni
po dobu 30 min (A > 570 nm, 12,4 mW/cm?, 30 min, 22,4 J/cm?) byl proveden vysev na kultivaéni médium do
pfislusnych vyseci. Po nasledné inkubaci pfi 37 °C po dobu 24 h v termostatu byl nasledné hodnocen nérast. PK
— pozitivni ristova kontrola, pro hodnoceni rlstu bakterii bez vlivu PS.

8.3.2.3 Urceni vlastni antibakteridlni aktivity P42 (bez ozdreni) na bakterii
Pseudomonas aeruginosa
Pro fotosensitizér P42 a PA byla také hodnocena vlastni antibakteriadlni aktivita bez
ozareni pomoci AB. Jak je zjevné z Tabulky 20, latka P42 tuto aktivitu vici PA nevykazuje.
Naopak fotosensitizér P42 bez ozareni spiSe potencoval rdst, o ¢emZ vypovidaji zaporné
hodnoty v % inhibice.
Tyto vysledky byly konfirmovany vysevovou metodou (Obrdzek 56), ktera potvrdila

vysledky namérené v rdmci metody AB.
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Tabulka 20: Studium vlivu rdznych koncentraci fotosensitizéru P42 na metabolickou aktivitu bakterie
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 bez ozareni. Metabolicka aktivita byla mérfena v rdmci Alamar Blue
assaye. Vtabulce jsou zahrnuty primérné hodnoty namérené fluorescence (méreno v triplikatech). Po
subtrakci prdmérnych hodnot odpovidajicich fluorescenci pozadi (data nejsou v tabulce prezentovana) bylo
vypocitano procento metabolické aktivity vztazené vici pozitivni ristové kontrole (100 %)*, a dale procento
inhibice metabolické aktivity vztaZzené vici pozitivni rdstové kontrole (0 %)**

P42 - PA - Dark 0,01 uM 0,05 yM 0,1 uM 0,5 uM 1 M 5 M 10 uM 20 yM 50 M PK

Priimérna hodnota RFU 12978,67 13225,67 1303467  11701,33 11651,33 10145,33 10799,67 12587,00 10485,67 9781,33
% metabolické aktivity * 161,58% 166,37% 162,67% 136,80% 135,83% 106,61% 119,31% 153,98% 113,21% 100,00%,
% inhibice ** -61,58% -66,37% -62,67% -36,80% -35,83% -6,61% -19,31% -53,98% -13,21% 0,00%)

Legenda: RFU — relative fluorescence units

Obrazek 56: Snimek petriho misek s Mueller-Hinton agarem a nardstem bakteridlniho kmene Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853. Po interakci bakteridlniho kmene s riznymi koncentracemi P42 bez ozafeni byl
proveden vysev (,spot “ vysevovou metodou) na kultivaéni médium do ptislusnych vyseci. Po nasledné
inkubaci pfi 37 °C po dobu 24 hodin v termostatu byl hodnocen narust. PK — pozitivni kontrola, pro hodnoceni
rdstu bakterii bez vlivu PS.
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8.3.3 Vyhodnoceni aktivity P42 vici kvasince Candida albicans

8.3.3.1 Doba ozareni - 15 minut

Na zdkladé hodnoceni dynamiky mikrobialniho rlistu pomoci pfistroje Bioscreen C a
také na zakladé vizualniho hodnoceni bylo prokazano, Ze pti koncentracich 0,5, 1, 5, 10, 20 a
50,0 uM nedoslo k narlstu mikrobidlni biomasy — v pfislusnych jamkach nebyl detekovan
zakal (Obrazek 57). Na zakladé této metody byla odectena hodnota MFC, kterd je rovna
0,5 uM. Jak je také patrné z Obrazku 57 v pfipadé sub-inhibi¢ni minimalni fungicidni
koncentrace (sub-MFC), odpovidajici /s MFC, tedy sub-MFC = 0,2 x MFC doslo k opozdéni
v prechodu z lag rlistové faze do logaritmické, exponencialni faze cca o 2 hodiny (120 minut)
ve srovnani s PK.

Pfi hodnoceni vysledkii pomoci AB bylo zjisténo, Ze v pfipadé koncentraci
odpovidajicich 0,5 az 50,0 uM doslo k vyrazné inhibici v metabolické aktivité (presahujici
80 %; Tabulka 21). V nasem metodickém usporadani jsme detekovali metabolickou aktivitu
po cca 7 h (420 min) vramci ,recovery” médu. Jak je patrné z Obrazku 57, PK dosahuje
v tomto intervalu pozdni exponencidlni faze. V daném ¢asovém intervalu pak kvasinky pod
vlivem koncentraci 0,5 az 50,0 UM nevykazuji rdst, coz pfimo koreluje s hodnotami uréené
touto metodou. Jak je patrné v Tabulce 21, sub-inhibi¢ni koncentrace 0,1 uM vedI|a k poklesu
metabolické aktivity pouze o pfiblizné 17 % ve srovnani s pozitivni PK.

Vysledky ziskané prostifednictvim pfistroje Bioscreen C a metodou AB byly potvrzeny
konfirmacni vysevovou metodou. Narlst byl dle ocekdvani detekovan pouze ve vysecich

s 0,1 uM koncentraci P42 (Obrazek 58).
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Mapovani rlstu kvasinky Candida albicans ATCC 24433 po intrerakci s
fotosensitizérem P42 a 15minutovém osvitu
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Obrazek 57: Vliv riznych koncentraci P42 na kvasinku Candida albicans ATCC 24433, s dobou ozafovani 15
min (A > 570 nm, 12,4 mW/cm?, 15 min, 11,2 J/cm?) stanoveny ,recovery” metodou. PK — pozitivni riistova
kontrola; OD — opticka denzita.

Tabulka 21: Studium vlivu rGznych koncentraci fotosensitizéru P42 na metabolickou aktivitu kvasinky Candida
albicans ATCC 24433 s dobou ozafeni 15 minut. Metabolicka aktivita byla mérena v rdmci Alamar Blue assaye.
V tabulce jsou zahrnuty primérné hodnoty namérené fluorescence (méreno v triplikatech). Po subtrakci
pramérnych hodnot odpovidajicich fluorescenci pozadi (data nejsou v tabulce prezentovana) bylo vypocitano
procento metabolické aktivity vztazené viéi pozitivni rlstové kontrole (100 %)*, a dale procento inhibice
metabolické aktivity vztazené vici pozitivni ristové kontrole (0 %)**

P42 - CA - Light 0,1 M 0,5 UM 1 uM 5 M 10 uM 20 uM 50 uM PK
Priméma hodnota RFU 9034,33 2620,33 2527,33 2391,00 2401,33 2430,67 2368,67| 10755,67
% metabolické aktivity * 82,73% 17,95% 17,01% 15,63% 15,74% 16,03% 15,41%| 100,00%
% inhibice ** 17,27% 82,05% 82,99% 84,37% 84,26% 83,97% 84,59% 0,00%

Legenda: RFU — relative fluorescence units
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Obrazek 58: Snimek petriho misek se Sabouraud agarem a narlstem kvasinkového kmene Candida albicans
ATCC 24433. Po interakci kvasinkového kmene s rliznymi koncentracemi P42 a po 15 min ozéareni (A > 570 nm,
12,4 mW/cm?, 15 min, 11,2 J/cm?) byl proveden vysev na kultivaéni médium do pfislusnych vyse&i. Po nasledné
inkubaci po dobu 24 hodin v termostatu, pfi 37 °C byl ndsledné hodnocen narust. PK — pozitivni rlstova kontrola,
pro hodnoceni rlistu bakterii bez vlivu PS.

8.3.3.2 Doba ozareni - 30 minut

Zakladnim predpokladem, ze kterého se vychazelo v navazujicich experimentech bylo,
Ze prodlouzeni doby ozareni by mélo vést k navyseni antifungalni aktivity. V tomto pfipadé
doslo i k upraveni koncentracni fady (zaclenénim nizsich koncentraci P42).

Na zdkladé hodnoceni dynamiky mikrobialniho rlistu pomoci pfistroje Bioscreen C a
také na zakladé vizualniho hodnoceni bylo prokazano, ze pfi koncentracich 0,5 az 50,0 uM
nedosSlo k narlstu mikrobidlni biomasy — v pfislusnych jamkach nebyl detekovan zakal
(Obrazek 59). Na zakladé této metody byla odectena hodnota MFC, ktera je rovna 0,5 pM.

Jak je také patrné z Obrazku 59, sub-MFC, odpovidajici /s MFC, tedy sub-MFC =
0,2 x MFC, */10 MFC (sub-MFC = 0,1 x MFC) a /50 MFC (sub-MFC = 0,02 x MFC) doslo téméf
shodné k opozdéni v pfechodu z lag rlistové faze do logaritmické, exponencialni faze o cca
1,5 h (100 min) ve srovnani s PK.

Pfi hodnoceni vysledk(li pomoci metody AB bylo zjiSténo, Ze v pfipadé koncentraci
odpovidajicich 0,5 az 50,0 M doslo k vyrazné inhibici v metabolické aktivité pfesahujici 96 %,
v pfipadé 5,0 uM koncentrace bylo dokonce dosazeno 99,9% inhibice (Tabulka 22). V naSem
metodickém usporaddani jsme detekovali metabolickou aktivitu po cca 7 h (420 min) v rdmci

,recovery” maédu. Jak je patrné z Obrazku 59, PK dosahuje v tomto intervalu exponencialni
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faze. Vdaném casovém intervalu pak kvasinky pod vlivem koncentraci 0,5 az 50,0 uM
nevykazuji rQst, coZz ptimo koreluje s hodnotami uréené touto metodou. Jak je patrné
v Tabulce 22, sub-inhibi¢ni koncentrace 0,1 uM vedla k poklesu metabolické aktivity pFiblizné
pouze 0 4 % ve srovnani s PK. Dal3i sub-inhibi¢ni koncentrace 0,01 uM a 0,05 uM dokonce
potencovali metabolickou aktivitu v priméru kolem 26 %.

Vysledky ziskané prostrfednictvim pfistroje Bioscreen C a metodou AB byly
konfirmovany vysevovou metodou. Doslo zde ale k jisté diskrepanci, nebot byl detekovan

narlst pouze ve vysecich s 0,01 uM a 0,05 uM koncentraci P42 (Obrdazek 60).

Mapovani rlistu kvasinky Candida albicans ATCC 24433 po intrerakci s
fotosensitizérem P42 a 30minutovém osvitu
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Obrazek 59: Vliv riznych koncentraci P42 na kvasinku Candida albicans ATCC 24433, s dobou ozafovani 30 min
(A>570nm, 12,4 mW/cm2, 30 min, 22,4 J/cm2) stanoveny ,recovery” metodou. PK — pozitivni ristova kontrola,
OD - opticka denzita.

Tabulka 22: Studium vlivu rliznych koncentraci fotosensitizéru P42 na metabolickou aktivitu Candida albicans
ATCC 24433 s dobou ozareni 30 minut. Metabolicka aktivita byla mérena v ramci Alamar Blue assaye. V tabulce
jsou zahrnuty prdmérné hodnoty namérené fluorescence (méreno v triplikdtech). Po subtrakci pramérnych
hodnot odpovidajicich fluorescenci pozadi (data nejsou v tabulce prezentovana) bylo vypocitdno procento
metabolické aktivity vztazené vici pozitivni ristové kontrole (100 %)*, a dale procento inhibice metabolické
aktivity vztazené vici pozitivni rlstové kontrole (0 %)**

P42 - CA- Light 0,01 yM 0,05 uM 0,1 M 0,5 UM 1M 5 M 10 uM 20 uM 50 uM PK
Primérna hodnota RFU 17108,33 17018,33 14168,67 542567 5173,33 5049,33 5145,00 5074,33 5093,00 14540,00|
% metabolické aktivity * 126,63% 125,69% 95,77% 397% 1,32% 0,01% 1,02% 0,28% 047% 100,00%
% inhibice ** -26,63% -25,69% 4,23% 96,03% 98,68% 99,99% 98,98% 99,72% 99,53% 0,00%)

Legenda: RFU — relative fluorescence units
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Obrazek 60: Snimek petriho misek se Sabouradovym agarem a narlistem kvasinkového kmene Candida
albicans ATCC 24433. Po interakci kvasinkového kmene s rliznymi koncentracemi P42 a po ozareni 30 min (A >
570 nm, 12,4 mW/cm?, 30 min, 22,4 J/cm?) byl proveden vysev na kultivaéni médium do pfislunych vyseéi. Po
nasledné inkubaci pfi 37 °C po dobu 24 h v termostatu byl nasledné hodnocen narlst. PK — pozitivni riistova
kontrola, pro hodnoceni rdstu bakterii bez vlivu PS.

