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Abstrakt

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra Farmaceutické technologie

Skolitel: PharmDr. Ondfej Holas Ph.D.

Konzultant: doc. PharmDr. Ivona Pavkova Ph.D.

Poslucha¢: Gabriela Cermakova

Nazev diplomové prace: Zakladni in vitro testovani stiibrnych nanoc¢astic

Tato diplomova prace se zamétuje na zékladni in vitro testovani G€innosti stiibrnych
nanocastic (AgNP) velikosti 10 nm (AgNP10) a velikosti 30 nm (AgNP30) vici
infekénimu agens Francisella tularensis (F. tularensis). Cilem bylo posoudit potencial
AgNP jako mozné terapeutické strategie proti tularémii a zhodnotit u¢innost spojenou

s rozdilnou velikosti nanocastic. AgNP byly ptipraveny metodou chemické redukce.

Citlivost bakterie F. tularensis po ovlivnéni AgNP10 nebo AgNP30 byla testovana
mikrodiluéni metodou za ucelem stanoveni inhibi¢ni koncentrace (IC). Pti testovani
AgNP10 v koncentra¢nim rozmezi 5-30 pg/ml se podafilo na zaklad¢ vice pokust
stanovit 1Ci00, kterd odpovidd koncentraci 20 pg/ml. U AgNP30 se nepodafilo z
casovych diivodl a technologickych problémi piesné stanovit IC1¢o. Pii testovani bylo
nutné ovéfit stabilitu AgNP v riiznych kultivaénich médiich. Ziskané vysledky vedly
k urceni vhodného média pro testovani citlivosti bakterie F. tularensis, kterym bylo
BHI médium. Pied samotnym testovanim AgNP byly kolonie bakterii v ramci jinych
experimentl ovlivnény antibiotiky za ucelem zavedeni metody stanoveni IC a ovéfeni
inhibi¢niho efektu vybranych antibiotik na F. tularensis. Dal§im tkolem prace bylo
stanoveni zivotnosti bunék primarné¢ mySich kostné-dfenovych makrofagii po
ovlivnéni AgNP10 a AgNP30 pomoci proliferaéniho MTS testu. AgNP10 1 AgNP30
fedéné médiem v poméru 1:1 a 1:10 mély vyznamny negativni vliv na bunéénou
bunék byla nepatrné vice inhibovana vlivem AgNP10 nez AgNP30.Vysledky budou

pouzity pro navazujici studie v ramci projektu.



Abstract

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Pharmaceutical Technology

Supervisor: PharmDr. Ondfej Holas Ph.D.

Consultant: doc. PharmDr. Ivona Pavkova Ph.D.

Student: Gabriela Cermakova

Title of Thesis: Basic in vitro testing of silver nanoparticles

This thesis focuses on basic in vitro testing of the efficacy of silver nanoparticles
(AgNP) of 10 nm (AgNP10) and 30 nm (AgNP30) against the infectious agent
Francisella tularensis (F. tularensis). The aim was to assess the potential of AgNP as
a possible therapeutic strategy against tularaemia and to evaluate the efficacy
associated with different nanoparticle sizes. AgNP were prepared by a chemical

reduction method.

The sensitivity of bacterium F. tularensis influenced by AgNP10 or AgNP30 was
tested by the microdilution method to determine the inhibitory concentration (IC).
Testing AgNP10 in the concentration range of 5-30 pg/ml based on multiple
experiments was able to determine ICj00, which corresponds to a concentration of 20
png/ml. For AgNP30, the ICi00 could not be accurately determined due to time and
technological problems. During testing, it was necessary to verify the stability of
AgNP in different culture media. The results obtained led to the identification of a
suitable medium for susceptibility testing of F. tularensis, which was the BHI medium.
Before the testing of AgNP, bacterial colonies in other experiments were influenced
by antibiotics as part of other experiments to introduce the method for determining IC
and verify the inhibitory effect of selected antibiotics on F. fularensis. Another aim of
this thesis was to determine the cell viability of primary mouse bone marrow-derived
macrophages cells after AgNP10 and AgNP30 using the MTS proliferation assay.
Both AgNP10 and AgNP30 diluted with the medium at 1:1 and 1:10 had a significant
negative effect on cell proliferation and AgNP showed the lowest toxicity at 1:100
dilution. Cell proliferation was slightly more inhibited by AgNP10 than AgNP30. The

results will be used for follow-up studies in the project.



1 Uvod a cil prace

V poslednich letech se staly nanoc¢asticové systémy piedmétem intenzivniho vyzkumu
a zajmu z divodu jejich Sirokému spektru potencialnich aplikaci v mnoha oblastech,

véetné elektroniky, mediciny, environmentalni védy a primyslu.

V biomedicinském odvétvi jsou nanocastice vyuzivany pii cilené distribuci a fizeném
uvoliiovani l1éCiv, v terapii nddorovych a infekénich onemocnéni. Nanocastice mohou
chrénit 1é¢iva pfed chemickym rozkladem nebo rozpadem vlivem vnéjSich faktort,
zlepsit rozpustnost a biodostupnost 1é¢iv. Cilena distribuce minimalizuje vyskyt

nezadoucich ucinku a toxicity v biologickych systémech.

Rostouci vyskyt nemoci a rezistence mikroorganismil vii¢i ATB je globalni problém,
ktery komplikuje 1écbu a zvySuje riziko Sifeni nebezpecnych infekci. AgNP maji
vyznamny antimikrobni potencial vici Siroké skale patogeni vcetné rezistentnich
intracelularnich bakterii, mezi které je fazena gram-negativni bakterie F. tularensis.
Tento piivodce zplsobuje infekéni zoonotické onemocnéni zvané tularémie.
Rezervoarem ndkazy jsou infikované druhy volné zijicich Zivocichi, nejcastéji
hlodavci, zajici a kralici. Vysoka virulence F. tularensis je zpisobena jeji schopnosti

napadnout a proliferovat uvnitf hostitelskych bun€k, primarné makrofagt.

Cilem této diplomové prace bylo pfipravit metodou chemické redukce AgNP a
nasledné ovéfit jejich antimikrobidlni aktivitu proti infekénimu pivodci F. tularensis.
Hlavni naplni prace bylo sledovani rstu bakterii po ovlivnéni AgNP10 nebo AgNP30
s diirazem na rozdily ucinnosti spojené velikosti nanocastic. Na zéklade IC vyplyvajici

z ristove kiivky byla posuzovana citlivost nebo rezistence bakterii po expozici AgNP.

V ramci jinych pokust byly bakterie F. tularensis ovlivnény vybranymi ATB za
ucelem zavedeni metodiky a porovnani inhibiéniho efektu AgNP vici bakteriim.
Vysledky experimentti budou také vyuzity pfi budoucim testovani synergismu s

AgNP.

Dalsim ukolem prace bylo otestovat zivotnost bun¢k primarné¢ mysich BMM po

ovlivnéni AgNP10 a AgNP30 pomoci proliferaéniho MTS testu.



Vysledky budou pouzity pro navazujici studie v rdmci projektu. Pokracuje se v
testovani mozného synergického ucinku AgNP s gentamicinem a bude sledovéan vliv

AgNP na bakterie internalizované uvniti hostitelskych bunék pomoci modelu BMM.
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2 Seznam zkratek

ATB
AgNP
AgNPI10
AgNP30
BHI

BMM

caMHB

ChM
CFU
dH>O
DMEM
E. coli

EPR

F. tularensis
FBS
IC

OD600nm

PBS
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Antibiotikum

Stiibrné nanocastice (Silver Nanoparticles)

Stiibrné nanocastice velikosti 10 nm

Stiibrné nanocastice velikosti 30 nm

Bujon z mozkosrdcové infuze (Brain Heart Infusion)
(Bone Marrow-Derived

Kostné-dieiové  makrofagy

Macrophages)

Mueller Hinton bujon II doplnény kationty (Mueller Hinton
Broth II, Cation-Adjusted)

Chamberlainovo médium (Chamberlain Medium)
Kolonie tvotici jednotky (Colony Forming Units)
Deionizovana voda

Dulbecco’s Modified Eagle Medium

Escherichia coli

Zvysena permeabilita a retence (Enhanced Permeability and

Retention)

Francisella tularensis

Fetalni bovinni sérum (Fetal Bovine Serum)
Inhibi¢ni koncentrace (Inhibitory Concentration)

Optickd hustota métfena pii vinové délce 600 nm (Optical

Density)

Fosfatovy pufrovany roztok (Phosphate Buffered Saline)



3 Teoreticka cast

3.1 Klasifikace nanocastic

Nanocéstice jsou materialy, které jsou definované ve vSech tfech rozmérech velikosti
v fadu jednotek az stovek nanometrti. Redukce velikosti materialu do tohoto rozméru
dava témto materialim jedinecné vlastnosti, které jsou zpiisobeny tzv. kvantovymi
efekty. Mezi tyto vlastnosti patii chemicka reaktivita, optické vlastnosti vcetné
fluorescence, vodivost pro elektricky proud a schopnost unikatnim zplisobem
interagovat s biologickymi cili naptiklad bunkami. Této schopnosti se vyuziva pro
pokrocilé diagnostické metody a pro vyvoj novych nanoléciv véetné lékovych forem
pro cilené pisobeni v n¢kterych specifickych typech tkani jako tkan nadorova nebo

zanétliva.

3.1.1 Uhlikové nanocastice

Mezi zékladni podkategorie uhlikovych nanocastic jsou fazeny fullereny a uhlikové
nanotrubice. Fullereny jsou sférické ¢astice slozené z 60 atomil uhliku, které jsou
umistény ve form¢ kulovité duté uzaviené struktury (Obr. 1). Tyto materidly maji
usporadané pétithelnikové a Sestithelnikové uhlikové jednotky, pficemz kazdy uhlik

je sp? hybridizovany [1-4].