8.3.3.3 Urceni vlastni antifungadlni aktivity P42 (bez ozdreni) na kvasinku Candida
albicans

Pro kombinaci latky P42 a kvasinku CA byla také hodnocena vlastni toxicita bez ozareni
pomoci AB. Jak z Tabulky 23 vyplyva, toxicita latky P42 bez ozafeni v souvislosti s CA nebyla
vyznamné prokazana. K nejvyssi inhibici doslo pfi 0,5 uM koncentraci (8,3 %). Naopak P42
bez ozateni spiSe mirné potencoval metabolickou aktivitu, o ¢emZ opét vypovidaji zaporné
hodnoty v % inhibice.

Tyto vysledky byly konfirmovany vysevovou metodou, ktera byla provedena pouze
v koncentraénim rozhrani: 0,1, 0,5, 1, 5, 10, 20 a 50,0 uM. Ani touto metodou ale nebyla

uréena vyznamna toxicita latky P42 bez ozareni v souvislosti s CA (Obrazek 61).
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Tabulka 23: Studium vlivu rGznych koncentraci fotosensitizéru P42 na metabolickou aktivitu kvasinky Candida
albicans ATCC 24433 bez ozareni. Metabolicka aktivita byla mérena v ramci Alamar Blue assaye. V tabulce jsou
zahrnuty primérné hodnoty namérené fluorescence (méreno v triplikatech). Po subtrakci priimérnych hodnot
odpovidajicich fluorescenci pozadi (data nejsou v tabulce prezentovana) bylo vypocitano procento metabolické
aktivity vztazené vici pozitivni rlistové kontrole (100 %)*, a dale procento inhibice metabolické aktivity vztazené
vUci pozitivni rlstové kontrole (0 %)**

P42 - CA - Dark 0,01 pM 0,05 uM 0,1 uM 0,5 M 1M 5 uM 10 pM 20 uM 50 uM PK
Primérna hodnota RFU 12198,67 14931,00 12900,33 11852,67 12391,67 13164,67 12078,33 12658,33 12609,67 12497,33
% metabolické aktivity * 96,33% 132,94% 105,73% 91,69% 98,91% 109,27% 106,77% 102,49% 101,83% 100,00%
% inhibice ** 3,67% -32,94% -5,73% 8,31% 1,09% -9,27% -6,77% -2,49% -1,83% 0,00%

Legenda: RFU — relative fluorescence units

Obrazek 61: Snimek petriho misky se Sabouraud agarem a narlstem kvasinkového kmene Candida albicans
ATCC 24433. Po interakci kvasinkového kmene s rlznymi koncentracemi P42 bez ozareni byl proveden vysev
(,,spot” vysevovou metodou) na kultivaéni médium do pfislusnych vyseci. Po nasledné inkubaci po dobu 24 h
v termostatu pfi 37 °C byl hodnocen narust. PK — pozitivni kontrola, pro hodnoceni riistu bakterii bez vlivu PS.
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8.4 Fotosensitizér ZIP300

Koncentracni fady pro obé délky ozatovani jsme zvolili nasledujici:
15min:0,1-0,5-1-5-10-20-50 uM
30 min: 0,01-0,05-0,1-0,5-1-5-10-20-50 uM

8.4.1 Vyhodnoceni aktivity ZIP300 viici meticilin rezistentni bakterii
Staphylococcus aureus

8.4.1.1 Doba ozareni - 15 minut

Na zdkladé hodnoceni dynamiky mikrobialniho rlistu pomoci pfistroje Bioscreen C a
také na zakladé vizualniho hodnoceni bylo prokazano, Ze pfi koncentracich 5, 10, 20 a 50 uM
nedoSlo k nardstu mikrobidlni biomasy, v pfislusnych jamkach nebyl detekovan zakal
(Obrazek 62). Na zakladé této metody odectena hodnota MBC, ktera je rovna 5 uM. Jak je
také patrné zObrazku 62, vpfipadé sub-MBC, odpovidajici /s MBC, tedy sub-
MBC=0,2 x MBC doSlo kopozdéni vprechodu zlag rlstové faze do logaritmické,
exponencidlni faze o cca 5,5 h (330 min) ve srovnani s PK. Lze tedy konstatovat, Ze tato sub-
inhibi¢ni koncentrace se pomérné vyrazné odrazi v rdmci post-antimikrobniho efektu.

V pfipadé !/10 MBC (sub-MBC=0,1xMBC) a pak doslo k opozdéni v narlstu
odpovidajici cca 3 h (180 min). V pfipadé !/so MBC (sub-MBC = 0,02 x MBC) pak doslo
k posunu o cca 1 h (60 min) v pfechodu do exponencialni faze ve srovnani s PK.

Pfi hodnoceni vysledkii pomoci AB bylo zjisténo, Ze v pfipadé koncentraci
odpovidajicich 5, 10, 20 a 50 uM doslo k vyrazné inhibici v metabolické aktivité (presahujici
92 %; Tabulka 24). V naSem metodickém usporaddni jsme detekovali metabolickou aktivitu
po cca 7 h (420 min) vramci ,recovery” médu. Jak je patrné z Obrazku 62, PK dosahuje
vtomto intervalu exponencialni faze. V daném casovém intervalu pak MRSA pod vlivem
koncentraci 5, 10, 20 a 50 uM nevykazuji rust, coz pfimo koreluje s hodnotami stanovenymi
touto metodou. Jak je patrné v Tabulce 24, sub-inhibi¢ni koncentrace 0,1 uM vedI|a k poklesu
metabolické aktivity pouze o pfiblizné 40 % ve srovnanis PK. V pfipadé dalSich sub-inhibi¢nich
koncentraci 0,5a 1 uM doslo k poklesu metabolické aktivity bakterii o 73 % a 87 % ve

srovnani s PK.
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Vysledky ziskané prostifednictvim pfistroje Bioscreen C a metodou AB byly potvrzeny

i konfirmacni vysevovou metodou. Fotografické snimky téchto vysevi ale nejsou v této praci

uvedeny z divodu ztraty dat na datové karté fotoaparatu.

Mapovani rlistu meticilin rezistentni bakterie Staphylococcus aureus po
intrerakci s fotosensitizérem ZIP300 a 15minutovém osvitu
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Obrazek 62: Vliv riznych koncentraci ZIP300 na meticilin rezistentni bakterii Staphylococcus aureus ATCC

43300 s dobou ozafovani 15 min (A > 570 nm, 12,4 mW/cm?, 15 min, 11,2 J/cm?) stanoveny ,recovery”

metodou. PK — pozitivni ristova kontrola; OD — opticka denzita.

Tabulka 24: Studium vlivu rlznych koncentraci fotosensitizéru ZIP300 na metabolickou aktivitu meticilin
rezistentni bakterie Staphylococcus aureus ATCC 43300 s dobou ozareni 15 minut. Metabolickd aktivita byla
méfena vramci Alamar Blue assaye. V tabulce jsou zahrnuty primérné hodnoty namérené fluorescence
(méreno v triplikatech). Po subtrakci pridmérnych hodnot odpovidajicich fluorescenci pozadi (data nejsou
v tabulce prezentovana) bylo vypocitano procento metabolické aktivity vztaZzené viéi pozitivni ristové kontrole

(100 %)*, a dale procento inhibice metabolické aktivity vztazené vici pozitivni ristové kontrole (0 %)**

ZIP300 - MRSA -Light| 0,1 uM 0,5 uM 1 M 5 uM 10 uM 20 M 50 uM PK
Prim&ma hodnota RFU 20382,00 9908,00 5414,33 3557,33 3573,00 3570,67 3491,00(  33264,00
% metabolické aktivity * 59,38% 26,91% 12,98% 7,22% 7,27% 7,27% 7,02% 100,00%
% inhibice ** 40,62% 73,09% 87,02% 92,78% 92,73% 92,73% 92,98% 0,00%

Legenda: RFU — relative fluorescence units
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8.4.1.2 Doba ozareni - 30 minut

Zakladnim predpokladem, ze kterého se vychazelo v navazujicich experimentech bylo,
ze prodlouzeni doby ozareni by mélo vést k navySeni antibakterialni aktivity, coZz v tomto
pripadé skutecné nastalo. Doslo také k upraveni koncentracniho rozhrani, které spocivalo
v zaclenéni nizsich koncentraci ZIP300. Na zdkladé hodnoceni dynamiky mikrobialniho rlstu
pomoci pristroje Bioscreen C (Obrazek 63) bylo prokdzano, Ze pfi koncentracich 1, 5, 10, 20,
a 50 uM nedoslo k nardstu mikrobidlni biomasy. Na zakladé této metody byla odectena
hodnota MBC, ktera je rovna 1 uM.

Jak je také patrné z Obrazku 63 v pfipadé sub-MBC, odpovidajici 1/> MBC, tedy sub-
MBC =0,5 x MBC doSlo kopozdéni vprechodu zlag rlstové faze do logaritmické,
exponencidlni faze o cca 10 h (600 min) ve srovnani s PK. Lze tedy predpokladat, Ze tato sub-
inhibiéni koncentrace se pomérné vyrazné odrazi v post-antimikrobnim efektu. V pfipadé /1o
MBC (sub-MBC = 0,1 x MBC) a */100 MBC (sub-MBC = 0,01 x MBC) pak do$lo v obou pfipadech
témér shodné k opoZdéni v prfechodu do exponencidlni faze o cca 3 h (180 min).
K nejmensimu zpoZdéni v pfechodu do exponencialni faze rlstu ve srovnani s PK doslo
prekvapivé pfi 1/20 MBC (sub-MBC = 0,05 x MBC) a to maximalné o 1 h (60 min).

Pfi hodnoceni vysledk( pomoci AB bylo zjisténo, Ze v pfipadé koncentraci 1 az 50 uM
doslo kvyrazné inhibici v metabolické aktivité (téméf ve vSech pfipadech pres 93 %;
Tabulka 25). V naSem metodickém usporadani jsme detekovali metabolickou aktivitu po cca
7 h (420 min) v ramci ,recovery” modu. Jak je patrné z Obrazku 63, PK dosahuje v tomto
intervalu pozdni exponencidlni faze a v daném c¢asovém intervalu pak MRSA pod vlivem
koncentraci 0,5 aZ 50 uM nevykazuje rast, coz koreluje s hodnotami ziskanymi touto
metodou. Drobna odchylka je v pfipadé 0,5 uM koncentrace, kde dle AB doslo k inhibici
metabolické aktivity o cca 77 %. Jak je patrné v Tabulce 25, sub-inhibi¢ni koncentrace 0,01,
0,05 a 0,1 uM vedly jesté k vyssi metabolické aktivité ve srovnani s PK, o ¢emz vypovidaji
zaporné hodnoty v % inhibice. V pfipadé 0,01 a 0,1 uM koncentrace byla tato potenciace
metabolické aktivity dle namérenych hodnot vyssi dokonce 0 34 % a 21 %.

Vysledky ziskané prostifednictvim pfistroje Bioscreen C a metodou AB byly potvrzeny
konfirmacni vysevovou metodou. Fotografické snimky téchto vysevi ale nejsou v této praci

uvedeny z divodu ztraty dat na datové karté fotoaparatu.
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Mapovani rlistu meticilin rezistentni bakterie Staphylococcus aureus po
intrerakci s fotosensitizérem ZIP300 a 30minutovém osvitu
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Obrazek 63: Vliv riznych koncentraci ZIP 300 na meticilin rezistentni bakterii Staphylococcus aureus ATCC
43300, s dobou ozafovani 30 min (A > 570 nm, 12,4 mW/cm?, 30 min, 22,4 J/cm?) stanoveny , recovery”
metodou. PK — pozitivni rdstova kontrola, OD — opticka denzita

Tabulka 25: Studium vlivu rlznych koncentraci fotosensitizéru ZIP300 na metabolickou aktivitu meticilin
rezistentni bakterie Staphylococcus aureus ATCC 43300 s dobou zareni 30 minut. Metabolickd aktivita byla
méfena v ramci Alamar Blue assaye. V tabulce jsou zahrnuty primérné hodnoty namérené fluorescence
(méreno v triplikatech). Po subtrakci pridmérnych hodnot odpovidajicich fluorescenci pozadi (data nejsou
v tabulce prezentovéana) bylo vypocitano procento metabolické aktivity vztaZzené viéi pozitivni ristové kontrole
(100 %)*, a dale procento inhibice metabolické aktivity vztazené vici pozitivni ristové kontrole (0 %)**

ZIP300 - MRSA - Light | 0,01 yM 0,05 uM 0,1 uM 0,5 UM 1M 5 M 10 uM 20 M 50 uM PK

Primé&ma hodnota RFU 10677,00 5521,00 10193,67 2419,33 1755,67 1788,00 1814,00 1759,67 1788,67 5451,33

% metabolické aktivity * 234,01% 102,01% 221,63% 22,61% 5,62% 6,45% 7.11% 5,72% 6,46% 100,00%

% inhibice ** 134,01% 2,01%|  -121,63% 77.39% 94,38% 93,55% 92,89% 94,28% 93,54% 0,00%
Legenda: RFU — relative fluorescence units
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8.4.1.3 Urceni viastni antibakterialni aktivity ZIP300 (bez ozdareni) na meticilin
rezistentni bakterii Staphylococcus aureus
Pro kombinaci latky ZIP300 a MRSA byla také hodnocena vlastni antibakteridlni
aktivita bez ozareni pomoci AB, ale pouze v rozmezi koncentraci 0,1, 0,5, 1, 5, 10, 20 a
50,0 uM. Z Tabulky 26 vyplyva, Ze k jisté inhibici metabolické aktivity doslo. Nejvyssi inhibice
byla v pfipadé 50 uM koncentrace, a to konkrétné asi 36 %.