Fullereny maji unikéatni vlastnosti, které zahrnuji vysokou stabilitu, elektrickou
vodivost a schopnost reagovat s jinymi molekulami. Tyto vlastnosti vedou k jejich
zkoumani v riznych oblastech védy a technologie, véetné biologie a mediciny. Maji
vyznamnou antioxidacni aktivitu, tim mohou chranit bunky ptfed poskozenim
zpisobenym volnymi radikdly. Jsou netoxické a vykazuji antibakterialni vlastnosti,

podili se na urychlovani a dokonc¢eni procesu hojeni ran [5].

Obrazek 1 - Schématické znazornéni struktury fullerenit Cso (4)
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Uhlikové nanotrubic¢ky jsou protahlé tubuldrni struktury o priméru 1-2 nm. Tyto
struktury byvaji velmi tenké a zajistuji extrémné vysokou pevnost, vedeni tepla a
elektrického proudu. Klasifikuji se podle poc¢tu stén na jednosténné, dvousténné a
vicestétnné [1,3]. Tyto struktury uhlikovych nanocastic maji Siroké spektrum
potencidlniho vyuziti v riznych oblastech jako napftiklad nosice 1éCiv pii podavani

1€kt ¢i nosice genll v genové terapii [5].

3.1.2 Polymerni nanog¢astice

Polymerni nanocéstice jsou malé koloidni ¢astice s rozméry 1-1000 nm. Mohou byt
vyrobeny z riznych typu pfirodnich i1 syntetickych polymerit v zavislosti na
pozadovanych vlastnostech a aplikacich. Pro aplikaci dodavani 1€ki se bézné pouzivaji
biologicky odbouratelné syntetické polymery jako naptiklad kyselina kyselina
polymlécna, polyglykolové a poly(mlécné-ko-glykolova). Tyto polymery se vyznacuji
vysokou strukturdlni Cistotou a stabilitou oproti pfirodnim materidliim (chitosan,

zelatina, dextran, heparin nebo hyaluronan) [6,7].

Na zaklad¢ strukturdlniho uspotfadani se déli na nanokuli€ky a nanokapsle (Obr. 2).
Nanokulicky jsou definovany jako matricové castice, protoZe piedstavuji strukturu
kontinuélni polymerni sitg, ve které miZe byt 1é¢ivo zadrzeno uvniti nebo adsorbovano
na vn¢j$im povrchu jadra. U nanokapsli je ptitomné duté polymerni jadro obklopenou
tenkou vrstvou polymeru (tzv. rezervoarovy systém). Jadro obsahuje lipofilni ¢i

hydrofilni tekutinu, ve které je 1é¢ivo rozpusténo [6-8].

Vyuziti polymernich nanoc¢éstic pfina$i fadu vyhod, jako je moZnost cilené¢ho
uvoliiovani 1é¢iv, zlepSend biologickd biodostupnost 1écivych latek, prodlouzena

stabilita a sniZzena toxicita [1,6].

Polymer

Lécivo

Obrazek 2 - Schematické znazornéni struktury nanokulicek (vievo) a nanokapsli (vpravo) (8)
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3.1.3 Lipidové nanocéastice

3.1.3.1 Lipozomy

Jedna se o sférické vezikuly, které maji vodné jadro uzaviené lipidovymi dvojvrstvami
(Obr. 3). Maji jednoduchou nebo vicevrstvou membranu tvofenou piirodnimi nebo
syntetickymi lipidy. Lipozomy jsou schopné nést hydrofilni latky ve vodné vnitini
¢asti a hydrofobni latky v lipidovych vrstvéach, coz z nich €ini vhodné nosice pro riizné

typy 1éCiv a genetickych materiala [7,9].

Lipozomy maji schopnost cilené¢ dodavat 1é¢iva do cilovych bun¢k nebo tkani, coz
muze zvysit U¢innost 1écby a zarovenn minimalizovat nezadouci vedlejsi ucinky.
Velkou pozornost ziskaly jako nosice 1é¢iva v protinadorové 1é¢bé. Pti tomto vyuziti
prokazaly vyss$i cilovou specifitu, ochranu aktivniho 1é€iva pied faktory prostfedi a
zabranéni jeho ptfedcasné degradaci. Mohou byt dekorovany polymery (napiiklad
polyethylenglykolem; PEG), aby vykazovaly prodlouzeny polocas v krevnim ob¢&hu.
Jedna se o tzv. PEGylované lipozomy. Cilova specificita lze zvysit konjugaci

lipozomi s protilatkami nebo jinymi specifickymi ligandy [7,9].

Lipidova dvojvrstva

Vodné jadro

Obrazek 3 — Schématické znazornéni struktury lipozomii (4)
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3.1.3.2 Pevné lipidické nanocastice

Tyto koloidni ¢éstice dosahuji velikosti 50-1000 nm a jsou tvoieny pevnymi lipidy,
pripadné surfaktanty a kosurfaktanty (Obr. 4). Nejcastéji pouzivanymi materidly pro
vytvoieni lipidového jadra jsou mono-, di- a triglyceridy, mastné kyseliny, vosky a
steroidy. Tyto lipidy si zachovavaji pevnou strukturu pii pokojové i télesné teplote.
Pro sterickou stabilizaci téchto nanocastic se pouziva fada povrchové aktivnich latek
(surfaktantll) v¢etné poloxamert a polysorbati. V nékterych pfipadech mohou byt
pevné lipidické nanocastice vyrobeny 1 za pfitomnosti kosurfaktanti,
nejpouzivanéjsimi jsou zlucové soli (taurodeoxycholat) nebo alkoholy (butanol,

ethanol) [10,11].

Utinna latka maze byt inkorporovana v jadru &astice, obalu nebo je dispergovéana v
celé lipidové matrici. Vngj§i obal castice mlze byt modifikovan rlznymi
biomolekulami véetné proteind, oligosacharidi, ligandii pro receptory nebo protilatky,
které poskytuji jejich specifickou aktivitu pii podéani do té¢la [11].

Pti vyuziti pevnych lipidickych nanocastic je vyhodou jejich nizké toxicita, vyssi
biologické dostupnost 1é¢iv, proveditelnost vyroby ve velkém métitku a vSestrannost

zaclenéni hydrofilnich ¢i lipofilnich 1é¢iv [10,11].

Surfaktant

Lipidova matrix

Kosurfaktant

Obrazek 4 - Schématické znazorneni struktury pevnych lipidovych nanocastic (10)
3.1.4 Dendrimery

Dendrimery jsou tvofeny rameny rozvétvenych makromolekul vychazejici z
centralniho jadra (Obr. 5). Maji sféricky tvar a dosahuji primérného rozméru 1,5-14,5

nm. Jsou vyrabény za pouziti pfirodnich nebo syntetickych slozek, které¢ zahrnuji
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cukry, nukleotidy a aminokyseliny. Tato struktura je charakterizovana pravidelnym
uspofadanim vétveni, vysokou molekulovou hmotnosti a vyznamnym mnozstvim

perifernich skupin [7].

Hlavni potencial vyuziti maji ve specifickém dodani 1éCiva v organismu predevsim
v protinddorové 1é¢bé. Lécivo bud’ nekovalentné zapouzdieno ve volné duting uvniti
dendrimeru nebo kovalentné konjugovano za vzniku makromolekularnich proléciv.
Léky dodavané dendrimery se vyznacuji prodlouzenym biologickym polocasem, vyssi
stabilitou, sniZzenou imunogenicitou a antigenicitou. Dendrimery se vyuzivaji v

oblastech biomediciny, imunologie a v zobrazovacich metodach [12,13].

Periferni skupina

Rozvétvena jednotka

Centralni jadro

Volna dutina

Obrazek 5 - Schématické znazornéni struktury dendrimerii (14)

3.1.5 Kovové nanocastice

Kovové nanocastice si zachovavaji jedine¢né optické a elektrické vlastnosti. Nékteré
kovoveé nanocastice dominuji také tepelnymi, magnetickymi a biologickymi vlastnosti.
Uplatnéni nachazeji nejen v 1ékatstvi a farmacii, ale 1 v zemédé€lstvi, elektronickém a

potravinaiském primyslu a v mnoha dal$ich rozvijejicich se odvétvich [4].

Potencidlni biomedicinské vyuziti prokazaly prevazn€é kovové nanocastice
uSlechtilych kovii. Dosahuji velikosti 1-100 nm a mohou byt sloZeny z kobaltu, niklu,
zeleza, zlata, stiibra a jejich oxida [15,16]. Kovové nanocéstice jsou vytvofeny z
kovovych prekurzorli, mohou existovat ve form& monometalickych, bimetalickych
nebo polymetalickych struktur. Bimetalické nanocastice jsou sloZzeny z dvou riznych

kovovych struktur, polymetalické obsahuji tfi a vice riznych kovovych prvka [4].
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Vzhledem k malé velikosti mohou nanocéstice snadno interagovat s biomolekulami
jak na povrchu, tak uvnitt bunck, ¢imz poskytuji lepsi signdly a cilovou specificitu pro
diagnostiku a terapii. Mohou byt modifikovany funkénimi chemickymi skupinami, coz
umoznuje navazani terapeuticky ucinnych latek a biologickych molekul peptida,

proteini a DNA [15,16].

3.2 Vyuziti kovovych nanocastic ve zdravotnictvi

Nanocasticové systémy nabizeji moznost dorucit terapeutickou molekulu pfimo na
cilové misto ucinku. Dusledkem je zvySena koncentrace terapeutické latky
v bunikach/tkanich, vyssi terapeuticky ucinek a sniZzend toxicita v téchto biologickych
systémech. Pro cilené doruceni by se méla nanoc¢astice s navazanou ucinnou latkou
udrzet v systémovém fecisti pozadovanou dobu, vyhnout se imunitnimu systému,
zacilit na konkrétni misto plisobeni a uvolnit terapeutickou latku. Doba uvolnovani
léku z nanocastic musi byt regulovana tak, aby nedoslo k ptfed¢asnému uvolnéni pied
dosazenim cilového mista. Aplikace nanocastic je umoznéna obvykle parenteralnim
podanim, kdy je terapeutického tc¢inku dosazeno po intravendéznim podani. Také se
vyuziva lokalni aplikace naptiklad transdermélnim, intranasadlnim podanim ¢i lokélni

aplikaci do o¢i [16,17].

Dominantni postaveni ve biomedicinském odvétvi zaujimaji sférické nanocastice
vyrobené ze zlata ¢i stiibra. Tyto nanoc¢astice jsou Siroce uplatiiovany nejen v cilené
distribuci 1éc¢iv, ale v terapii malignich onemocnéni. Kromé& toho se zminované
nanocastice aktivné zkoumaji za ucelem detekce a zobrazovani nadort. Stiibrné
nanocastice (AgNP) dominuji predevs§im jako antimikrobidlni latky a zajist'uji Siroké
spektrum antimikrobidlni G¢innosti proti bakteriim, virim a dal$im eukaryotickym
mikroorganismiim. Tato vlastnost AgNP nabizi nové moznosti v 1écbé infekei,
zejména v piipadech rezistence mikroorganismii vuc¢i standardné pouzivanym

antibiotikiim (ATB) [15,18].

3.2.1 Protinadorova lécba

Chemoterapeutikum byva spojeno s nedostate¢nou nadorovou specifitou a vysokou
toxicitou nejen pro nadorové buiiky, ale i dal$i buniky organismu. Dal$im Iékovym

problémem je chemoterapeutickd rezistence v disledku zvySeného efluxu
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protinadorovych 1éCiv z cytoplazmy nadorovych bunék. Za ucelem feSeni téchto
nedostatkll bylo objeveno Siroké spektrum nanocastic véetné kovovych vyrobenych na
bazi stiibra. K doruceni protinddorového léCiva do cilové tkédné se vyuziva
mechanismus pasivniho a aktivniho targetingu. Dale AgNP nabizi potencial podilet se
na selektivnim hypertermickém nic¢eni rakovinnych bunék a zvysit tak UcCinnost

radioterapie [16,19].

3.2.1.1 Pasivni targeting

Pii pasivnim targetingu (Obr. 6) jsou vyuzivany odli$né vlastnosti cévniho systému
nadoru ve srovnani s fyziologickymi tkdnémi. Jednim z hlavnich faktort je zvySena
propustnost cév a nasledna retence v nadoru, kterd je znamé pod zkratkou EPR
(Enhanced Permeability and Retention). Struktura cévniho epitelu je propustnd na
bunécné trovni v oblasti nddoru, cévy umoziuji kovovym nanocasticim proniknout
do nadorového prostoru. V nddorovych tkanich dale dochéazi k dysfunkci lymfatického
systému, ke zvySené retenci protinddorovych 1€¢iv a zabranéni jejich rychlé eliminaci
z nadoru. Nevyhoda miize spocivat v rezistenci vi¢i jednomu ¢i vice lécivim

nasledkem nekontrolované absorpce [20,21].

3.2.1.2 Aktivni targeting

Aktivni targeting modifikuje povrch kovovych nanocéstic ligandy, to vede k
selektivnimu zacileni na tkan (Obr. 6). Tyto ligandy (protilatky, kyselina listova,
peptidy) se vazou na nadmérné exprimovaneé receptory na povrchu rakovinnych bunék.
Kromé cileni na nddorové buiiky mohou byt aktivni ligandy namifeny na endotel cév
nadoru. Mezi tyto nadmérné exprimované receptory mizZeme zafadit napiiklad

transferin, folat, epidermalni riistovy faktor, integriny a dalsi [22,24].
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Pasivni targeting

Nanoéastice

Obrazek 6 - Schématické zndzornéni aktivniho a pasivaiho targetingu (EPR efekt) (24)

Ptikladem jsou zlaté nanoc¢astice konjugované s kyselinou listovou na uc¢elem zacileni
na folatové receptory rakovinnych bun€k. Tyto nanocéstice, s navdzanym
chemoterapeutikem metrotrexatem, vykazovaly vyznamné€ zvySenou ucinnost proti
rakovinnym bunkdm ve srovnani s fyziologickymi builkami nebo samotnym

methotrexatem [22].

Bylo prokazéno, ze AgNP modifikované fluorescencnim cyklickym peptidem,
obsahujicim arginylglycylasparagovou kyselinu (RGD), jsou ucinné pro detekci a
cileni rakovinnych bunék chronické myeloidni leukémie. Peptidova sekvence RGD se
specificky vdze na integriny, které jsou povazovany za nadmérn€ exprimované
receptory na povrchu rakovinnych bun¢k. Tato interakce umozituje AgNP selektivné
identifikovat a zacilit na rakovinné buiiky, coz muize poskytnout novy piistup k

diagnostice a terapii tohoto typu leukémie [23].

3.2.1.3 Radioterapie

Radioterapie je lécebna metoda vyuzivajici ionizujici zafeni k ni¢eni nadorovych
bun¢k a redukci jejich ristu. Kovové nanocastice nabizi potencial zvysit G¢innost
radioterapie a snizit nezddouci ucinky 1écby. Absorpci ionizujiciho zafeni nanocastic
se zvySuje selektivni zacileni zafeni na nadorovou tkan. Dale mohou AgNP ptisobit

jako radiosenzitizéry a zvySovat citlivost nddorovych bunék k uc¢inkiim ionizujiciho
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zateni. Témito mechanismy pusobeni Ize docilit efektivnéj$iho ni¢eni nadorovych

bunék pii zachovani integrity okolnich zdravych tkani [19,22].

Vyuziti AgNP ve spojeni s radioterapii je vyuzivano v 1€cbé rakoviny prsu typu TNBC
(Triple-negative breast cancer). Tento novy pfistup byl zkouman prostfednictvim
studie provedenych in vitro a in vivo, které prokazaly pozitivni efekty v potlaceni rlistu
rakovinnych buné¢k TNBC a zlepSeni ti¢innosti radiacni terapie. Mechanismem ucinku
AgNP je indukce naruseni DNA a oxidativniho poSkozeni v buitkach TNBC. Tato
poskozeni vedou nejen k inhibici riistu rakovinnych bunék, ale zvysuji jejich citlivost
k u¢inkiim ionizujiciho zéafeni. Bylo pozorovano, Ze tyto ¢astice vykazuji terapeuticky
ucinek pouze na rakovinné bunky TNBC, zatimco u ostatnich bun€k fyziologické

tkan€ k podobnému ucinku nedochazi [25,26].

3.2.1.4 Hypertermie

Kovové nanocéstice pii ptisobeni elektromagnetického zéateni plsobi jako teplotni
vektory a zahtivaji rakovinné bunky nad jejich meze tolerance teploty. Rakovinné
buiiky maji omezeny piisun krve, a tak se stavaji citlivéjSimi na zvySeni teploty nez
zdravé bunky. Tento piistup umoznuje selektivni niceni rakovinnych bunék a

minimalizaci poskozeni okolnich tkédni [16,27,28].

3.2.2 Protimikrobni lécba

Narustajici rezistence patogeni ma za dusledek nedostatecny terapeuticky ucéinek v
1éEbe infekci. S rostouci rezistenci je zvySovana davka a frekvence podavani 1éciv a
podavani kombinaci protimikrobnich latek namisto monoterapie, coz miize vést
k Cast&j$im nezddoucim vedlej$im ucinkim a toxickym reakcim. Krom¢ toho mnoho
patogenti pietrvava uvnitt bunck hostitelského organismu, coz znemoznuje ucinné
pusobeni fady protimikrobidlnich 1é¢iv. AgNP se jevi jako vhodné k piekonani téchto
omezeni. Umoziuji cilenéjsi dodavani 1€¢iv k infikovanym mistlim, zvySuji G€innost
1é¢by a snizuji pottebu vysokych davek 1€¢iv. Dale pomahaji prfekonat bariéry spojené
s intraceluldrnim umisténim patogent a umoZiuji 1é¢iviim proniknout do vnitinich

prostor bun¢k [15,16].

V porovnéni se syntézou ATB je pfiprava antimikrobialnich nanocastic nakladové

efektivnéjsi. Krom¢ toho maji nanocastice obvykle prodlouZenou skladovatelnost a
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odolnost vi€i vnéjsim podminkdm, pii které jsou konvencéni ATB inaktivovana.
Rozvoj rezistence mikroorganismu vii¢i kovovym nanoc¢asticim je méné Casty, protoze

pusobi na mikroorganismy rtiznymi mechanismy tcinku [15].

Antimikrobni aktivita byla prokdzadna u mnoha rtznych kovu: stiibra, zlata, zinku,
meédi a titanu. Dominantni postaveni v této problematice maji nanoc¢éstice na bazi
stiibra, které pusobi na Siroké spektrum mikroorganismi bakterii, vird, plisni a

parazitt [29,30].

Vyzkum se dale zabyva synergickym ptsobenim AgNP a ATB. Tato synergie
poskytuje moznost racionalnéjSich terapii, zajiStuje ovladatelnou a rovnomérnou
distribuci v cilové tkani, prodlouZené a fizené uvoliovani, minimalni vedlejsi u€inky

a zlepSenou compliance pacienta [15,31].

3.2.2.1 Antibakterialni ucinek

AgNP plisobi proti infekénim agens prostfednictvim nékolika kli¢ovych mechanismii,

které ovliviiuji mikroorganismy na bunécéné rovni (Obr. 7).

Poskozeni vnéjSich obalovych struktur

AgNP pronikaji do bunéénych stén a membran bakterii, poSkozuji jejich funk¢nost a
permeabilitu. V oblasti vnéjsich povrchovych struktur se mohou kumulovat a zptisobit
morfologické zmény naptiklad smr§tovanim cytoplazmy ¢i odchlipenim membrany.
Tento proces vede ke ztraté¢ regulace bunécného vnitiniho prostfedi, coz ma za

nasledek Unik dilezitych bunéénych latek a zanik mikroorganismu [32,33].

Vznik reaktivnich forem kysliku (ROS)
AgNP vytvareji reaktivni superoxidové radikaly a peroxid vodiku, které jsou schopny
reagovat s biologickymi molekulami v bunikach patogenti. Tato reakce vede k jejich

oxida¢nimu poskozeni a zaniku bun¢k [32,33].