Tyto vysledky byly konfirmovany vysevovou metodou (Obrazek 64).

Tabulka 26: Studium vlivu rlznych koncentraci fotosensitizéru ZIP300 na metabolickou aktivitu meticilin
rezistentni bakterie Staphylococcus aureus ATCC 43300 bez ozareni. Metabolicka aktivita byla mérena v rdmci
Alamar Blue assaye. V tabulce jsou zahrnuty priimérné hodnoty namérené fluorescence (méreno v triplikatech).
Po subtrakci primérnych hodnot odpovidajicich fluorescenci pozadi (data nejsou v tabulce prezentovana) bylo
vypocitano procento metabolické aktivity vztazené viéi pozitivni ristové kontrole (100 %)*, a dale procento
inhibice metabolické aktivity vztaZzené vici pozitivni rdstové kontrole (0 %)**

ZIP300 - MRSA -Dark |~ 0,1 uM 0,5 uM 1 UM 5 uM 10 uM 20 UM 50 uM PK

Priméma hodnota RFU 31568,33 30251,67 27855,67 25071,00 28767,67 26635,33 21984,00( 33393,00
% metabolické aktivity * 94,03% 89,95% 82,52% 73,89% 85,34% 78,73% 64,32% 100,00%
% inhibice ** 5,97% 10,05% 17,48% 26,11% 14,66% 21,27% 35,68% 0,00%)

Legenda: RFU — relative fluorescence units

Obrazek 64: Snimek petriho misky s Mueller-Hinton agarem a narlstem bakteridlniho kmene meticilin
rezistentni Staphylococcus aureus ATCC 43300. Po interakci bakteridlniho kmene s rlznymi koncentracemi
ZIP300 bez ozareni byl proveden vysev (,,spot “ vysevovou metodou) na kultivacni médium do prislusnych vysedi.
Po nasledné inkubaci pfi 37 °C po dobu 24 h v termostatu byl hodnocen narlst. PK — pozitivni ristova kontrola,
pro hodnoceni rlistu bakterii bez vlivu PS.
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8.4.2 Vyhodnoceni aktivity ZIP300 vtici bakterii Pseudomonas aeruginosa

8.4.2.1 Doba ozareni - 15 minut

V pfipadé ozareni po dobu 15 min nebylo moZné na zakladé hodnoceni dynamiky
mikrobidlniho ristu pomoci ptistroje Bioscreen C hodnotu MBC stanovit. Jak je zndzornéno
na Obrdazku 65, v pfipadé cilovych koncentracich 10, 20 a 50 M doslo témér shodné k posunu
v nastupu do exponencialni faze ve srovnani s PK cca o 10 h (600 min). V pfipadé 5 uM doslo
k opozdéni ndstupu do exponencialni faze rlstu o pfiblizné 7,5 hod (450 min), u koncentrace
1 uM se jednd o zpozdéni témér o 3,5 h (200 min) a u koncentrace 0,5 uM doslo ke zpoZdéni
pfiblizné o 1,5 hod (100 min) vZdy v porovnani s PK. Lze tedy predpokladat, Ze tyto sub-
inhibicni koncentrace se pomérné vyrazné odrazi vramci post-antimikrobniho efektu.
PK nedoslo.

Pti hodnoceni vysledk(l pomoci AB bylo zjisténo, Ze v pfipadé koncentraci 1, 5, 10, 20
a 50,0 uM doslo k pomérné vyrazné inhibici v metabolické aktivité (pfesahujici 81 %; Tabulka
27).V naSem metodickém usporadani jsme v tomto pfipadé detekovali metabolickou aktivitu
po cca 7 h (420 min) vramci ,recovery” moédu. Jak je patrné z Obrazku 65, PK dosahuje
v tomto intervalu exponencidlni faze. V daném ¢asovém intervalu pak bakterie pod vlivem
koncentraci 1 az 50,0 uM nevykazuji rast, coz pfimo koreluje s hodnotami ur¢enymi touto
metodou. Jak je patrné v Tabulce 27, sub-inhibi¢ni koncentrace 0,1 a 0,5 uM vedly k poklesu
metabolické aktivity pfiblizné o 24,5 % (v pfipadé koncentrace 0,1 uM) a 68 % (v pfipadé
koncentrace 0,5 uM) ve srovnani s PK.

Vysledky ziskané prostifednictvim pfistroje Bioscreen C a metodou AB byly
konfirmovany vysevovou metodou. Fotografické snimky téchto vysev( ale nejsou v této praci

uvedeny z divodu ztraty dat na datové karté fotoaparatu.
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Mapovani rlistu bakterie Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 po
intrerakci s fotosensitizerem ZIP300 a 15minutovém osvitu

1,4

1,2

’

0,8

0,6

0D (540 nm)

0,4

0,2

0

0 200 400 600 800 1000 - 1200
-0,2 v
Cas (min)

—0— 0,1 uM 0,5 uM 1uM 5 —e—10puM —e—20puM —e—50uM —@—PK

Obrazek 65: Vliv rdznych koncentraci ZIP300 na bakterii Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, s dobou
ozafovani 15 min (A > 570 nm, 12,4 mW/cm?, 15 min, 11,2 J/cm?) stanoveny ,recovery” metodou. PK — pozitivni
ristova kontrola; OD — opticka denzita.

Tabulka 27: Studium vlivu rdznych koncentraci fotosensitizéru ZIP300 na metabolickou aktivitu Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 s dobou ozareni 15 minut. Metabolicka aktivita byla mérena v ramci Alamar Blue
assaye. V tabulce jsou zahrnuty priimérné hodnoty namérené fluorescence (méreno v triplikatech). Po subtrakci
pramérnych hodnot odpovidajicich fluorescenci pozadi (data nejsou v tabulce prezentovana) bylo vypocitano
procento metabolické aktivity vztazené vici pozitivni rlstové kontrole (100 %)*, a dale procento inhibice
metabolické aktivity vztazené vici pozitivni ristové kontrole (0 %)**

ZIP300 - PA - Light 0,1 uM 0,5 uM 1 pM 5 uM 10 UM 20 pM 50 pM PK
Priméma hodnota RFU 1406,33 724,00 506,67 504,00 491,67 517,67 510,00 1790,33
% metabolické aktivity * 75,46% 31,92% 18,05% 17.88% 17,10% 18,76% 18,27% 100,00%
% inhibice ** 24,54% 68,08% 81,95% 82,12% 82,90% 81,24% 81,73% 0,00%

Legenda: RFU — relative fluorescence units

8.4.2.2 Doba ozareni - 30 minut

| vtomto pripadé bylo zakladnim predpokladem, Ze prodlouzeni doby ozareni by mélo
vést k navyseni antibakterialni aktivity, proto jsme také upravili koncentracni fadu (zaclenéni
nizSich koncentraci ZIP300). Po 30 min ozareni nebylo mozné na zakladé hodnoceni dynamiky
mikrobidlniho rlistu pomoci pfistroje Bioscreen C hodnotu MBC stanovit (Obrazek 66).

Jak je zndzornéno na Obrazku 66, v pfipadé nejvyssi koncentrace 50 uM doslo

k posunu v nastupu do exponencialni faze ve srovnani s PK cca 0 5 h (300 min). V ptipadé
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koncentraci 5, 10 a 20 uM doslo se zvysujici se koncentraci k postupnému zdrzeni v nastupu
do exponencialni faze cca o 1,5 h (100 min), 2,5 h (140 min) a 3,5 h (200 min) ve srovnani
s PK. U koncentraci 0,5 a 1,0 uM nebyl zaznamendan zadny posun ve srovnani s PK. V pfipadé
mirnd progrese rlstu ve srovndani s PK.

Pti hodnoceni vysledkl pomoci AB bylo zjisténo, Ze v pfipadé koncentraci 5, 10, 20 a
50,0 uM doslo k vyrazné inhibici v metabolické aktivité (aZ 100 %; Tabulka 28). V nasem
metodickém usporadani jsme detekovali metabolickou aktivitu po cca 7 h (420 min) v rdmci
,recovery” maédu. Jak je patrné z Obrazku 66, PK dosahuje v tomto intervalu exponencialni
faze. V daném Casovém intervalu pak bakterie pod vlivem koncentraci 5, 10, 20 a 50,0 uM
vykazuji témér minimalni az nedetekovatelny rlst, coz vesmés koreluje s hodnotami
uréenymi touto metodou. Jak je patrné v Tabulce 28, sub-inhibi¢ni koncentrace 1 uM vedla
také k pomérné vyznamné inhibici metabolické aktivity, konkrétné o 95,5 % a koncentrace
0,5 uM vedla ke 49 % inhibici metabolické aktivity. V pfipadé koncentraci 0,01, 0,05 a 0,1 uM
doslo dokonce k navySeni metabolické aktivity bakterii vici PK, o ¢emzZ vypovidaji zaporné
hodnoty v % inhibice, a coZ opét koreluje s daty namérfenymi pomoci pfistroje Bioscreen C.

Ziskané vysledky byly konfirmovany vysevovou metodou (Obrazek 67). Masivni nar(st
bakterii se projevil ve vysecich s koncentracemi 0,01 aZ 10 uM. Na vysecich s koncentraci 20

a 50 uM nebyl pozorovan narUst bakteridlnich kolonii.

97



Mapovani rlistu bakterie Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 po
intrerakci s fotosensitizerem ZIP300 a 30minutovém osvitu
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Obrazek 66: Vliv riznych koncentraci ZIP300 na bakterii Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 s dobou
ozafovani 30 min (A > 570 nm, 12,4 mW/cmz2, 30 min, 22,4 J/cm2) stanoveny ,recovery” metodou. PK —
pozitivni rdstova kontrola, OD — opticka denzita

Tabulka 28: Studium vlivu rdznych koncentraci fotosensitizéru ZIP300 na metabolickou aktivitu bakterie
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 s dobou ozareni 30 minut. Metabolicka aktivita byla mérena v ramci
Alamar Blue assaye. V tabulce jsou zahrnuty priimérné hodnoty namérené fluorescence (méreno v triplikatech).
Po subtrakci primérnych hodnot odpovidajicich fluorescenci pozadi (data nejsou v tabulce prezentovana) bylo
vypocitano procento metabolické aktivity vztaZzené vici pozitivni rlstové kontrole (100 %)*, a dale procento
inhibice metabolické aktivity vztazené vici pozitivni ristové kontrole (0 %)**

ZIP300 - PA - Light

0,01 uM

0,05 uM

0,1 uM

0,5uM

1pM

5pM

10 uM

20pM

50 pM

PK

Primérné hodnota RFU

% metabolické aktivity *

% inhibice **

11828,00

141,42%

-41,42%

10371,00|

111,98%

-11,98%

110386,33|

125,42%

-25,42%

7336,67

50,69%

49,31%

5049,67

4,49%

95,51%

4651,00

0,00%

100,00%

4667,67

0,00%

100,00%

4615,00

0,00%

100,00%

4580,00

0,00%

100,00%

9781,33

100,00%|

0,00%

Legenda: RFU — relative fluorescence units
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Obrazek 67: Snimek petriho misek s Mueller-Hinton agarem a narlstem bakteridlniho kmene Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853. Po interakci bakteridlniho kmene s rliznymi koncentracemi ZIP300 s dobou ozareni
30 min (A >570 nm, 12,4 mW/cm?, 30 min, 22,4 J/cm?) byl proveden vysev na kultivaéni médium do pfislusnych
vyseci. Po nasledné inkubaci pfi 37 °C po dobu 24 h v termostatu, byl hodnocen narist. PK — pozitivni kontrola;
pro hodnoceni rlistu bakterii bez vlivu PS.

8.4.2.3 Urceni vlastni antibakteridlni aktivity ZIP300 (bez ozdfeni) na bakterii
Pseudomonas aeruginosa

Pro kombinaci latky ZIP300 a PA byla také hodnocena vlastni antibakterialni aktivita
bez ozareni pomoci AB. Jak z Tabulky 29 vyplyva, tato toxicita latky ZIP300 vici PA nebyla
prokazana. Naopak ZIP300 bez ozareni spiSe potencoval metabolickou aktivitu, o ¢emz
vypovidaji zaporné hodnoty v % inhibice.