Poskozeni DNA a vnitfnich struktur

Po vstupu AgNP ptes obalové struktury do nitra bakterialni buitky dochazi k uvolnéni
stiibrnych iontl, které nasledné ovliviiuji DNA a proteiny mikroorganismu. Kromé
toho jsou schopny interagovat s bunéénymi strukturami a biomolekulami (lipidy,
proteiny a DNA) uvnitf infek¢niho agens. Nasledkem toho dochézi k inhibici

replikace, transkripce, translace a syntézy proteini [32,33].
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. Stfibrna nanocastice = Jont stiibra @ Protein
Obrazek 7 - Mechanismus antimikrobialniho pisobeni AgNP (A - poSkozeni bunécéné membrany, ovlivnéni
membranovych proteinii a DNA (modra presusovand cara), B - uvolnéni ionti stribra, ovlivneni membrany, DNA a

proteinii (Cervena prerusovana cara), C - tvorba reaktivnich oxidacnich forem kysliku (ROS), které mohou také
ovlivnit DNA, bunécnou membranu a membranové proteiny (Cernd teckovand cCdra)) (32)

Vlastnosti kovovych nanocéstic se vztahuji k materidlu, ze kterého jsou vyrobeny. Ze
vSech kovovych nanocastic vykazovalo stiibro, méd a zlato nejucinnéjsi
antimikrobialni aktivitu proti spektru grampozitivnich nebo gramnegativnich bakterii
[34]. Antibakterialni i¢inky AgNP jsou ve srovnani s jinymi kovovymi nanocasticemi
komplexnéjs$i a vykazuji niz$i toxicitu vici hostitelskym buikdm. Médnaté
nanocastice vykazuji veétSi schopnost inhibovat rist bakterii nez AgNP, ale vuci
hostitelskym buitkam jsou siln€ toxické. Plsobi na zaklad€ protrzeni bakteridlni
membrany a prenosu elektronli fotokatalytickym procesem. Zlaté nanoc¢éstice maji
nizsi schopnost inhibovat bakterialni riist ve srovnani s nanocasticemi na bazi stiibra,
protoze nevykazuji zjevnou vnitini antibakterialni aktivitu. Jejich mechanismus

ucinku zahrnuje pouze adhezi na povrchu bakterii prostiednictvim elektrostatickych

sil [36].

AgNP se vyskytuji v Siroké Skale rtznych tvarti, naptiklad ve formé sférickych
struktur, nanokostek, nanohvézd, nanodratkt a dalSich (Obr. 8). Bylo zjisténo, ze tvar

nanodastic ovliviiuje bakterialni u¢inek AgNP. Castice trojuhelnikového tvaru maji
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vetsi baktericidni U¢inek ve srovnani s Casticemi sférického a tycinkovitého tvaru

[29,37-39].

N b -

Nanosfery = Nanotycinky Nanokostky Nanotrojihelniky Nanorice

00 o CC ¥

Nanohvézdy Zkraceny osmistén Nanoskorapky Nanodisky Nanodratky

Obrazek 8 — Schématické znazornéni tvarii AgNP (40)

Antibakterialni aktivita zavisi na velikosti AgNP a jejich baktericidni ucinek klesa
s rostouci velikosti [18,37]. Antibakteridlni vlastnosti se vztahuji k celkové plose
povrchu nanocastic. Mensi Castice s vétSim pomérem povrchu k objemu maji vetsi
antibakterialni aktivitu a snadné&ji prostoupi pies bakteridlni membranu do bunék [41].
AgNP dosahuji velikosti 1-100 nm, avsak z divodu zachovani G¢innosti by neméla
byt jejich velikost vétsi nez 50 nm. Nanocastice na bazi stiibra velikosti 1-10 nm jsou

povazovany za nejvhodnéjsi v 1é€beé bakteridlnich infekci [38].

Druh mikroorganismu ma zasadni vliv na ucinnost AgNP v boji proti bakteriim.
Grampozitivni bakterie projevuji vyssi odolnost vici pasobeni AgNP ve srovnani s
gramnegativnimi bakteriemi. Peptidoglykanova vrstva gramnegativni bakterie
dosahuje tlouStky pfiblizné 3-4 nm, zatimco grampozitivni bakterie maji
peptidoglykanovou vrstvu kolem 30 nm. Silnéj$i bunécnd sténa a vysSi obsah
peptidoglykanu grampozitivnich bakterii brani efektivnimu piisobeni antibakterialnich
AgNP, coz vede ke snizené tucinnosti terapie u téchto druhi mikroorganismi

[32,38,42,43].
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Tento ptedpoklad byl potvrzen pfi testovani AgNP, které byly cileny na grampozitivni
bakterie Staphylococcus aureus a gramnegativni bakterie Escherichia coli (E. coli).
AgNP nevykazovaly zadnou aktivitu vaci bakteriim Staphylococcus aureus, zatimco
prokazaly vysokou antibakteridlni aktivitu vaci E. coli [32,44]. Dusledky interakce
AgNP s builkkami bakterii byly detailné pozorovany pomoci fluorescenéniho
mikroskopu. K zviditelnéni DNA bylo pouZzito modré fluorescencni barvivo DAPI
(4',6-diamidino-2-fenylindol) navazané na dvouftetézcovou DNA bun¢k bakterii. Ze
snimku (Obr. 9) je viditelné, ze po ovlivnéni AgNP bunky Staphylococcus aureus
nezménily tyCinkovity tvar, u vzorkll bakterie E. coli doSlo k prodlouzeni a
fragmentaci bun¢k. Zména morfologické struktury byla pravdépodobné spojena s
poskozenim bunécné membrany a zvySenou permeabilitou, ¢imz byl umoznén vstup
nanocastice do periplazmy bunék. Nasledkem toho doSlo ke ztrat€ replikacni

schopnosti DNA a thynu bakterie [43,45].

Obrazek 9 - Snimky fluorescencniho mikroskopu bakterie (a — Staphylococcus aureus, b - E. coli) oznacené
modrym barvivem DAPI (43)

Adheze AgNP je vyznamné podpoiena elektrostatickou pfitaZlivosti mezi negativné
nabitou bunéénou membranou mikroorganismil a kladnym povrchovym nabojem
AgNP. Tim dochézi k silnéjsi antibakterialni aktivit¢ u kladné nabitych AgNP ve

srovnani s t€émi negativné nabitymi [32,46].

AgNP s odlisnymi elektrickymi povrchovymi naboji (pozitivni, neutralni a negativni)
byly testovany vici grampozitivnim Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans a

Streptococcus pyogenes a gramnegativnim bakteriim E. coli, Proteus vulgaris. Dle
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ziskanych vysledkti vykazovaly kladn¢ nabité AgNP nejvyssi baktericidni aktivitu
vici vSem testovanym mikroorganismim. U zaporné nabitych nanocéstic se dostavil
nejmensi efekt a neutrdlni nanocastice si zachovaly stfedni antibakterialni aktivitu

[46].

3.2.2.2 Antiviroticky ucinek

Viry se vyznacuji schopnosti vstoupit do hostitelskych bunck, replikovat virovy
geneticky materidl, produkovat nové virové ¢astice a navodit apoptézu hostitelské
buiikky. Vzhledem kznamému a uG¢innému antimikrobnimu ptisobeni AgNP
ptedstavuji slibnou alternativu i v antivirové 1é€bé [36,47]. Nedavno byl studovéan
antiviroticky uc¢inek AgNP viici virovému onemocnéni COVID-19, chiipce A, HIV-1,

hepatitidé B, herpesu simplex, opi¢im nestovicim a dalSim [47].
Existuji dva zpiisoby interakce AgNP s patogennim virem (Obr. 10).
Vazba na povrch viru

V oblasti vnéjSich povrchovych struktur se AgNP navazou na povrchové
glykoproteiny vnéjSiho obalu viru, tim blokuji pfipojeni viru k bunéénym receptorim

hostitelské buiiky a vstup viru do buiiky [36,47].
PoSkozeni nukleovych kyselin

AgNP se vazou na DNA nebo RNA, tim dojde k inhibici virové replikace uvnitf
hostitelskych bunck [36,47].
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Obrazek 10 — Mechanismus antivirotického piisobeni AGNP (A — mechanismus puisobeni AgNP proti viriim, B —
rozvoj virove infekce) (36)

Na zakladé¢ studie prokazaly AgNP o velikosti 10 nm virucidni u€inek na virus chiipky
A. Pravdépodobné interagovaly s povrchovymi proteiny viru chiipky (hemaglutinin a
neuraminiddza) a tim naruSily virovy lipidovy obal. Prostfednictvim specifické

interakce s dvouvldknovou DNA doslo k inhibici bunécéné replikace [48].

Existuje hypotéza mechanismu u¢inku AgNP k 1écbé pacienti s COVID-19.
Predpoklada se, ze AgNP se budou vazat na vrcholovy glykoprotein viru SARS-CoV-
2, ¢imZ inhibuji vazbu viru na buiiky. U¢inek by mohl byt posilen uvoliiovanim iontt
stiibra, které zméni pH respiracniho epitelu na alkalické, coZ plisobi jako neptiznivé

prostiedi pro pteziti vira (Obr. 11) [49].
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Obrazek 11 — Mechanismus antivirotického pusobeni AgNP proti SARS-CoV-2 (4 — rozvoj virového onemocneni
COVID-19, B — mechanismus piisobeni AgNP viici viru SARS-CoV-2) (36)

3.2.2.3 Antimykoticky ucinek

Vyvoj novych antifungalnich latek se potykd s nedostatkem selektivnich cilti a
vysokou toxicitou nékterych soucasnych antimykotik, zejména polyenil a v mensi mite
azoli. Lékova rezistence vuc¢i antimykotikim piedstavuje rostouci riziko. Studie
zametené na AgNP poskytuji slibnou alternativu v 1é¢b€ mykotickych infekci. AgNP
pusobi jako silné a rychle u¢inné antimykotické ¢inidlo s rozsdhlym spektrem uc¢inkt
proti plisnim. Jejich schopnost pisobit odliSnymi mechanismy mohou pifinést
inovativni feSeni mykotickych infekci a zaroven minimalizovat toxicitu spojenou

s podavanim antimykotik [50].