Tyto vysledky byly konfirmovany vysevovou metodou (Obrazek 68), kterd vesmés

potvrdila vysledky namérené v rdmci metody AB.
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Tabulka 29: Studium vlivu rdznych koncentraci fotosensitizéru ZIP300 na metabolickou aktivitu bakterie
Pseudomonas aeruginosa bez ozareni. Metabolicka aktivita byla mérena v ramci Alamar Blue assaye. V tabulce
jsou zahrnuty prdmérné hodnoty namérené fluorescence (méreno v triplikdtech). Po subtrakci primérnych
hodnot odpovidajicich fluorescenci pozadi (data nejsou v tabulce prezentovéna) bylo vypocitdno procento
metabolické aktivity vztazené vici pozitivni rlstové kontrole (100 %)*, a dale procento inhibice metabolické
aktivity vztazené vUci pozitivni ristové kontrole (0 %)**

ZIP300 - PA- Dark 0,01 yM 0,05 uM 0,1 UM 0,5uM 1uM 5 M 10 M 20 UM 50 uM PK

Primérna hodnota RFU 14140,33 14400,33 13796,00|  12844,67 11813,33 10535,00 11797,67 12708,00 13356,33 9781,33
% metabolické aktivity * 184,12% 189,16% 177,44% 158,98% 138,97% 114,17% 138,67% 156,33% 168,91% 100,00%
% inhibice ** -84,12% -89,16% -7744% -58,98% -38,97% -14,17% -38,67% -56,33% -68,91% 0,00%

Legenda: RFU — relative fluorescence units

Obrazek 68: Snimek petriho misek s Mueller-Hinton agarem a narlstem bakteridlniho kmene Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853. Po interakci bakteridlniho kmene s rliznymi koncentracemi ZIP300 bez ozéfeni byl
proveden vysev (,,spot “ vysevovou metodou) na kultivacni médium do pfislusnych vyseci. Po nasledné inkubaci
pfi 37 °C po dobu 24 h v termostatu byl hodnocen narlst. PK — pozitivni kontrola, pro hodnoceni ristu bakterii
bez vlivu PS.
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8.4.3 Vyhodnoceni aktivity ZIP300 vuci kvasince Candida albicans

8.4.3.1 Doba ozareni - 15 minut

Na zdkladé hodnoceni dynamiky mikrobidlniho rlstu pomoci pfistroje Bioscreen C
nebylo moZné hodnotu MFC v ramci testovaného rozmezi koncentraci ZIP300 po 15 min
ozdareni stanovit. Jak ale z Obrdzku 69 vyplyva, v pfipadé koncentrace 50 uM doslo ke
zpozdéniv nastupu do exponencialni faze rlstu pres 5 h (320 min) ve srovndani s PK. V pfipadé
20 uM koncentrace ZIP300 doslo ke zpozdéni v nastupu narlistu cca o 2 h (120 min) ve
srovnani s PK. V pfipadé ostatnich nizsich testovanych koncentraci nemél jiz ZIP300 témér
zadny vliv na zpoZzdéni prechodu do exponencidlni faze rlstu.

Pti hodnoceni vysledkl pomoci AB bylo zjiSténo, Ze k nejvy$simu procentu inhibice
doslo v pfipadé koncentrace 50 uM (téméf 78 % inhibice; Tabulka 30). V naSem metodickém
usporadani jsme detekovali metabolickou aktivitu po cca 7 h (420 min) v rdmci ,recovery”
modu. Jak je patrné z Obrazku 69, PK dosahuje v tomto intervalu pozdni exponencialni faze.
V daném casovém intervalu pak kvasinky pod vlivem koncentrace 50 uM témér nevykazuji
rast, coz primo koreluje s hodnotami uréenymi touto metodou. Jak je dale patrné v Tabulce
30, sub-inhibi¢ni koncentrace 20 uM vedla k poklesu metabolické aktivity o 46,5 % ve
srovndani s PK. Koncentrace 10 uM vedla pouze k 3 % inhibici metabolicka aktivity. Naopak
v rozmezi koncentraci 0,5 az 5 uM doslo k jesté vyssi metabolické aktivité nez u PK, o ¢emz
vypovidaji zdporné hodnoty v % inhibice. Je také zajimavé, Ze v pfipadé koncentrace
odpovidajici 0,1 uM doslo k asi 9 % inhibici metabolické aktivity.

Vysledky ziskané prostfednictvim pfistroje Bioscreen C a metodou AB byly

konfirmovany vysevovou metodou (Obrazek 70).
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Mapovani rlstu kvasinky Candida albicans ATCC 24433 po intrerakci s
fotosensitizérem ZIP300 a 15minutovém osvitu
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Obrazek 69: Vliv riznych koncentraci ZIP300 na kvasinku Candida albicans ATCC 24433, s dobou ozafovani 15
min (A > 570 nm, 12,4 mW/cm?, 15 min, 11,2 J/cm?) stanoveny ,recovery” metodou. PK — pozitivni rdstova
kontrola; OD — opticka denzita.

Tabulka 30: Studium vlivu rlznych koncentraci fotosensitizéru ZIP300 na metabolickou aktivitu kvasinky
Candida albicans ATCC 24433 s dobou ozareni 15 minut. Metabolicka aktivita byla mérena v rdmci Alamar Blue
assaye. V tabulce jsou zahrnuty priimérné hodnoty namérené fluorescence (méreno v triplikatech). Po subtrakci
pramérnych hodnot odpovidajicich fluorescenci pozadi (data nejsou v tabulce prezentovana) bylo vypocitano
procento metabolické aktivity vztazené viéi pozitivni rlstové kontrole (100 %)*, a dale procento inhibice
metabolické aktivity vztazené vici pozitivni ristové kontrole (0 %)**

ZIP300 - CA - Light 0,1 uM 0,5 uM 1 uM 5 uM 10 UM 20 M 50 UM PK
Priméma hodnota RFU 9847,00 12300,33 12840,33 11830,67 10420,00 6145,33 3042,00| 10755,67
% metabolické aktivity * 90,94% 115,72% 121,17% 110,97% 96,73% 53,55% 22,21%| 100,00%
% inhibice ** 9,06% -15,72% -21,17% -10,97% 3,27% 46,45% 77,79% 0,00%

Legenda: RFU — relative fluorescence units
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Obrazek 70: Snimek petriho misek se Sabouraud agarem a narlstem kvasinkového kmene Candida albicans
ATCC 24433. Po interakci kvasinkového kmene s rliznymi koncentracemi ZIP300 s dobou ozareni 15 min (A > 570
nm, 12,4 mW/cm?, 15 min, 11,2 J/cm?) byl proveden vysev na kultivaéni médium do pfisluinych vyse&i. Po
nasledné inkubaci pfi 37 °C po dobu 24 h v termostatu byl hodnocen narlst. PK — pozitivni rlstova kontrola, pro
hodnoceni rlstu kvasinek bez vlivu PS.

8.4.3.2 Doba ozareni - 30 minut

| v tomto pfipadé bylo zakladnim predpokladem, Ze prodlouzeni doby ozareni by mélo
vést k navysSeni antifungdlni aktivity, a tak doSlo k upraveni koncentracni fady pridanim
nizSich koncentraci ZIP300. V pfipadé ozareni po dobu 30 min také nebylo mozné na zakladé
hodnoceni dynamiky mikrobidlniho rlstu pomoci pfistroje Bioscreen C stanovit hodnotu
MEC.

Jak je znazornéno na Obrazku 71, v pfipadé nejvyssi koncentrace 50 uM doslo ke
zpozdéni v nastupu do exponencidlni faze ve srovnani s PK cca 0 5,5 h (340 min). V pfipadé
koncentraci, 10 a 20 uM doslo k postupnému zdrzeni v nastupu do exponencialni faze o cca
3,5h (210 min) a 5h (300 min) ve srovnani s PK. V pfipadé koncentrace 5 uM doslo
k minimalnimu posunu ve srovnani s PK (maximalné o 40 min). U dalSich méfenych
koncentraci (0,01, 0,05, 0,1, 0,5 a 1 uM) nebyl zaznamenan zadny posun ve srovnani s PK.

Pfi hodnoceni vysledkl pomoci AB bylo zjiSténo, Ze k nejvy$sSimu procentu inhibice
metabolické aktivity doslo v pfipadé koncentrace 20 uM (86,5 % inhibice) a 50 uM (pfes 93 %
inhibice; Tabulka 31). V naSem metodickém uspofadani jsme vtomto pripadé detekovali
metabolickou aktivitu cca po 7 h (420 min) v ramci ,recovery” mdédu. Jak je patrné z Obrazku
71, PK dosahuje v tomto intervalu pozdni exponencialni faze. V daném ¢asovém intervalu pak

kvasinky pod vlivem koncentrace 20 a 50 uM témér nevykazuji rist, coz koreluje s hodnotami
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namérenymi touto metodou. Jak je dale patrné v Tabulce 31, sub-inhibi¢ni koncentrace 10
uM vedla k poklesu metabolické aktivity pfiblizné o 70 % ve srovnani s pozitivni kontrolou.
Koncentrace 5 uM vedla pouze k 39% inhibici metabolickd aktivity. Naopak, v pfipadé
koncentraci 0,01 a 0,05 uM doslo k navySeni metabolické aktivity ve srovnani s PK, o ¢emz
vypovidaji zaporné hodnoty v % inhibice.

Vysledky ziskané prostfednictvim pfistroje Bioscreen C a metodou AB byly

konfirmovany vysevovou metodou (Obrazek 72).

Mapovani rlstu kvasinky Candida albicans ATCC 24433 po intrerakci
s fotosensitizérem ZIP300 a 30minutovém osvitu
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Obrazek 71: Vliv rGznych koncentraci ZIP300 na kvasinku Candida albicans ATCC 24433, s dobou ozarovani
30 min (A>570 nm, 12,4 mW/cm2, 30 min, 22,4 J/cm2) stanoveny ,recovery” metodou. PK — pozitivni ristova
kontrola, OD — opticka denzita.

Tabulka 31: Studium vlivu rlznych koncentraci fotosensitizéru ZIP300 na metabolickou aktivitu kvasinky
Candida albicans ATCC 24433 s dobou ozareni 30 minut. Metabolicka aktivita byla mérena v rdmci Alamar Blue
assaye. V tabulce jsou zahrnuty priimérné hodnoty namérené fluorescence (méreno v triplikatech). Po subtrakci
pramérnych hodnot odpovidajicich fluorescenci pozadi (data nejsou v tabulce prezentovana) bylo vypocitdno
procento metabolické aktivity vztazené vici pozitivni rlstové kontrole (100 %)*, a dale procento inhibice
metabolické aktivity vztazené vici pozitivni ristové kontrole (0 %)**

ZIP300 - CA - Light 0,01 uM 0,05 uM 0,1 uM 0,5 M 1 M 5 UM 10 uM 20 uM 50 UM PK

Primérna hodnota RFU 15148,33 14586,67 1342300  12232,00 13678,67 10815,33 7936,33 6330,00 5670,00 14540,00
% metabolické aktivity * 106,05% 100,16% 87,94% 75,43% 90,62% 60,56% 30,33% 13,46% 6,53% 100,00%
% inhibice ** -6,05% -0,16% 12,06% 24,57% 9,38% 39,44% 69,67% 86,54% 93,47% 0,00%

Legenda: RFU — relative fluorescence units
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Obrazek 72: Snimek petriho misek se Sabouraud agarem a narlstem kvasinkového kmene Candida albicans
ATCC 24433. Po interakci kvasinkového kmene s rlznymi koncentracemi ZIP300 s dobou ozafeni 30 min (A >
570 nm, 12,4 mW/cm?, 30 min, 22,4 J/cm?) byl proveden vysev na kultivaéni médium do pfislusnych vyseéi. Po
nasledné inkubaci pfi 37 °C po dobu 24 h v termostatu byl hodnocen narlst. PK — pozitivni rlistova kontrola; pro
hodnoceni rlstu kvasinek bez vlivu PS.

8.4.3.3 Urceni vlastni antifungadlni aktivity ZIP300 (bez ozdreni) na kvasinku
Candida albicans

Pro ZIP300 a kvasinku CA byla také hodnocena vlastni antimykoticka aktivita bez
ozareni pomoci AB, ktera byla provedena pouze v koncentraénim rozhrani: 0,1 az 50 uM. Jak
vyplyva z Tabulky 32, vlastni toxicita latky ZIP300 bez ozafeni vici CA nebyla prokazana.
K nejvyssi inhibici doSlo paradoxné pfi nejnizsi z testovanych koncentraci, a to 0,1 uM, kde
doslo k inhibici metabolické aktivity cca o 19 % ve srovnani s PK. Ostatni (vyssi) testované
koncentrace ZIP300 bez ozareni spiSe mirné potencovaly metabolickou aktivitu, o ¢emz opét
vypovidaji zaporné hodnoty v % inhibice.