Mezi vyznamné oportunni patogeny patii kvasinka Candida albicans b&zné ptitomna
v prostiedi gastrointestinalni mikroflory u zdravych jedincti a hlavni pivodce
kandid6zy. Schopnost konverze Candidy albicans mezi kvasinkovou a hyféalni
morfologii hraje klicovou roli v tvorbé biofilmu kvasinky. Struktura biofilmu
predstavuje komplexni uspofadani bunék mikroorganismu propojenych s povrchem a
obklopenych exopolysacharidovou matrici, ktera poskytuje ochranu a umoZziuje
komunikaci mezi bunikami. Pfisedlé¢ buniky v téchto biofilmech maji schopnost
odolavat koncentracim 1é¢iv dokonce 1000krat vy$S§im nez pro planktonni formy

kvasinek [50,51].
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AgNP prokazaly Uc¢innost proti Candida albicans naruSenim jeji bunééné stény,
unikem iontl pory vzniklych v bunééné sténé€, vyvolanim strukturnich zmén uvnitf

bunék a indukei apoptozy (Obr. 12) [50,51].

Obrazek 12 - SEM snimky biofilmu Candida albicans (1 - hyfy, 2 - kvasinky, 3 - poSkozena bunécna sténa, a),
¢) biofilm bez AgNP, b), d) biofilm ovlivnény AgNP po 24 h) (50)

Byly prokazéany fungistatické a fungicidni u€¢inky AgNP vii¢i vybranym patogennim
kvasinkdm zplisobujicim Zivot ohrozujici invazivni plisiové infekce. Fungistaticka
aktivita AgNP o stfednim primeéru 25 nm byla testovdna po ovlivnéni kvasinek
Candida albicans, Candida tropicalis a Candida parapsilosis. Ziskané vysledky
ukazaly, ze AgNP inhibovaly vSechny testované Candida spp. ve velmi nizkych
koncentracich a inhibice byla zavisld na testovaném druhu kvasinek. Nejnizsi IC
AgNP bylo dosazeno proti Candida albicans, stfedni antimykotickou aktivitu
prokdzala Candida tropicalis a Candida parapsilosis byla nejméné citliva ve srovnani
s témito druhy kvasinek. Na zdkladé srovnani IC AgNP s hodnotou IC vybranych
klinicky dostupnych antimykotik (azoly, amfotericin B a kaspofungin) l1ze U¢inky
nanocastic povazovat za srovnatelné nebo dokonce vyssi v piipade stabilizovanych

nanocastic [52].

3.2.3 DalSi vyuziti

Kovové nanocastice jsou intenzivné zkoumany v mnoha odvétvich mediciny. AgNP
jsou predmétem vyzkumu a vyuziti pii 1é€bé popalenin, v antroplastice a prevenci
usazovani bakterii na protézach, katétrech, cévnich Stépech, dentalnich materidlech

[45].
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3.3 Protimikrobni vyuziti kovovych nanoéastic u rezistentnich
intracelularnich bakterii

Rostouci vyskyt nemoci a rezistence viici ATB smétuje ke hledani novych ucinnych
latek a mechanismu piisobeni proti infekénim agens. Dnes se v této oblasti rozviji
vyuziti baktericidniho efektu AgNP proti Siroké Skale gramnegativnich a

grampozitivnich mikroorganismil véetné rezistentnich intracelularnich bakterii [53].

Intracelularni mikroorganismus dokdze zit a mnozit se uvniti hostitelskych bunék.
Intracelularni bakterie se vétSinou nachédzeji uvnitt bunék mononuklearniho
fagocytarniho systému (MPS), jejichz tulohou je odstranovat cizi c¢éstice a
mikroorganismy fagocytozou pii zanétu nebo infekci. MPS je soubor vSech tkanovych
makrofagl a jejich prekurzort. Tkanové makrofagy jsou rozptyleny po celém téle,
nachdzeji se naptiklad v lymfatickych uzlinach, slezing, jatrech a v dalSich tkanich

[54,56].

Intracelularni bakterie vstupuji do fagocytli, ve kterych dokaZou pietvofit
mechanismus fagocytézy ve sviij prospéch na zékladé dvou zakladnich mechanismd.
Po vstupu do hostitelské buniky se cytosolickd bakterie uvolituje z fagosomu do
cytosolu, kde se mnozi. Ptikladem cytosolickych bakterii jsou Listeria
monocytogenes, Shigella flexneri, Burkholderia pseudomallei a Francisella tularensis.
Vakuolarni intracelularni bakterie po vstupu zistava ukryta a replikuje se ve specialni
vakuole. Mezi vyznamné zéastupce vakuolarnich bakterii patii Salmonella

typhimurium, Brucella abortus a Legionella pneumophila [86].

3.4 F. tularensis

3.4.1 Zakladni charakteristika

Francisella tularensis (F. tularensis) je malé, aerobni gramnegativni, fakultativné
intracelularni bakterie, ktera patii mezi vyznamné patogeny lidi a zvitat. Dosahuje
velikosti cca 0,2-0,7 % 0,2 um a ma kratky, tyCinkovity nebo kokovity tvar. Je
nepohyblivéd a nevytvaii spory. Pro jeji riist je vhodné dodrzet optimalni podminky:

aerobni prosttedi, teplota 37 °C a pH 6,9 [55,58].
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Zpusobuje zavazné infekéni onemocnéni zvané tularémie neboli zaje¢i nemoc. Toto
onemocnéni bylo poprvé definovano Georgem McCoyem a Chapinem v roce 1911 pii
vypuknuti moru u syslt. Jednim z nejvyznamnéjsich prikopnickych védcu byl doktor
Edward Francis, ktery tuto bakterii efektivné zkoumal. V roce 1919 ji oznacil jako
Bacterium tularensis po nazvu mésta Tulare County v Kalifornii, kde byla nemoc
roz$ifena mezi hlodavci. Na jeho pamatku vSak dostala bakterie své soucasné jméno

F. tularensis [58,59].

V soucasné dobé jsou rozpoznany Ctyii poddruhy F. tularensis spp. tularensis,
holarctica, mediasiatica a novicida. S ndkazou lidi byvaji spojovany piredevs§im
poddruhy tularensis (typ A) a holarctica (typ B). Poddruh holarctica prokazuje nizsi
virulenci, pomaleji se $ifi a zpisobuje mirngj$i formu onemocnéni oproti poddruhu

tularensis, ktery je vysoce nakazlivy pro lidi a zvitata [59,60].

Vysoka virulence F. tularensis je zptisobena jeji schopnosti napadnout a proliferovat
uvnitt riznych typt hostitelskych bun¢k. Hlavnimi priméarnimi cilovymi buiikami jsou
fagocyty — makrofagy, dendritické bunky, neutrofily, ale dok4ze pronikat i do bun&k
nefagocytarnich jako jsou epitelidlni bunky. Tato bakterie miiZe infikovat i erytrocyty,
ve kterych nejsou zachovany optimalni podminky pro mnozZeni a neni v nich
umoznéna replikace F. tularensis uvniti bunék. Infikované erytrocyty by ale mohly
slouzit jako rezervoar patogenil, zejména v piipadé prenosu infekce krevni cestou

prostfednictvim hmyzich vektort (naptiklad kliSt'ata nebo mouchy) [62].

Bakterie F. tularensis vstupuje do makrofagli procesem fagocytdzy, aby se usadila
fagosomu zvaném FCP (Francisella-containing phagosome). Nasledné bakterie unika
do cytosolu, kde se masivné mnozi. V konecné fazi replikacniho cyklu navozuje
apoptézu hostitelskych bun€k, z nichz se uvoliiuje a napadd dal§i neinfikované

makrofagy [54,67].

3.4.2 Tularémie

Tularémie je zoonotické onemocnéni, jehoz pivodcem je bakterie F. tularensis.
Rezervoarem ndkazy jsou infikované druhy voln€ Zijicich Zivoc€ichli, nejcastéji
hlodavci, zajici a kralici. K pfenosu na clovéka dochazi piimym kontaktem

prostiednictvim ¢lenoveli nebo hmyzich vektort, infikovanou vodou, pozitim
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kontaminované¢ho materidlu nebo vdechovanim aerosolizovanych mikroorganismd.

Ptenos F. tularensis z clovéka na ¢loveéka dosud nebyl zaznamenan [59,61].

Inkubacni doba tohoto onemocnéni dosahuje 3-6 dnii, ve vzacnych piipadech muze
byt i delsi. Nastup klinickych ptiznaki je ndhly a podoba se nespecifickym piiznakiim
chiipkového onemocnéni. Z pocatku se projevuje vysokymi horeckami, zimnici,
bolesti hlavy, svald, slabosti a kaslem. Onemocnéni miize byt doprovdzeno nauzeou,
zvracenim a prijmem. Bez 1éCby tyto pifiznaky pretrvavaji nékolik tydnl, mohou

zpusobit zavazné posSkozeni az smrt pacienta [63,64].

Progradujici symptomy az zivot ohrozujici klinické projevy se vyskytuji v zavislosti
na cest¢ prenosu infekce, infekéni davce a infekénim poddruhu. Dle mista vstupu a
cesty pifenosu rozliSujeme ulceroglanduldrni, glanduldrni, okuloglandulérni,

orofaryngealni, gastrointestinalni, plicni a tyfoidni formu tularémie [63,65].

3.4.3 Formy tularémie
Ulceroglandularni tularémie

Ulceroglandularni forma tularémie je nejcastéjSi formou onemocnéni pienasejici se
pfimym kontaktem s infikovanym zvifetem nebo kousnutim vektorem. V misté vstupu
patogenu se vytvoii maly uzlik s lividnim infiltratem ¢i ulcerujici pustulou v dobé nebo
kratce po nastupu nespecifickych piiznakd vcetn€¢ horecky. Infekce se Casto Siti do
regionalnich lymfatickych uzlin, dochézi k otoku, bolesti a citlivosti lymfatické tkané.
Vyvijejici kozni Gtvar miiZe prejit az do tvorby abscesu. V piipadé€ nevcasné 1écby (do
2 tydnil) mize absces prasknout a uvolnit hnisavy obsah do okoli tkdn¢. Mezi dalsi
symptomy této formy patii Cervené zbarveni klize zndmé jako roseola ¢i zvétSeni

sleziny (splenomegalie) [63,64].
Glandularni tularémie

Glandularni tularémie se oproti ulceroglandurdlni formé& vyznacuje nepiitomnosti
kozni 1éze v misté vstupu infekce. Ostatni klinické ptiznaky byvaji u téchto obou

forem identické [63,66].
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Okuloglandularni tularémie

Pti okulograndulérni tularémii dochazi ke vstupu patogenu prostfednictvim oka. Tato
forma se pfenasi pfimym kontaktem s infikovanymi materialy, ¢asto prostfednictvim
kontaminovanych rukou nebo aerosolem kontaminovanych ¢astic. Je jednou
z nejvzacngjSich forem tularémie a vyznacuje se postizenim o¢i a lymfatickych uzlin.
Mezi o¢ni pifiznaky patii zarudnuti o€, bolest, slzeni, svédéni, vytok a zanét spojivek.
Lymfatické uzliny v okoli o¢i a obli¢ejové oblasti mohou byt zduielé a bolestivé

[63,65,66].
Orofaryngealni a gastrointestinalni tularémie

Orofaryngedlni forma se prokazuje pfitomnosti oralnich puchyil, stomatitidou a
faryngitidou. Projevy gastrointestinalni formy tularémie zahrnuji symptomy jako
napiiklad zvraceni, prijem a v nékterych pifipadech ulcerace stieva. Tato forma
tularémie je prendSena konzumaci nedostatecné tepeln¢ upraveného masa a

prostfednictvim kontaminované vody a jidla [66].
Plicni tularémie

Plicni forma se vyviji v diisledku vdechovani infek¢nich aerosoli ¢i prachti. Obvykle
byva sekundarni komplikaci jinych forem. Dominuji zde respiracni ptiznaky jako
kasel s minimalni produkci sputa, bolest na hrudi, dusnost, dile miize byt pritomna

horecka, tnava a zimnice [30,67].
Tyfoidni tularémie

V pfipadé tyfoidni tularémie nebyla zjiSténa Zadna vstupni brana nebo adenopatie.
Pacienti vykazuji horecku, unavu a nékdy neurologické nebo zaZivaci problémy
(zvraceni, prijjem a bolesti bficha). Pneumonickd forma a tyfoidni forma tularémie
jsou povazovany za systémové formy, protoze se vyvijeji Sifenim bakterii krevnim

systémovym ob&hem [66,67].

3.4.4 Epidemiologie

Tularémie se vyskytuje v riznych Céastech svéta, F. tularensis subsp. tularensis (typ
A) se vyskytuje vyhradné v Severni Americe pfedevsim v oblasti USA. F. tularensis

subsp. holarctica (typ B) je rozsiten po celé severni polokouli véetné Severni Ameriky.

32



Rozsifeni poddruhu mediasiatica je omezeno na stiedni Asii. Poddruh novicida ztidka

zpusobuje onemocnéni u lidi [63,68].

V Evropé¢ je hlavni pfi¢inou tularémie ptivodce typu B [66]. V poslednich letech doslo
k narustu ohnisek piedevsim v Norsku, Svédsku a Finsku. V Ceské republice bylo
hlageno okolo 50 piipadi roéné za minulych 10 let. Ohniska tularémie v CR trvale
vyskytuji v Jihomoravském kraji, obCasnd ohniska nakazy jsou hlaSena z kraji

Jihoceského, Kralovéhradeckého a Pardubického [59,69,70].

3.4.5 Lécba

Lécba je zaloZena na podavani fluorochinolonu nebo tetracyklinu, zatimco u tézkych
forem tularemie jsou doporu¢ovany aminoglykosidy (pfevdzné gentamicin).
Streptomycin byl prvnim pouzivanym ATB v 1écbé tularémie, prokazuje vysokou
ucinnost v 1écbé, ale z diivodu vyrazného nezddouciho ucinku ototoxicity se od jeho
pouzivani postupné opousti. Ciprofloxacin a doxycyklin jsou doporucené léky na
mirnou nebo stiedné tézkou infekci u dospélych. Ciprofloxacin, doxycyklin a
chloramfenikol v kombinaci s aminoglykosidem Ize pouzit k 1é¢bé zavaznych projevi
meningitidy a endokarditidy. Gentamicin je preferovanym aminoglykosidem pro 1é¢bu
tularémie u déti, pfi selhani gentamicinu je nahrazen streptomycinem. Azithromycin
piedstavuje moznost prvni volby lécby tularémie béhem tchotenstvi. Délka 1écby
tularémie se pohybuje od 10 do 14 dni, lze prodlouzit na 21 dni u meningitidy a

endokarditidy [66,71,72].
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Material
Biologicky material

Francisella tularensis subsp. holarctica FSC200

Klinicky izolat (Francisella Strain Collection (FSC) of the Swedish Defense Research

Agency, Umea, Svédsko)

Laboratorni mysi kmene BALB/c (MHC Haplotyp H2d)

Antibiotika

Ciprofloxacin
Gentamicin
Chloramfenicol
Tetracyclin

Penicilin (10 000 U/ml) / Streptomycin (10 mg/ml)

Chemicky material

Ammonium hydroxide solution

Argenti nitras

BD BBL™ Brain Heart Infusion, BHI*
BD BBL™ [soVitaleX™ Enrichment*
BBL™ Hemoglobin

BBL™ Mueller Hinton Broth II, caMHB=*

CellTiter 96® AQueous One Solution Cell

Proliferation Assay

34

Velaz s.r.0.

Sigma-Aldrich, Merck
Sigma-Aldrich, Merck
Bioline

Zymo research

Sigma-Aldrich, Merck

Sigma-Aldrich, Merck
Fagron

Becton Dickinson
Becton Dickinson
Becton Dickinson
Millipore

Promega



Difco™ GC Medium Base Becton Dickinson

Fetal Bovine Serum, FBS+* Sigma-Aldrich, Merck
Maltose monohydrate Sigma-Aldrich, Merck
Phosphate Buffered Saline, PBS+ Sigma-Aldrich, Merck
Poly(acrylic acid) solution Sigma-Aldrich, Merck
Sodium hydroxide Lach-Ner s.r.o.
StableCell™ DMEM - high glucose medium= Sigma-Aldrich, Merck
Trypanova modft Lachema s.r.o.
Stiibrné nanocastice AgNP 10 nm KFCh, PtF, UPOL
Stiibrné nanocastice AgNP 30 nm KFCh, PtF, UPOL

*Pro piipravu kultivaénich médii

Kultiva¢ni média
BHI médium

9,25 ¢ BD BBL™ Brain Heart Infusion bylo rozpusténo ve 250 ml deionizované
vody (dH20), nésledovala Gprava pH na 6,8. Poté byl roztok sterilizovan pomoci
membranového filtru (0,22 pm, Express™ Plus, Millipore).

caMHB médium

5,5 g BBL™ Mueller Hinton Broth II bylo rozpusténo ve 250 ml dH»O. Nasledovala
sterilizace v autoklavu pii 121 °C po dobu 20 minut. Tésné ptfed pouZitim byl k
hotovému kultivaénimu médiu pfidan IsoVitaleX™ Enrichment ve findlni

koncentraci 2 %.

BMM médium sloZent: médium StableCell™ DMEM

10% FBS

10% médium z 1.929
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Chamberlainovo médium

Chamberlainovo médium (ChM) bylo poskytnuto pracovniky Katedry molekularni

patologie a biologie Vojenské I¢karské fakulty, Univerzity obrany jiz pfipravené

podle postupu publikovaného v Chamberlain RE, 1965 [73].

PBS

1 tableta Phosphat Buffered Saline byla rozpusténa ve 200 ml dH>O, nasledovala

sterilizace v autoklavu pii 121 °C po dobu 20 minut.

Kultivaéni ptida

McLeod agar slozeni:

1. Roztok Difco™ GC Medium Base 72 g

deionizovana voda 1 1

Slozky roztoku 1 byly smiseny a ponechany do druhého dne v chladu.

2. Roztok BBL™ Hemoglobin 20 g

deionizovana voda 1 1

Slozky roztoku 2 byly smiseny a za stdlého michani ponechany pfi laboratorni teploté

k nabobtnani do druhého dne.

V den ptipravy ploten byla provedena sterilizace obou roztokii v autoklavu (121 °C,

20 minut), nasledné byly spojeny a promichany. Po vytemperovani na teplotu 50 °C

byl pfidan IsoVitalex™ Enrichment o objemu 20 ml a smés byla vylita na Petriho

misky.
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4.2 Pristroje

Laminarni box Bioair S@feflow 1.2 BioAir Instruments

CO; inkubdator 5215-2 53 SHEL LAB Sheldon Manufacturing
CO2 inkubator MCO-170AICUVD PHC comporation
Denzitometr CO 8000 WPA comporation
Reader Synergy H1 BioTek

Trepacka IKA MS 3 digital Sigma-Aldrich, Merck
Centrifuga Heraeus Megafure 16 R Thermo Fisher Scientific
Mikroskop ECLIPSE Ts2 Nikon

Magneticka michacka IKA-WERKE RT 5 power, IKA-Werke
100-1000 ot/min

Zetasizer Nano ZS Malvern Panalytical, Malvern

Analytické vahy Ohaus Discovery, max. 210 g, Ohaus comporation
d=0,1 mg

4.3 Pouzité metody

4.3.1 Priprava AgNP

AgNP byly pfipraveny metodou chemické redukce v laboratofich Katedry
farmaceutické technologie. Pii této metodé doslo k redukci Ag” ionti na Ag® v roztoku
pomoci redukénich c¢inidel. Dusi¢nan stiibrny AgNOs zde pusobil jako zdroj
stiibrnych iontl. Pfi prvnim pokusu byla pouzita maltéza jako redukéni ¢inidlo za
ucelem piipravy AgNP velikosti 30 nm (AgNP30). V druhém ptipad¢ syntézy AgNP
velikosti 10 nm (AgNP10) tuto funkci plnil tetraboritan sodny NaBH4, navic zde byla

pfidana kyselina polyakrylova (PAA) za ucelem stabilizace vzorku.
Syntéza AgNP s maltozou

Syntéza AgNP30 zahrnovala piipravu 4 roztok z ¢isténé vody a vypocitaného

mnozstvi/objemu surovin dusi¢nanu stiibrného AgNO3, amoniaku NH3, hydroxidu
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sodného NaOH, maltozy dle pozadovanych koncentraci (Tab. 1). Jednotlivé suroviny
byly navazeny (NHs byl napipetovan), rozpustény v ¢aste¢ném mnozstvi ¢isténé vody
a kvantitativné prevedeny do 250ml odmérnych ban¢€k, v ptipad¢ maltdézy do 50 ml.