Tyto vysledky byly konfirmovany vysevovou metodou (Obrdzek 73), ktera potvrdila

vysledky namérené metodou AB.
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Tabulka 32: Studium vlivu rliznych koncentraci fotosensitizéru ZIP300 na metabolickou kvasinky Candida
albicans ATCC 24433 bez ozareni. Metabolickd aktivita byla mérena v ramci Alamar Blue assaye. V tabulce jsou
zahrnuty primérné hodnoty namérené fluorescence (méreno v triplikatech). Po subtrakci priimérnych hodnot
odpovidajicich fluorescenci pozadi (data nejsou v tabulce prezentovana) bylo vypocitano procento metabolické
aktivity vztazené vlci pozitivni rdstové kontrole (100 %)*, a dale procento inhibice metabolické aktivity vztazené
vUci pozitivni rlstové kontrole (0 %)**

ZIP300 - CA - Dark 0,1 uM 0,5 uM 1 uM 5 UM 10 pM 20 uM 50 uM PK

Prim&ma hodnota RFU 8723,00 11670,00 11928,00 11399,33 12098,00 12211,67 11812,00| 10515,67
% metabolické aktivity * 81,27% 111,62% 114,28% 108,83% 116,03% 117,20% 113,08%| 100,00%
% inhibice ** 18,73% 11,62% -14,28% -8,83% -16,03% -17,20% -13,08% 0,00%

Legenda: RFU — relative fluorescence units

Obrazek 73: Snimek petriho misky se Sabouraud agarem a narlstem kvasinkového kmene Candida albicans
ATCC 24433. Po interakci kvasinkového kmene s rliznymi koncentracemi ZIP300 bez ozafeni byl proveden vysev
(,spot” vysevovou metodou) na kultivaéni médium do pfislusnych vyseci. Po nasledné inkubaci pfi 37 °C po dobu
24 h v termostatu byl hodnocen narlst. PK — pozitivni rlstova kontrola, pro hodnoceni ristu kvasinek bez vlivu

PS.
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8.5 Methylenova modr

Koncentracni fady pro rlizné doby ozareni:
15 min: 5-10-20-100-500 uM
30 min: 5—-10-20-100 puM

8.5.1 Vyhodnoceni aktivity Methylenové modfi vici meticilin rezistentni
bakterii Staphylococcus aureus

8.5.1.1 Doba ozareni - 15 minut

Na zdkladé hodnoceni dynamiky mikrobidlniho rlistu pomoci pfistroje Bioscreen C
nebylo mozné hodnotu MBC v ramci testovaného rozmezi koncentraci MB po ozareni 15 min
stanovit. Jak je znazornéno v na Obrdazku 74, v pfipadé nejvyssi cilové koncentrace 500 uM
doslo ke zpozZdéni v nastupu do exponencidlni faze ve srovnani s PK pfes 3 h (200 min),
v pfipadé koncentrace 100 uM to bylo cca 0 2,5 h (160 min) a v pfipadé koncentraci 5, 10 a
20 uM doslo shodné k posunu o 80 min.

Urceni metabolické aktivity MRSA pro MB a dobu ozafeni 15 min pomoci AB neni
uvedeno. Pro hodnoceni byl volen plvodné zamysleny metodicky pfistup (mikrobialni
suspenze v PBS, expozice testovanou latkou a ozareni, pridani metabolického indikatoru),
ktery nevykdzal spolehlivost (nebyla detekovdna metabolicka aktivita pozitivni rlistové
kontroly).

Ziskané vysledky byly konfirmovany vysevovou metodou (Obrazek 75). NarUst byl
patrny pouze na vysecich s koncentracemi 5, 10 a 20 uM a PK, coZ ale neodpovida vysledkiim

ziskanymi pfistrojem Bioscreen C.

107



Mapovani rlistu meticilin rezistentni bakterie Staphylococcus aureus
ATCC 43300 po intrerakci s Methylenovou modfi a 15minutovém
osvitu
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Obrazek 74 Vliv rGznych koncentraci MB na meticilin rezistentni bakterii Staphylococcus aureus ATCC 43300 s
dobou ozafovéni 15 min (A > 570 nm, 12,4 mW/cm?, 15 min, 11,2 J/cm?) stanoveny ,recovery” metodou. PK —
pozitivni ristova kontrola; OD — opticka denzita.

Obrazek 75: Snimek petriho misek s Mueller-Hinton agarem a narQstem bakteridlniho kmene meticilin
rezistentni Staphylococcus aureus ATCC 43300. Po interakci bakteridlniho kmene s riznymi koncentracemi MB
s dobou ozaFeni 15 min (A > 570 nm, 12,4 mW/cm?, 15 min, 11,2 J/cm?) byl proveden vysev na kultivaéni médium
do pfislusnych vyseci. Po nasledné inkubaci pfi 37 °C po dobu 24 h v termostatu byl hodnocen narist. PK —
pozitivni rdstova kontrola, pro hodnoceni ristu bakterii bez vlivu PS.
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8.5.1.2 Doba ozareni - 30 minut

Zakladnim predpokladem, ze kterého se vychazelo v navazujicich experimentech bylo,
Ze prodlouzeni doby ozareni by mélo vést k navySeni antibakteridlni aktivity, coZ se vtomto
pripadé potvrdilo. Doslo také k upraveni koncentracni fady — nejvyssi koncentrace pouzitd pfi
15 min ozéfeni (500 uM) nebyla v tomto experimentu poutzita.

Na zdkladé hodnoceni dynamiky mikrobialniho rlistu pomoci pfistroje Bioscreen C a
také na zakladé vizudlniho hodnoceni bylo prokazano, Ze pfi koncentraci 100 uM nedoslo
k narQstu mikrobidlni biomasy — v pfislusnych jamkdch nebyl detekovan zakal (Obrazek 76).
MBC byla proto v tomto pfipadé uréena na 100 uM.

Jak je také patrné z Obréazku 76 v pfipadé sub-MBC, odpovidajici !/s MBC, tedy sub-
MBC = 0,2 x MBC doslo k opoZzdéni v pfechodu z lag rlistové faze do logaritmické faze ccao 5
h (300 min), coz je pomérné dlouhd doba a lze tedy ocekdvat, Ze tato sub-inhibi¢ni
koncentrace se pomérné vyrazné projevi vramci post-antimikrobniho efektu. Na druhou
stranu v pfipadé koncentraci odpovidajicich /10 MBC (sub-MBC = 0,1 x MBC) a /20 MBC (sub-
MBC =0,05 x MFC) k opozdéni v pfechodu do exponencidlni faze rdstu ve srovnani s PK témér
nedoslo.

Pti hodnoceni vysledkl pomoci AB bylo zjiSténo, Ze k nejvy$sSimu procentu inhibice
metabolické aktivity doslo v pfipadé nejvyssi cilové koncentrace odpovidajici 100,0 uM (100
% inhibice; Tabulka 33). V pfipadé koncentraci 10 a 20 uM doslo k inhibici metabolické
aktivity v obou pfipadech pfes 95 %. V naSem metodickém usporddani jsme v tomto pfFipadé
detekovali metabolickou aktivitu po cca 11 h (660 min) v ramci ,recovery” mdédu. Jak je
patrné z Obrdzku 76, PK dosahuje v tomto intervalu exponencialni faze. V daném ¢asovém
intervalu pak bakterie pod vlivem koncentrace 20 a 100 uM nevykazuji rlst, coZ koreluje
s hodnotami uréenymi touto metodou. V pfipadé koncentrace 10 uM je zde ale vtomto
sméru mirna diskrepance. Jak je dale patrné v Tabulce 33, sub-inhibi¢ni koncentrace 5,0 uM
vedla k poklesu metabolické aktivity pfiblizné o 84 % ve srovnani s PK.

Vysledky ziskané prostfednictvim pfistroje Bioscreen C a metodou AB byly
konfirmovany vysevovou metodou (Obrazek 77). Nardst nebyl pozorovan pouze na vysecich
se 100 uM koncentraci MB, coz presné koreluje s vysledky ziskanymi pomoci pfistroje

Bioscreen C.
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Mapovani rlistu meticilin rezistentni bakterie Staphylococcus aureus
ATCC 43300 po intrerakci s Methylenovou modfi a 30minutovém
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Obrazek 76: Vliv rdznych koncentraci MB na meticilin rezistentni bakterii Staphylococcus aureus ATCC 43300, s
dobou ozafovéni 30 min (A > 570 nm, 12,4 mW/cm?, 30 min, 22,4 J/cm?) stanoveny ,recovery” metodou. PK —
pozitivni rdstova kontrola, OD — opticka denzita.

Tabulka 33: Studium vlivu rlznych koncentraci MB na metabolickou aktivitu meticilin rezistentni bakterie
Staphylococcus aureus ATCC 43300 s dobou ozareni 30 minut. Metabolicka aktivita byla mérena v ramci Alamar
Blue assaye. V tabulce jsou zahrnuty pridmérné hodnoty namérené fluorescence (méreno v triplikatech). Po
subtrakci priimérnych hodnot odpovidajicich fluorescenci pozadi (data nejsou v tabulce prezentovana) bylo
vypocitano procento metabolické aktivity vztaZzené vici pozitivni rlstové kontrole (100 %)*, a dale procento
inhibice metabolické aktivity vztazené vici pozitivni ristové kontrole (0 %)**

MB - MRSA - Light 5 uM 10 uM 20 yM 100 pM PK
Primérna hodnota RFU 5117,11 3574,67 3898,67 3368,67 13855,00
% metabolicke aktivity * 16,50% 1,84% 4,92% 0,00% 100%
% inhibice ** 83,50% 98,16% 95,08% 100,00% 0%

Legenda: RFU — relative fluorescence units
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Obrazek 77: Snimek petriho misek s Mueller-Hinton agarem a narQstem bakteridlniho kmene meticilin
rezistentni Staphylococcus aureus ATCC 43300. Po interakci bakteridlniho kmene s rlznymi koncentracemi MB
s dobou ozafeni 30 min (A>570 nm, 12,4 mW/cm?, 30 min, 22,4 J/cm?) byl proveden vysev na kultivaéni médium
do pfislusnych vyseci. Po nasledné inkubaci pfi 37 °C po dobu 24 h v termostatu byl hodnocen narist. PK —
pozitivni rdstova kontrola, pro hodnoceni ristu bakterii bez vlivu PS.
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8.5.1.3 Urceni vlastni antibakteridlni aktivity Methylenové modfFi (bez ozareni) na
meticilin rezistentni bakterii Staphylococcus aureus

Pro kombinaci MB a MRSA byla také hodnocena vlastni antibakteridlni aktivita bez
ozareni pomoci AB, kterd byla provedena v koncentracni fadé 5 — 10 — 20 — 100 uM. Jak
vyplyva z Tabulky 34, tato aktivita MB vic¢i MRSA bez ozareni byla vyznamnéji prokazana
pouze v nejvyssi z testované koncentraci (100 uM), kde doslo k inhibici metabolické aktivity
cca o 60 % ve srovnani s PK. V pfipadé 20 uM koncentrace doslo k inhibici metabolické
aktivity pouze z 1,5 %. U ostatnich (nizSich) koncentraci MB bez ozéareni spiSe nastala mirna
potenciace metabolické aktivity, o ¢emZ opét vypovidaji zaporné hodnoty v % inhibice.

Tyto vysledky byly konfirmovany vysevovou metodou, kde byly pouzity koncentrace

5-10-20-100-500 puM, viz Obrazek 78.

Tabulka 34: Studium vlivu rdznych koncentraci MB na metabolickou meticilin rezistentni bakterie
Staphylococcus aureus ATCC 43300 bez ozareni. Metabolicka aktivita byla mérena v ramci Alamar Blue assaye.
V tabulce jsou zahrnuty primérné hodnoty namérené fluorescence (méreno v triplikatech). Po subtrakci
pramérnych hodnot odpovidajicich fluorescenci pozadi (data nejsou v tabulce prezentovana) bylo vypocitano
procento metabolické aktivity vztazené viéi pozitivni rlstové kontrole (100 %)*, a dale procento inhibice
metabolické aktivity vztazené vici pozitivni ristové kontrole (0 %)**

MB - MRSA - Dark 5 uMm 10 uM 20 uM 100 pM PK
Primérna hodnota RFU 15392,33 16212,67 14547,00 7873,00 14695,00
% metabolické aktivity * 105,95% 113,17% 98,51% 39,78% 100,00%
% inhibice ** -5,95% -13,17% 1,49% 60,22% 0,00%

Legenda: RFU — relative fluorescence units
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Obrazek 78: Snimek petriho misek s Mueller-Hinton agarem a narQstem bakteridlniho kmene meticilin
rezistentni Staphylococcus aureus ATCC 43300. Po interakci bakteridlniho kmene s rlznymi koncentracemi MB
bez ozareni byl proveden vysev na kultivaéni médium do prislusnych vyseci. Po nasledné inkubaci pfi 37 °C po
dobu 24 h v termostatu byl hodnocen nardst. PK — pozitivni rlstova kontrola, pro hodnoceni ristu bakterii bez
vlivu PS.

8.5.2 Vyhodnoceni aktivity Methylenové modfi vici bakterii Pseudomonas
aeruginosa

8.5.2.1 Doba ozareni - 15 min

Na zakladé hodnoceni dynamiky mikrobialniho rlistu pomoci pfristroje Bioscreen C,
nebylo mozné hodnotu MBC v ramci testovaného rozmezi koncentraci MB po dobé ozareni
15 min stanovit. Jak je zfejmé z Obrazku 79, nebyla zaznamenana jakdkoliv antibakterialni
aktivita studované latky vici kmenu bakterie PA, a to ve vsech testovanych koncentracich.