Kédinka s magnetickym michadlem byla umisténa na magnetickou michacku. Do
kadinky bylo v nésledujicim potadi postupné napipetovano 5 ml pfipraveného roztoku
AgNOs3, 1,25 ml NHs, 12,75 ml ¢isténé vody, 1 ml NaOH a 5 ml maltézy. Nésledné

byl vzorek 10 minut ponechéan za stdlého michéni na magnetické michacce.

Tabulka 1 — Prehled pripravovanych roztokii s pozadovanymi koncentracemi pri syntéze AgNP

Pripravovany roztok PoZzadovana koncentrace roztoku
AgNOs 5x10°M
NH; 0,1 M
NaOH 0,24 M
Maltoza 5x102M
Syntéza AgNP s NaBH4

Pii syntéze AgNP10 byly pfipraveny 3 roztoky z ¢isténé vody a vypocitaného
mnozstvi/objemu surovin dusi¢nanu stiibrného AgNO3, amoniaku NH3, tetraboritanu
sodného NaBHj4 dle pozadovanych koncentraci (Tab. 2). Jednotlivé suroviny byly
navazeny (napipetovany), rozpustény v C¢asteném mnozstvi CiSténé vody a
kvantitativné prevedeny do 250ml odmérnych ban¢k. S vyjimkou NaBH4 ptfevedené¢ho
do 100ml odmérné banky ponofené v ledové lazni, ptfipravené¢ho az tésné pred
smisenim jednotlivych roztokl a ¢iSt€né vody. Pii manipulaci s NaBH4 bylo nutné
dulezité¢ dodrzovat bezpecnostni opatieni. Prace byla provedena v laminarnim boxu za

soucasného pouZiti ochrannych pomtcek.

Tabulka 2 - Prehled pripravovanych roztokii s pozadovanymi koncentracemi pri syntéze AgNP

Pripravovany roztok PoZzadovana koncentrace roztoku
AgNO; 5x10°M
NH3 0,1 M
NaBHj4 0,01 M
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Do kadinky s magnetickym michadlem umisténé na magnetické michacce byly
postupné pridany slozky v nasledujicim potadi: 5 ml roztoku AgNOs3, 0,625 ml NHs,
14,34 ml cisténé vody, 36 pl 0,05% PAA a 5 ml NaBH4 Suspenze AgNP byla

ponechana za stalého michani 10 minut na magnetické michacce.

Takto pripravené vzorky suspenzi AgNP byly ponechany pii pokojové teploté¢ do

druhého dne za uc¢elem vyhodnoceni.

4.3.2 Hodnoceni AgNP

Ptipravené AgNP byly charakterizovany z hlediska jejich velikosti a polydisperzity
pomoci dynamického rozptylu svétla (Zetasizer Nano ZS). Vzorky byly nafedény
ultracistou vodou na kone¢nou koncentraci ¢astic 1,5 mg/ml a umistény do standardni
polystyrenové kyvety. Intenzita rozptyleného svétla byla detekovana pti tthlu zpétného
rozptylu 173°. Velikost a polydisperzita NS byly vypocteny na zakladé protokolu o
distribuci intenzity velikosti. Viskozita média byla zvolena stejnd jako u vody.
Vsechny vzorky byly meéfeny tfikrat a kazdé méfeni zahrnovalo nejméné 12

nezavislych beht.

4.3.3 Sledovani rustu bakterie F. tularensis ovlivhéné ATB
nebo AgNP

4.3.3.1 Priprava bakterialni kultury

Tti dny pfed pokusem byly ze zamraZené zasobni kultury F. tularensis ptipraveny tzv.
zasobni pudy. Zasobni kultury byly ithned po rozmraZeni masivné vysety na McLeod
agar (50 ul/plotna) a inkubovany 48-72 hodin pii 37 °C. Nasledn¢, den pied pokusem,
byla ¢ast kultury ze zasobni plotny pfenesena bakteriologickou klickou na novou

McLeod plotnu a inkubovana po dobu 24 hodin pti 37 °C (pasaz 1, P1).

V den pokusu byla z bakterialni kultury P1 a fosfatového pufrovaného roztoku (PBS)
pfipravena suspenze s optickou hustotou (ODsoonm) 1, coz odpovida ptiblizné
koncentraci 3 x 10° bakterii/ml. Jeden ml této suspenze byl pfemistén do centrifuga¢ni
zkumavky a centrifugovan 7 minut pii 3600 x g. Oddéleny supernatant byl odebran a

peleta bakterii byla resuspendovana v 1 ml BHI média.
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Pocet bakterii v pfipravené suspenzi byl ovéfen nepiimou kultivacni, tzv. plotnovou
metodou vysevu s naslednym odectem kolonii tvoficich jednotek (CFU). Do 7
sterilnich zkumavek bylo napipetovano 450 pl roztoku PBS a do zkumavky c¢islo 1
bylo pfiddno 50 upl bakteridlni suspenze ODeoonm=1,0 (fedéni 10"). Po peélivém
promichani bylo 50 pl ze zkumavky ¢islo 1 pfeneseno do zkumavky cislo 2 (fedéni
10?) a stejnym zptisobem se pokratovalo az do zkumavky &islo 7 (fedéni 107).
Z posledni zkumavky s fedénim 1077 byl duplicitné proveden vysev 50 pl po celém
povrchu McLeod plotny (Obr. 13). Narostlé kolonie byly spocitany po 72 h kultivaci

v termostatu pti 37 °C.

Pocet bakterii v 1 ml ptivodni suspenze byl piepocitan dle nasledujiciho vzorce:

CFU/ml = primérny pocet kolonii x 20 x kladna hodnota vysetého Fedéni

450 I PBS
450 pl PBS
450 pl PBS
450 I PBS
450 ul PBS
450 I PBS
450 I PBS

Zg
28
-3
xvl
T =2
&3

I (e

50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50ul 50l 50 pl 50 pl
Redeni 101 102 103 10* 10° 10° 107 50 pl

Obrazek 13 - Schéma metody pocitani CFU

4.3.3.2 Priprava koncentra€ni rady ATB

Rist bakterie F. tularensis byl sledovan v pfitomnosti 4 antibiotik (gentamicin

tetracyklin, chloramfenikol a ciprofloxacin) v daném koncentracnim rozmezi (Tab. 3).
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Tabulka 3 - Pouzita ATB, koncentrace zdasobnich roztokii ATB, koncentrace pracovnich roztokii ATB v BHI a
koncentracni rozmezi pri testovani citlivosti bakterie F. tularensis

Koncentrace
Antibiotikum | zasobni pracovni koncentraéni vysledné
roztok roztok v BHI rozmezi rozmezi v testu
Gentamicin 10 mg/ml 32 pg/ml 32-0,25 pg/ml | 16-0,125 pg/ml
Tetracyklin 10 mg/ml 32 pg/ml 32-0,25 pg/ml | 16-0,125 pg/ml
Chloramfenikol | 50 mg/ml 32 pg/ml 32-0,25 ug/ml | 16-0,125 pg/ml
Ciprofloxacin | 2 mg/ml 2 pg/ml 2-0,016 pg/ml | 1-0,008 png/ml

Tésné pred samotnym testovanim citlivosti bakterie byl pro kazdé¢ zkouSené

antibiotikum pfipraven cerstvy pracovni roztok a koncentracni fada. V prvni

zkumavce ATB dosahovalo nejvyssi koncentrace (pracovni roztok v BHI). Do

nasledujici zkumavky v fadé€ byl poté pfenasen objem 500 pl z ptedchozi zkumavky a

smisen s 500 pl napipetovaného kultiva¢niho média BHI (Obr. 14). Koncentrace ATB

se tak ve zkumavce snizila vZdy na polovinu. Obsah zkumavky byl vzdy pted kazdym

fedénim fadn€ promichan pomoci tfepacky. Timto zpilisobem bylo pfipraveno

dvojkové fedéni testovanych ATB o 8 riznych koncentracich.
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Obrazek 14 - Schéma pripravy redici Fady ATB
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4.3.3.3 Priprava koncentraéni rady AgNP

Inhibice rastu bakterie F. tularensis byla testovana za ptitomnosti AgNP10 a AgNP30

v daném koncentra¢nim rozmezi (Tab. 4).

Tabulka 4 - Pouzité AgNP, koncentrace zasobnich roztokit AGNP a koncentracni rozmezi pri testovani citlivosti

bakterie F. tularensis

Koncentrace

AgNP . . koncentraéni vysledné rozmezi
zasobni roztok .
rozmezi v testu

10 nm 108 mg/1 60-10 pg/ml 30-5 pg/ml

108-60 pg/ml 54-30 pg/ml
30 nm 108 mg/1

60-10 pg/ml 30-5 pg/ml

Tésné pred testovanim rustu bakterie byly pfipraveny roztoky AgNP v kultivaénim
médiu BHI dle vybraného koncentracniho rozmezi (Obr. 15). Nejvyssi koncentrace
AgNP byla ve zkumavce ¢islo 1, postupné bylo mnozstvi AgNP ve zkumavkach
snizovano. Jednotlivé zkumavky s riznymi objemy AgNP byly doplnény kultivacnim
médiem do 1 ml a potfepany pomoci tfepacky k zajisténi dikladné homogenizace

slozek.
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Obrazek 15 - Schéma pripravy AgNP v kultivacnim médiu BHI dle pozadované koncentrace

4.3.3.4 Provedeni testu inhibice ristu s ATB

Testovana ATB v kultivaénim médiu BHI byla nanesena na 96-jamkovou
mikrotitraéni desticku typu TPP96 (Obr. 16). Jednotlivé slozky (ATB, bakteridlni
suspenze) byly napipetovany vzdy v objemu 100 pl. Vysledny objem v jamce tak
odpovidal 200 pl. Krajni jamky byly vyplnény 300 ul sterilni dH>O z diivodu

zabranéni odpatrovani.