Urceni metabolické aktivity pomoci AB u PA pro MB a dobu ozafeni 15 min neni
uvedeno. Pro hodnoceni byl volen plvodné zamysleny metodicky pfistup (mikrobidlni
suspenze v PBS, expozice testovanou latkou a ozareni, pridani metabolického indikatoru),
ktery nevykazal spolehlivost (nebyla detekovana metabolickd aktivita pozitivni rlstové
kontroly).

Ziskané vysledky byly konfirmovany vysevovou metodou, ktera je po vizualni inspekci
potvrdila (Obrazek 80). Na vSech vysecich agaru je bez rozdilu patrny nardst bakterii, ktery se

na plotndch projevuje viditelnymi koloniemi tvoricimi souvislou vrstvu.
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Mapovani rlstu bakterie Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
po intrerakci s Methylenovou modfi a 15minutovém osvitu
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Obrazek 79: Vliv rGznych koncentraci MB na bakterii Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, s dobou ozarovani

15 min (A > 570 nm, 12,4 mW/cm?, 15 min, 11,2 J/cm?) stanoveny ,recovery” metodou. PK — pozitivni riistovd
kontrola; OD — opticka denzita.

Obrazek 80: Snimek petriho misek s Mueller-Hinton agarem a narlstem bakteridlniho kmene Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853. Po interakci bakteridlniho kmene s rGznymi koncentracemi MB a ozareni 15 min (A >
570 nm, 12,4 mW/cm?, 15 min, 11,2 J/cm?) byl proveden vysev na kultivaéni médium do pfislusnych vyseéi. Po
nasledné inkubaci pfi 37 °C po dobu 24 h v termostatu, byl nasledné hodnocen nardst. PK — pozitivni rlistova
kontrola, pro hodnoceni rdstu bakterii bez vlivu PS.
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8.5.2.2 Doba ozareni - 30 min

Zakladnim predpokladem, ze kterého se vychazelo v navazujicich experimentech bylo,
Ze prodlouZeni doby ozareni by mélo vést k navyseni antibakteridlni aktivity. DoSlo také
k upraveni koncentracni fady. Nejvyssi koncentrace pouzita pfi ozafeni 15 min (500 uM)
nebyla v tomto experimentu pouzita.

Jak je patrné z Obrazku 81, ktery byl zpracovan na zakladé dat z pfistroje Bioscreen C,
ve srovnani s predchozimi vysledky nedoslo k navyseni antibakteridlni aktivity, dokonce byla
zaznamendna progrese rustu ve srovnani s PK, coz znamend, Ze bakterie PA pod vlivem
testované latky po ozareni vykazovaly rychlejsi nastup z lag rGstové faze do exponencidlni
faze, nez tomu bylo u PK. Zjevné tyto sub-inhibi¢ni koncentrace MB vedly k nabuzeni
bakteridlniho metabolismu, ktery podpofil vy$si obrat v narlstu bakterialni biomasy.

Zpracovana data z AB plné podpofila poznatek ziskany v ramci pfedchoziho Setfeni,
jak vyplyva z Tabulky 35. Ani nejvy$si koncentrace MB (100 uM) nebyla postacujici jak
k inhibici rustu, tak k inhibici metabolismu bakterie. Tyto sub-inhibi¢ni koncentrace naopak
vedou k navySeni metabolické aktivity, o ¢emZ vypovidaji zdporné hodnoty v % inhibice.
V pfipadé nejvyssi testované koncentrace (100 uM) pak dochdzi k navySeni metabolické
aktivity o témér 113 % ve srovnani s pozitivni kontrolu.

Tyto vysledky ziskané prostfednictvim pfistroje Bioscreen C a AB byly potvrzeny

konfirmacni vysevovou metodou (Obrazek 82).
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Mapovani rlistu bakterie Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 po
intrerakci s Methylenovou modfi a 30minutovém osvitu
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Obrazek 81: Vliv riznych koncentraci MB na bakterii Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 s dobou ozafovani
30 min (A>570 nm, 12,4 mW/cm2, 30 min, 22,4 J/cm2) stanoveny ,recovery” metodou. PK — pozitivni
rastova kontrola, OD — opticka denzita

Tabulka 35: Vliv rdznych koncentraci MB na metabolickou aktivitu bakterie Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, s dobou ozareni 30 minut. Metabolicka aktivita byla mérena v rdmci Alamar Blue assaye. V tabulce jsou
zahrnuty primérné hodnoty namérené fluorescence (méreno v triplikatech). Po subtrakci priimérnych hodnot
odpovidajicich fluorescenci pozadi (data nejsou v tabulce prezentovana) bylo vypocitano procento metabolické
aktivity vztazené v(ci pozitivni ristové kontrole (100 %)*, a dale procento inhibice metabolické aktivity vztaZzené
vUdi pozitivni rastové kontrole (0 %)**

MB - PA - Light 5 uM 10 uM 20 pM 100 pM PK
Primérna hodnota RFU 16672,33 15358,33 19145,00 19085,67 10883,00
% metabolické aktivity * 179,60% 161,60% 213,48% 212,66% 100,00%
% inhibice ** -79,60% -61,60% -113,48% -112,66% 0,00%

Legenda: RFU — relative fluorescence units
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Obrazek 82: Snimek petriho misek s Mueller-Hinton agarem a narlstem bakteridlniho kmene Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853. Po interakci bakteridlniho kmene s rGznymi koncentracemi MB a ozareni 30 min (A >
570 nm, 12,4 mW/cm?, 30 min, 22,4 J/cm?) byl proveden vysev na kultivaéni médium do pfislusnych vyseéi. Po
nasledné inkubaci pfi 37 °C po dobu 24 h v termostatu byl nasledné hodnocen narlst. PK — pozitivni rlistova
kontrola, pro hodnoceni rdstu bakterii bez vlivu PS.

8.5.2.3 Urceni vlastni antibakteridlni aktivity Methylenové modf¥i (bez ozdreni) na
bakterii Pseudomonas aeruginosa

Pro hodnoceni vlastni toxicity MB bez ozareni vic¢i PA pomoci AB byla pouZita tato
koncentracni fasa: 5 — 10 — 20 a 100 uM. Jak z Tabulky 36 vyplyva, vlastni toxicita MB bez
ozareni v souvislosti s PA nebyla prokdzdna. Naopak MB bez ozareni spiSe potencovala
metabolickou aktivitu, o ¢emZ vypovidaji zdporné hodnoty v % inhibice.

Tyto vysledky byly konfirmovany vysevovou metodou v koncentraéni fadé 5 —10 - 20
— 100 — 500 uM (Obrazek 83. Na vSech vysecich se objevil narlst projevujici se souvislou

vrstvou.
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Tabulka 36: Studium vlivu rdznych koncentraci MB na metabolickou aktivitu bakterie Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 bez ozareni Metabolickd aktivita byla mérena v rdmci Alamar Blue assaye. V tabulce jsou zahrnuty
pradmérné hodnoty namérené fluorescence (méfeno v triplikdtech). Po subtrakci prdmérnych hodnot
odpovidajicich fluorescenci pozadi (data nejsou v tabulce prezentovana) bylo vypocitano procento metabolické
aktivity vztazené viéi pozitivni rastové kontrole (100 %)*, a déle procento inhibice metabolické aktivity
vztazené vUci pozitivni rdstové kontrole (0 %)**

MB - PA - Dark 5 UM 10 uM 20 uM 100 uM PK
Primérna hodnota RFU 15947,00 15590,00 18477,00 19241,67 12674,33
% metabolické aktivity * 135,54% 131,61% 163,37% 171,78% 100,00%
% inhibice ** -35,54% -31,61% -63,37% -71,78% 0,00%

Legenda: RFU — relative fluorescence units
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Obrazek 83: Snimek petriho misek s Mueller-Hinton agarem a narlGstem bakteridlniho kmene Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853. Po interakci bakteridlniho kmene s rlznymi koncentracemi MB bez ozafeni byl
proveden vysev na kultivacni médium do pfislusnych vyseci. Po nasledné inkubaci pfi 37 °C po dobu 24 hodin
v termostatu byl hodnocen narlst. PK — pozitivni rlistova kontrola, pro hodnoceni ristu bakterii bez vlivu PS.

8.5.3 Vyhodnoceni aktivity Methylenové modfi vici kvasince
Candida albicans

8.5.3.1 Doba ozareni - 15 min

Na zdkladé hodnoceni dynamiky mikrobiadlniho rlstu pomoci pfistroje Bioscreen C
nebylo moZzné hodnotu MFC v rdmci testovaného rozmezi koncentraci MB po 15 min ozareni
stanovit. Jak je zfejmé z Obrazku 84, nebyla zaznamenana vyznamna antifungdlni aktivita
studované latky vici kmenu kvasinky CA, kterd by se projevila zpoZzdénim v pfechodu z lag

rastové faze do logaritmické, a to ve vSech testovanych koncentracich.
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Zpracovana data z AB podpofila poznatek ziskany vramci predchoziho Settfeni
(Tabulka 37). Ani nejvyssi koncentrace MB (100 uM) nebyla postacujici jak k inhibici ristu, tak
k inhibici metabolismu kvasinky. K nejvys$si inhibici (cca 32 %) doslo v pfipadé 10 uM
koncentrace. Pfekvapivé v pfipadé nejvyssi testované koncentrace (100 uM) pak dochazi
k inhibici metabolické aktivity pouze o necelych 5 % ve srovnani s PK.

Tyto vysledky byly konfirmovany vysevovou metodou (Obrdzek 85), ktera potvrdila

zavéry ziskané prostrednictvim pfristroje Bioscreen C a metodou AB.

Mapovani rlstu kvasinky Candida albicans ATCC 24433 po intrerakci s
Methylenovou modfi a 15minutovém osvitu
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Obrazek 84: Vliv riznych koncentraci MB na kvasinku Candida albicans ATCC 24433, s dobou ozafovani 15 min
(A>570 nm, 12,4 mW/cm?, 15 min, 11,2 J/cm?) stanoveny ,recovery” metodou. PK — pozitivni riistovd kontrola;
OD - opticka denzita.

Tabulka 37: Studium vlivu rlznych koncentraci MB na metabolickou aktivitu kvasinky Candida albicans
ATCC 24433 s dobou zareni 15 minut. Metabolicka aktivita byla mérena v ramci Alamar Blue assaye. V tabulce
jsou zahrnuty prdmérné hodnoty namérené fluorescence (méreno v triplikdtech). Po subtrakci prdmérnych
hodnot odpovidajicich fluorescenci pozadi (data nejsou v tabulce prezentovdna) bylo vypocitdno procento
metabolické aktivity vztazené vici pozitivni ristové kontrole (100 %)*, a dale procento inhibice metabolické
aktivity vztazené vici pozitivni rlstové kontrole (0 %)**

MB - CA - Light 5 uM 10 uM 20 uM 100 uM 500 pM PK
Praméma hodnota RFU 12019,33 10875,67 11790,67 13223,00 14742,00 15463,67
% metabolické aktivity * 75,97% 67,85% 74,34% 84,51% 95,30% 100,00%
| % inhibice ** 24,03% 32,15% 25,66% 15,49% 4,70% 0,00%

Legenda: RFU — relative fluorescence units
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Obrazek 85: Snimek petriho misky se Sabouraud agarem a narlstem kvasinkového kmene Candida albicans
ATCC 24433. Po interakci kvasinkového kmene s rliznymi koncentracemi MB s dobou ozéareni 15 min (A > 570
nm, 12,4 mW/cm?, 15 min, 11,2 J/cm?) byl proveden vysev na kultivaéni médium do pfislusnych vyseéi. Po
nasledné inkubaci pfi 37 °C po dobu 24 h v termostatu byl hodnocen narlst. PK — pozitivni rlstova kontrola, pro
hodnoceni rlstu kvasinek bez vlivu PS.

8.5.3.2 Doba ozareni - 30 min

Zakladnim predpokladem, ze kterého se vychazelo v navazujicich experimentech bylo,
ze prodlouZeni doby ozareni by mélo vést k navySeni antifungalni aktivity. DoSlo také
k upraveni koncentracniho rozhrani. Nejvyssi koncentrace pouZitd pfi 15 min ozareni
(500 uM) nebyla v tomto experimentu pouZita.

Jak je patrné z Obrazku 86, ve srovnani s pfedchozimi vysledky nedoslo k pfiliSnému
navyseni antifungalni aktivity. V pfipadé vSech testovanych koncentraci MB doslo témér
shodné k opozdéni v prechodu zlag rlstové faze do exponenciadlni ve srovnani sPK
maximalné o 60 min.

Zpracovana data z AB korelovala s poznatky ziskanymi v ramci pfedchoziho Setfeni
(Tabulka 38). Ani nejvy3si koncentrace MB (100 M) nebyla postacujici jak k inhibici rdstu, tak
k inhibici metabolismu kvasinky. MFC se tedy touto metodou také nepodafilo v daném
rozmezi koncentraci stanovit. K nejvyssi parcialni inhibici doslo prekvapivé u dvou nejnizsich
testovanych koncentraci (5 a 10 uM), ale pouze o cca 18 % ve srovnani s PK.

Tyto vysledky byly konfirmovany vysevovou metodou (Obrdzek 87), ktera potvrdila

zavéry ziskané prostrednictvim pfristroje Bioscreen C a metodou AB.
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Mapovani rlstu kvasinky Candida albicans ATCC 24433 po intrerakci s
Methylenovou modfi a 30minutovém osvitu
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Obrazek 86: Vliv riznych koncentraci MB na kvasinku Candida albicans ATCC 24433, s dobou ozafovani 30 min
(A>570nm, 12,4 mW/cm2, 30 min, 22,4 J/cm2) stanoveny ,recovery” metodou. PK — pozitivni ristova kontrola,
OD - opticka denzita.

Tabulka 38: Studium vlivu rdznych koncentraci MB na metabolickou aktivitu kvasinky Candida albicans
ATCC 24433 s dobou ozareni 30 minut. Metabolicka aktivita byla mérena v ramci Alamar Blue assaye. V tabulce
jsou zahrnuty prdmérné hodnoty namérené fluorescence (méreno v triplikdtech). Po subtrakci pramérnych
hodnot odpovidajicich fluorescenci pozadi (data nejsou v tabulce prezentovdna) bylo vypocitdno procento
metabolické aktivity vztazené vici pozitivni ristové kontrole (100 %)*, a dale procento inhibice metabolické
aktivity vztazené vici pozitivni rlstové kontrole (0 %)**

MB - CA - Light 5 uM 10 uM 20 pM 100 pM PK
Praméma hodnota RFU 12538,00 12596,00 13974,67 12986,67 14669,00
% metabolické aktivity * 81,01% 81,52% 93,51% 84,92% 100,00%
% inhibice ** 18,99% 18,48% 6,49% 15,09% 0,00%

Legenda: RFU — relative fluorescence units
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Obrazek 87: Snimek petriho misky se Sabouraud agarem a narlstem kvasinkového kmene Candida albicans
ATCC 24433. Po interakci kvasinkového kmene s riznymi koncentracemi MB s dobou ozareni 30 min (A > 570
nm, 12,4 mW/cm?, 30 min, 22,4 J/cm?) byl proveden vysev na kultivaéni médium do pfislusnych vyse&i. Po
nasledné inkubaci pfi 37 °C po dobu 24 h v termostatu byl hodnocen nardst. PK — pozitivni ristova kontrola,
pro hodnoceni rlistu kvasinek bez vlivu PS.

8.5.3.3 Urceni vlastni antifungadlni aktivity Methylenové modFi, bez ozareni, na
kvasinku Candida albicans

Pro MB a MRSA byla také hodnocena vlastni antifungalni aktivita bez ozafeni pomoci
AB, ktera byla provedena v koncentracni fadé: 5 — 10 — 20 — 100 puM. Jak vyplyva z Tabulky
39, vlastni toxicita MB bez ozareni vici CA byla vyznamnéji prokdzana pouze v nejvyssi
z testovanych koncentraci (100 uM), kde doslo k inhibici metabolické aktivity o 32 % ve
srovnani s PK. V pfipadé 20 uM koncentrace doslo k inhibici metabolické aktivity o 17 %.

Tyto vysledky byly konfirmovany vysevovou metodou (Obrazek 88).
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Tabulka 39: Studium vlivu rGznych koncentraci MB na metabolickou aktivitu Candida albicans ATCC 24433 bez
ozareni. Metabolicka aktivita byla méfena v ramci Alamar Blue assaye. V tabulce jsou zahrnuty primérné
hodnoty namérené fluorescence (méfeno v triplikatech). Po subtrakci primérnych hodnot odpovidajicich
fluorescenci pozadi (data nejsou vtabulce prezentovana) bylo vypocitdno procento metabolické aktivity
vztazené vici pozitivni rlstové kontrole (100 %)*, a dale procento inhibice metabolické aktivity vztazené vici
pozitivni rdstové kontrole (0 %)**

MB - CA - Dark 5 uM 10 uM 20 uM 100 pM PK
Primé&rna hodnota RFU 13727,33 14075,00 12526,67 10830,67 14459,67
% metabolické aktivity * 93,60% 96,69% 82,91% 67,82% 100,00%
% inhibice ** 6,40% 3,31% 17,09% 32,18% 0,00%

Legenda: RFU — relative fluorescence units
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Obrazek 88: Snimek petriho misky se Sabouraud agarem a narlstem kvasinkového kmene Candida albicans
ATCC 24433. Po interakci kvasinkového kmene s rliznymi koncentracemi MB bez ozareni byl proveden vysev
(,,spot” vysevovou metodou) na kultivaéni médium do pfislusnych vyseci. Po nasledné inkubaci pfi 37 °C po dobu
24 h v termostatu byl nasledné hodnocen nardst. PK — pozitivni rdstova kontrola, pro hodnoceni ristu kvasinek
bez vlivu PS.

123



9. DISKUSE

Predevsim dlouhodobé systematické zneuZivani a naduzivani antimikrobnich preparata
jak v humanni &i veterinarni mediciné, tak v potravindistvi ma za ndsledek rozvoj
antimikrobidlni rezistence, coZ je vsoucasné dobé velky celosvétovy problém. Jednd se
dokonce o tak velkou hrozbu, Ze i WHO si jako jeden ze svych prioritnich cil( vytycila tento
problém fFesit, jinak by hrozilo, Ze se svét ocitne v tzv. postantibiotické ére, kde by se i nyni
béZné terapeuticky zvladatelné infekce mohly znovu stat smrticimi. Jednim z moZnych rfeseni
je hledani alternativnich pristupl v antiinfekéni terapii (Salameh et al. 2015).

Takovym ptistupem muze byt pravé aPDT, a to pfedevsim proto, Ze aPDT prezentuje
neselektivni ucinek na mikroorganismy, kdy prostrednictvim tvorby ROS dochazi k zasazeni
vicero cilG v rdmci mikrobialnich bunék. Diky této skuteénosti je pak velmi nepravdépodobné,
Ze by byly mikroorganismy schopny si vyvinout néjaky mechanismus rezistence vici tomuto
typu terapie (Cieplik et al. 2018; Maisch, 2015; Wainwright et al., 2017).

Je dostupny relativné velky pocet (fadové desitky) sloucenin, o kterych se uvadi, Ze
jsou uc¢inné v aPDT. Velice zjednodusené lze vhodné kandidaty rozdélit do dvou skupin. Prvni
skupina zahrnuje molekuly PSs vychazejici ze struktury porfyrinu a do druhé skupiny mGzeme
zaradit napr. kationickd syntetickd barviva jako jsou fenothiaziniovd barviva (napf.
methylenovd modf) nebo triarylmethanova barviva (Huang et al. 2010).

Experimentdlni naplni této prace je primarné zavést metodické Ukony vedouci ke
stanoveni antimikrobni aktivity kandidatnich PSs v rdmci fotodynamické inaktivace vybranych
mikroorganismU. Do této pilotni studie byly zafazeny 4 vybrané (Aza)Pc PSs, které byly
syntetizovany na Katedre farmaceutické chemie a kontroly |éCiv ve skupiné pana prof.
Zimcika na Farmaceutické fakulté Univerzity Karlovy v Hradci Kralové. Konkrétné byly pouzity
latky s pracovnim oznacenim P44 (amfifilni, aniontickd latka), HK18 (hydrofilni, anionticka
latka), P42 (amfifilni, kationickd latka) a ZIP300 (hydrofilni, kationickd latka). Do studia
antimikrobnich aktivit bylo pro mozné srovndni také zarfazeno komercéné dostupné tricyklické
barvivo — methylenova modf.

Pc jsou syntetické aromatické makrocykly, podobné svoji strukturou prirodnim
porfyrinlim. AzaPc se od Pc odlisuji tim, Ze maji v pfikondenzovanych benzenovych kruzich
nahrazeny atomy uhliku dusikem (Lukyanets et al., 2012). Diky svym strukturnim vlastnostem

maiji Pc Sirokou Skalu uplatnéni a byly Uspésné pouzity nebo studovany jako PSs v rlznych
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lékarskych aplikacich, zejména k 1é¢bé nadorovych onemocnéni pomoci PDT (Demidova et
al., 2005).

Jednim z inovativnich pfistup( je vyuZiti PDT pro inaktivaci mikroorganisma. Uvadi se,
Ze kationické PSs obecné vykazuji vyssi antimikrobialni Ucinnost nez neutrdlni ¢i anionické
PSs. Pfedpoklada se, Ze se kladné nabité ¢asti PS mohou lépe vazat na zaporné nabitou vné;si
membranu vétSiny mikrobidlnich bunék prostfednictvim elektrostatické interakce. V ptipadé
G— bakterii mohou pak kladné naboje oslabit jejich vysoce organizovanou vnéjsi membranu
a diky tomu muzZe PS proniknout do citlivéjSich intraceluldarnich mist. PredevsSim tedy
kationické Pc jsou témi nejslibnéjSimi kandidaty pro aPDT (Ke et al., 2014).

Bylo pozorovano, Ze mezi G+ a G— bakteriemi existuje zasadni rozdil v citlivosti vlci
fotodynamické inaktivaci. Bylo zjisténo, Ze neutrdlni a anionické PSs jsou schopné efektivné
pUsobit na buniky G+ bakterii a kvasinek, zatimco ve srovnani s G— bakteriemi jsou vétSinou
neucinné. Tuto vyssi citlivost G+ bakterii a kvasinek lze vysvétlit diky jejich fyziologii. Jejich
cytoplazmatickd membrana je totiZz obklopena relativné porézni vrstvou peptidoglykanu a
kyseliny lipoteichoové, v pfipadé kvasinek pak vrstvou beta-glukanu a chitinu. Jinymi slovy,
jak sténa G+ bakterii, tak i sténa kvasinek umoznuje nekationtovému PS sndze touto vnéjsi
bunécénou bariérou prochazet (Huang et al., 2010; Malik et al., 1992).

U Pc testovanych vramci nasi pilotni studie je centralnim atomem zinek. Jde o
derivaty, pro které bylo v odbornych publikacich zavedeno oznaceni ve formé zkratky ZnPc.
Nékteré ZnPc jsou jiz v souc¢asné dobé zarazeny do klinické faze testovani (Galstyan, 2021).
Za zminku stoji napriklad derivat s oznacenim RLP0O68/Cl, ktery vykazal vyraznou aktivitu
(uplna ztrata Zivotaschopnosti vsech bakterii) v rdmci in vivo studie (infekce rany na kazi, mysi
model) vii¢i MRSA (jiZ pfi koncentraci 100 nM, ozéFeni 5 J/cm?) (Vecchio et al., 2013).

Jinym prikladem muze byt derivdt ZnPc (substituce ctyfmi bis(N,N,N-trimethyl)amino-2-
propyloxy skupinami), u kterého byla vykazana aktivita (pokles CFU o 4 logio) jiz pfi
koncentraci (1 uM), a to jak vici G+ bakterii MRSA, tak i vUci G- bakterii Escherichia coli. Jak
autofi studie Segalla et al., 2002 uvadi, k méné vyraznému poklesu (~ 2 logio) aktivity vici
Escherichia coli doslo tehdy, kdy byl v rdmci testovani zafazen krok odmyti PSs pred ozarenim
(Segalla et al., 2002). Je tfeba uvést, Ze vramci publikovanych studii zamérenych na
antimikrobni aktivitu PSs lze nalézt Ffadu rozdilnych pristupd v metodickych ukonech. Za

zminku stoji napriklad rozdily ve velikosti pocatecniho mikrobidlniho inokula, délka inkubace
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PSs s mikrobidlni suspenzi, ¢i zafazeni kroku odmyti nenavdzaného PS. Vrdmci ndmi
vedenych experiment(l jsme se rozhodli pro zavedeni kroku odmyti PSs a lze ocekavat, ze
podobné jako tomu je u vysledkd vySe zminéné studie, v pfipadé hodnoceni antimikrobni
aktivity bez kroku odmyti PSs bude dosazeno rozdilnych vysledkd.

Antimikrobni aktivita po ozareni a to nejen vUci planktonické formé bakterii, ale také
vuci bakteridlnim biofilmim byla rovnéz studovana u tetra- a okta-kationickych derivat( ZnPc
substituovanych amino skupinami. Ve studii Li M., et al., 2017 byla prokdzadna aktivita
nékterych derivata vici E. coli jiz pfi koncentraci 20 uM (pokles CFU o 3-5 logio) a vuci SA pfi
té samé koncentraci s poklesem CFU v rozsahu 5-6 logio (Li et al., 2017). Ve vyctu dostupnych
informaci ohledné ZnPc a jejich vyraznych antimikrobnich aktivit po ozareni by bylo mozné
pokracovat i dale. To viceméné doklada, Ze latky ztéto skupiny jsou vyrazné slibnymi
kandidaty pro PDT.

V rdmci nasi studie byly za ucelem screeningu antiinfekénich aktivit vybranych PSs
voleny tfi rizné metodické pfistupy. Prvni pfistup spocival v tzv. ,,recovery” metodé, kdy byl
po expozici studovanou latkou o urcité koncentraci a po ozareni odebrdn reprezentativni
alikvot (10 % z pGvodniho objemu) mikrobidlni suspenze, ktery byl ddle pfenesen do
Cerstvého kultivatniho média, s naslednou inkubaci po dobu 20 h v pfistroji Bioscreen C
(dynamické mapovani prirGstki OD). Vramci tohoto pfistupu maji mikroorganismy
dostatecné podminky pro pfipadné ,zotaveni” a pro jejich mnoZeni. Pokud nedochazi v ramci
fotodynamické inaktivace k fatalnimu poskozeni bunécnych struktur, a tim ke ztraté jejich
Zivotaschopnosti, jsou buriky schopné se po regeneraci dale mnozit, coz se v ¢ase projevi
prirGstkem bunécné biomasy a navySenim hodnot OD. Nespornou vyhodou tohoto pfistupu
je, ze lze také v rdmci dynamiky ristu sledovat prodleni v pomnoZeni mikrobidlnich bunék
vUci tzv. pozitivni rdstové kontrole (mikrobialni buriky bez pfitomnosti studované latky). Tato
ziskand informace ve své podstaté odpovidd hodnocenému parametru u béznych antibiotik,
kterym je tzv. post-antibioticky efekt. Dlouhy post-antibioticky efekt u antibiotik je obecné
povaZzovan za vyraznou devizu téchto antiinfektiv (Athamna, 2004). Je tfeba zminit, Ze tento
pfistup je vramci screeningu antimikrobni aktivity latek fotodynamickou inaktivaci zcela
inovativni. Nejcastéji volenym pristupem v hodnoceni je tzv. vysevovd metoda, kterd viak ma

z naseho pohledu sva nespornad uskali — viz nize.
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Jeden z dalSich metodickych pfistupl zvolenych v nasi studii byl v ramci odbornych
praci nejcastéji zminovany pfistup v podobé vysevové metody. Na rozdil od predchozi
recovery metody se jednd o end-point analyzu, ktera nebere v potaz pribéh, ale jen stav na
konci daného c¢asového obdobi. Tento pfistup je nazyvan metodou zlatého standardu.
V rdmci screeningovych pfistupl se vSak k nému poji uréitd omezeni a nevyhody. Nespornou
nevyhodou je pracnost a materidlova naro¢nost. Prvotnim ukonem, ktery se k této metodé
poji, je fedéni mikrobidlnich suspenzi (nejcastéji desitkové, nasobné fedéni) a jejich nasledny
vysev na vhodna kultivaéni média. Pravé pfi pocetnych ukonech hrozi pochybeni, nehledé na
to, Ze predevsim u tzv. klastrujicich mikroorganismU (pfikladem mohou byt stafylokoky) mGze
dochazet béhem rtedéni k pfenosu nedostate¢né reprezentativniho alikvotu mikrobidlni
suspenze (Sanders, 2012).

Treti zvoleny metodicky pfistup spocival vuréeni metabolické aktivity
zivotaschopnych bakterii prostfednictvim netoxického metabolického indikatoru resazurinu
(komercéné dostupny mj. jako Alamar Blue). Za zminku stoji, Ze jsme pti Uvodni resersi
dostupnych informaci ohledné tohoto pfistupu v rdmci studii antimikrobidlni aktivity PSs na
néj nenarazili. BéZné je ovSsem tento pristup volen pro hodnoceni aktivit PSs na eukaryotické
savCibuniky (Frame F. et al, 2016). Na vysledky z tohoto metodického pristupu je oviem nutné
nahlizet racionalné. Je tfeba si uvédomit, Ze i pIné Zivotaschopné mikrobialni buriky nemusi
vykazovat metabolickou aktivitu (stav dormance). Vramci naseho prvotné voleného
metodického usporadani bylo nutné v pribéhu nékteré kroky tohoto pfistupu dale
optimalizovat. Mikroorganismy po expozici testovanou latkou a ozareni v PBS bylo nutné
pfenést do kultivaéniho média szZivinami, jejichz pritomnost je schopna nabudit
metabolickou aktivitu. Primarnim cilem bylo detekovat metabolickou aktivitu
mikroorganismU co nejdfive po expozici a po ozareni. Nicméné, také s ohledem na detekéni
limity sdruzené s uzitim tohoto indikatoru, bylo mozné provést hodnoceni bézné az po sedmi
hodinach kultivace. V ramci tohoto metodického pfistupu budou dale provadény kroky
optimalizace. Jedna z nespornych vyhod, kterou vysledky z tohoto pfistupu nabizi, je studium
odezvy mikroorganism( v podobé metabolické aktivity predevsim v pfipadé expozice latkami
v sub-inhibi¢nich koncentracich. Pokud dochazi po expozici sub-inhibi¢énim koncentracim

k velmi vyraznému nabuzeni metabolické aktivity mikroorganism(, je moziné, Ze nemusi
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dochdazet jen k vyraznym reparacnim procesim v mikrobialnich burikach, ale také k navysené
expresi gend sdruzenych s mikrobidlni patogenezi.

Na zakladé hodnoceni dat prostfednictvim (z naseho Uhlu pohledu stéZejni metodou)
dynamického mapovani rdstu v pfistroji Bioscreen C, bylo zjiSténo, Ze kationické PSs
zastoupené latkami P42 a ZIP300 skutecné vykazovaly vyssi antimikrobni aktivitu nez
aniontické latky P44 a HK18.

V pripadé latky P42 bylo dokonce v ramci testovanych rozmezi dosazeno MBC/MFC
pro vSechny tfi testované mikrobialni kmeny. V pfipadé aktivity vici bakteridlnimu kmenu
MRSA bylo dosazeno nejvyssi aktivity pfi koncentraci 0,01 uM a dobé ozafeni 30 minut.
Nutno vSak podotknout, Ze P42 vykazala viac¢i MRSA kmenu i toxicitu bez pfitomnosti
aktivaéniho zareni, a to pfi minimalni koncentraci 0,5 uM. V pfipadé, Ze se prokdze, Ze jde
v ramci uvedené koncentrace a pripadné vyssich koncentracich o aktivitu vymezenou jen vici
mikrobidlnim bunkam, nikoliv vSak bunkam hostitele, nelze pohlizet na tuto vlastnost
s despektem, ale naopak jako na mozZnou devizu. V pfipadé studie aktivity P42 v(ci PA, pfi
ozareni 15 min, byla MBC = 20 uM a vlastni toxicita bez ozafeni nebyla zaznamendna vibec.
V pripadé studia aktivity P42 vici CA doslo shodné pfi ozareni 15 i 30 min ke stanoveni MFC
= 0,5 uM a toxicita bez ozareni odpovidala pfi koncentraci 0,5 uM pfiblizné 8 % inhibice ve
srovnani s PK.

Co se tyce druhého kationického PS s pracovnim oznacenim ZIP300, jeho nejvyssi
aktivita vUci bakteridlnimu kmenu MRSA, byla zaznamenana pfi ozafeni po dobu 30 minut
pfi koncentraci 1 uM (MBC). Soucasné ale byla pfi této koncentraci prokdazana v mensi mire i
toxicita bez ozareni (procento inhibice vici PK cca 17,5 %).

V rdmci zakladni pracovni hypotézy se pocitalo s tim, Ze delSi doba ozafeni povede
k navySeni aktivity, kterd se odrazi snizenim hodnot MBC/MFC. Tento predpoklad se ale
jednoznacéné podafilo potvrdit pouze ve dvou pfipadech. U latky ZIP300 a jeho aktivité v{ci
kmenu MRSA, kde v pfipadé 15 min ozafovani byla MBC stanovena na 5uM a pfi ozafovani
po dobu 30 min MBC odpovidala 1uM. Druhym pfipadem byla stanovend aktivita MB opét
vuci kmenu MRSA. V tomto pfipadé, po ozareni 15 min, se MBC stanovit nepodafilo, zatimco
po 30 min ozafeni byla MBC stanovena na 100 puM. Zdanlivé tretim potvrzenim naseho
predpokladu by mohl byt ucinek P42 na kmen MRSA. V pfipadé ozafovani po dobu 15 min
byla MBC stanovena na 0,1 uM a v pfipadé ozareni 30 minut byla MBC rovna 0,01 uM. V obou
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evvs

tento vysledek povaZzovat za zvySenou ucinnost, a je nutné dalsi studium této latky.

U ostatnich studovanych latek a jinych mikrobiologickych agens s prodlouzenim doby
ozareni hodnota MBC/MFC neklesala. V nékterych pripadech dokonce s prodlouzenim doby
ozareni na 30 minut doslo k navySeni metabolické aktivity mikroorganismu, jako napf. u PA

po expozici P44 nebo MB. Obdobné tomu bylo i v pfipadé kmene MRSA a HK18.
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10.

ZAVERY
Byla zavedena metodika stanoveni antimikrobidlni aktivity PSs vGc¢i rlznym

mikroorganismim pomoci tfi metodickych pfistupld. Pomoci téchto metod byla

vyhodnocena aktivita ¢tyr kandidatnich latek HK18, P44, ZIP300 a P42.

Pomoci ,recovery” metody byly uréeny MBC/MFC u latek, které vaci danym
mikroorganismim prokazaly po ozareni vdaném experimentdlnim usporadani
antimikrobidlni aktivitu. Zatimco ldtka HK18 neprojevila aktivitu vici Zadnému
studovanému mikroorganismu, latka P42 byla schopna cidniho Ucinku u vSech tfech
testovanych mikroorganismu, konkrétné MRSA: MBC < 0,01 uM, PA: MBC = 20uM,
CA: MFC =0,5 uM. V pfipadé latek P44 a ZIP300 jsme byli schopni urcit hodnotu MBC

pouze pro MRSA, kde u P44: MBC = 10 uM a u ZIP300: MBC =1 uM.

K uréeni metabolické aktivity prezivSich mikroorganism( byla zavedena metodika AB,

kterou bude tfeba dale optimalizovat.

Ziskané vysledky byly konfirmovany vysevovou metodou. Kv(li ¢asové naro¢nosti a

pracnosti, bude tfeba také tento pfistup dale optimalizovat.

Toxicita bez ozareni byla do jisté miry prokdzana pouze v souvislosti s MRSA a PSs P42,
ZIP300 a MB. V pfipadé MB byla vlastni toxicita bez ozafeni prokdzdna jesté

v souvislosti s CA.

K navyseni aktivity PSs s delSi dobou ozareni doslo v pfipadé MRSA a PSs P42, ZIP300
a MB, ddle pak v pripadé CA a PSs P44 a MB. V ostatnich pfipadech k navyseni aktivity
PSs s delSi dobou ozareni nedoslo nebo byla naopak jesté potlatena ve srovnani

s kratsi svételnou expozici.
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11. POUZITE ZKRATKY

AB ..o, Alamar Blue

ALA. ..., 5-aminolevulinic acid, 5-aminolevulova kyselina

aPDT .o, Antimicrobial Photodynamic Therapy, antimikrobni fotodynamicka terapie
AzaPc....cccceeeennneen. Azaphthalocyanine, azaftalocyaniny

CA ..o, Candida Albicans

CFU ..o, Colony Forming Units, kolonie tvofici jednotky

G e, Gramnegativni

G TR Grampozitivni

1] O Inter-System Crossing, mezisystémové kfizeni

OD..coovvveeeereeen, Opticka Denzita

1] Methylene Blue, methylenovd modf

MBC....coeevvveeeeen. Minimum Bactericidal Concentration, minimalni baktericidni koncentrace
MFC oo, Minimum Fungicidal Concentration, minimalni fungicidni koncentrace
MO.oieiecieeeeee, Mikroorganismy

MRSA .....cccoeeeen. Meticilin Rezistentni Staphylococcus Aureus

NK e, Negativni rdstova Kontrola

PA i, Pseudomonas Aeruginosa

PBS..ooieiiieeeeeen, Phosphate Buffered Saline, fosfatovy pufr

PCaeeeeeiee e, Phtalocyanine, ftalocyaniny

2] 0 ) I Photodynamic Therapy, fotodynamicka terapie

] T Pozitivni ristova Kontrola

o] ) G Protoporfyrin IX

PS e, Photosensitiser, fotosensitizér

PSS e, Photosensitisers, fotosensitizéry

RFU oo, Relative Fluorescence Units, relativni fluorescencni jednotky

ROS ..o, Reactive Oxygen Species, reaktivni formy kysliku

SUB-MBC .............. Subinhibitory Minimum Bactericidal Concentration, sub-inhibi¢ni minimalni

baktericidni koncentrace
SUB-MFC............... Subinhibitory__Minimum Fungicidal Concentration, sub-inhibiéni minimalni
fungicidni koncentrace

WHO .....ccveeee. World Health Organization, Svétova zdravotnicka organizace
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