Pti kazdém testu byly pouzity dvé vybrand ATB. Do jamek fadki B-D (sloupce 2-10)
bylo naneseno prvni testované ATB v pfipravené koncentracni fad¢. Stejnym
zptisobem byl nanesen objem druhého testovaného ATB do jamek fadka E-G (sloupce
2-10). Do jamek obsahujicich ATB (sloupce 3-10) byla ptfidéana bakterialni suspenze
s vyslednou koncentraci 2 x 107 bakterii/jamku. Do jamek sloupce 11 bylo
napipetovano Cisté kultivaéni médium BHI (100 pl) a suspenze bakterii. Jednalo o
pozitivni kontrolu riistu mikroorganismit bez ATB. Negativni kontrola (sloupec 2)

obsahovala nejvyssi koncentrace vybranych ATB bez bakterialni suspenze.
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Obrazek 16 - Schéma prikladu naneseni ATB a bakterialni suspenze na 96—jamkovy panel (4 - koncentrace ATB
pred pridanim bakterialni suspenze/média;, B - vysledna koncentrace ATB po pridani bakterialni
suspenze/média; NC - negativni kontrola; PC - pozitivni kontrola, CHL — chloramfenikol, CIP - ciprofloxacin)

4.3.3.5 Provedeni testu inhibice ristu s AQNP

Na 96-jamkovou desticku typu TPP96 byly naneseny jednotlivé slozky v objemu 100
ul podle schématu (Obr. 17). Vysledny objem v jamce odpovidal 200 pl. Testované
AgNP10 nebo AgNP30 byly napipetovany dle ptipravené koncentra¢ni fady do jamek
fadkit B-G (sloupce 2-9). Bakteridlni suspenze F. tularensis byla ptidana jen do
poloviny jamek fadkti B-G (sloupce 6-10, Obr. 17 zelend barva) s vyslednou
koncentraci 2 x 107 bakterii/jamku. Do druhé poloviny bylo pfidano ¢isté BHI médium
(sloupce 2-5, Obr. 17 Zluta barva). Jamky sloupce 10 byly vyplnény ¢istym médiem

BHI a bakterialni suspenzi. Jednalo se o pozitivni kontrolu bez AgNP. Negativni

44



kontrola v fadku G (sloupec 2-5) obsahovala nejvyssi koncentrace vybranych AgNP
bez bakteridlni suspenze. Do jamek sloupce 11 bylo napipetovano 200 pl ¢istého BHI,
jako kontrola pro vylouc¢eni mozné kontaminace kultivatniho média. Zbylé krajni

jamky byly naplnény 300 pl sterilni dH»O z diivodu zabranéni odpatovani.
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Obrazek 17 - Schéma naneseni vzorkit AGNP a bakterialni suspenze (zelend) na 96—jamkovy panel (A -
koncentrace AgNP pred pridanim bakterialni suspenze/média; B - vysledna koncentrace AgNP po pridani
bakterialni suspenze/média; NC - negativni kontrola; PC — pozitivni kontrola)
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Takto pfipravené uzaviené mikrotitracni desti¢ky byly vlozeny do pfednastaveného
a vytemperovaného spektrofotometru Synergy H1 (Tab. 5). Pfistroj méfil absorbanci
v jednotlivych jamkach pti vinové délce 620 nm po dobu 25 hodin. Z namétenych dat
byly nasledné sestaveny rustové kiivky v programu Microsoft Excel pro vyhodnoceni

vysledkd.
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Tabulka 5 - Parametry méreni spektrofotometrem Synergy HI (BioTek)

Parametr Nastaveni
Vlnova délka 620 nm

Teplota 37°C

Pocet cykla 25

Délka cyklu 60 min

Tiepani orbitalni, 180/min

4.3.4 Sledovani stability AgNP v kultiva€nich médiich

AgNP10 nebo AgNP30 v zasobni koncentraci 108 pg/ml byly naneseny na 96-
jamkovou mikrotitraéni desticku a smichdny s vybranymi kultivaénimi médii v
poméru 1:1. K testovani bylo pouzito chemicky definované Chamberlainovo médium
(ChM), BHI médium, caMHB médium, caMHB médium s pfidavkem IsoVitaleX™
Enrichment (ISV) ve finalni koncentraci 2 % a BHI médium obohacené piidavkem
aminokyseliny cysteinu (Cys) v koncentraci 0,1 %. Zbarveni takto namichanych
disperzi bylo zdokumentovano pomoci fotoaparatu ihned po naneseni. Po 1 hodin¢
inkubace pii1 pokojové teploté bylo provedeno vizudlni vyhodnoceni a porovnéano se

stavem ihned po naneseni na mikrotitra¢ni desticku.

4.3.5 Izolace a kultivace primarnich mysich kostné-drefiovych
makrofagu

Primarni mysi kostné-dfeniové makrofagy (BMM) byly pfipraveny diferenciaci bunek,
ziskanych vyplachem kostni diené ze stehennich a holennich kosti, v médiu s obsahem
rustového faktoru M-CSF. Jako zdroj riistového faktoru byl pouzit supernatant ziskany

kultivaci bunék 1L.929.

Mysi kmene BALB/c byly uspany v diethylétheru a usmrceny stfihem do krénich
tepen. Nasledovala dezinfekce bficha a zadnich nohou 70% ethanolem. Rez byl veden
od bfisni dutiny smérem k zadnim koncetindm zvifete. V oblasti panve byly kosti

zadnich koncetin oddé€leny od téla a uchovany v médiu DMEM.
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Dalsi kroky byly provadény ve sterilnim prostedi lamindrniho boxu. Vypreparované
zadni koncetiny byly vydezinfikovany ponofenim do 70% ethanolu na cca 1 minutu a
poté oplachnuty DMEM médiem. Kosti byly ocistény od svalové a pojivové tkané
sterilnim netkanym textilem. Stehenni a holenni kost byla odd€lena v kolennim
kloubu. Konce kosti byly odstfizeny tésné¢ pod kloubni hlavici a pomoci jehly
proplachnuty ptiblizn¢ 2 ml média z obou stran do 50ml zkumavky. Zbytky télni tkané
ve vyplachu se nechaly usadit na dno zkumavky a supernatant byl pfenesen do nové

50ml zkumavky a zcentrifugovéan po dobu 7 minut pii 400 x g, pii pokojové teploté.

Supernatant byl opatrné odstranén a kostné-dieniové buniky na dné¢ zkumavky byly
resuspendovany v 10 ml roztoku BMM média s ATB (penicilin 10000 U/ml a
streptomycin 50 pg/ml). Koncentrace bunék v 1 ml suspenze byla stanovena
v Biirkerové komtrce. Nafedénd suspenze o objemu 10 pl byla smichdna s 10
ul trypanové modrfi, nanesena do Biirkerovy komirky a pocet bun¢k byl spocitan
pomoci optického mikroskopu (zvétSeni 200x). Bunéénd suspenze byla nasledné
rozdélena do Petriho misek o priméru 10 cm tak, aby v kazdé misce bylo pfiblizné 5-
6 x 10° bungk. Do kazdé misky bylo doplnéno BMM médium s ATB do objemu 15
ml. Bunky se ponechaly diferenciovat v BMM v inkubatoru pfii teploté¢ 37 °C v
piitomnosti 5% COs. Z 1 kusu mysi lze timto zpiisobem ziskat piiblizné 1,5 x 107

bunék.

Po 3 dnech byla provedena vyména média za nové BMM médium bez ATB. Po 7
dnech diferenciované BMM byly vyuZity k testovani proliferace BMM ovlivnénych
AgNP.
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4.3.6 Proliferace kostné-dienovych makrofagt ovlivnénych
AgNP

4.3.6.1 Sklizeni diferenciovanych kostné-drenovych
makrofagu a nasazeni na 96—jamkovy panel

Diferenciované BMM kultivované na Petriho miskédch byly zkontrolovany pod
optickym mikroskopem. Pomoci pipety bylo odebrano médium a buniky adherované
na dné byly oplachnuty 10 ml PBS. Nasledn¢ byl k promytym bunikam ptidan ledové
vychlazeny PBS o objemu 4-5 ml do kazdé Petriho misky. Mikrotitra¢ni desticka byla
inkubovana pfi teploté 4 °C po dobu 5 minut. Op&tovnym nasavanim a vytlaovanim
tekutiny sérologickou pipetou byly bunky odlou¢eny ode dna Petriho misky, vznikla
suspenze byla pfenesena do 50ml zkumavky. Obsah zkumavky byl zcentrifugovan pfi
400 x g po dobu 10 minut. Supernatant byl odstranén a buniky usazené na dné
zkumavky byly resuspendovany v 10 ml DMEM s 10% fetalnim bovinnim séru (FBS).
Pocitanim v Biirkerové komiirce bylo stanoveno mnozstvi bunék v 1 ml média a
koncentrace bun&k byla upravena na 5 x 10* bun&k / 100 pl. Buiiky byly naneseny na
mikrotitracni desticku TPP96 podle schématu (Obr. 18) v mnozstvi 100 pl bunééné
suspenze do jedné¢ jamky a ponechany k adhezi do druhého dne v inkubatoru pfi

teploté 37 °C v ptitomnosti 5% COx.

BMM buriky

DMEM médium

000000000000

ST O M MO0 m@ >\

Obrazek 18 - Schéma naneseni bunek BMM na 96-jamkovy panel (B - buitky BMM, Sedé pozadi jamek -
DMEM médium)
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4.3.6.2 Ovlivnéni bunék AgNP

Jednotlivé  koncentrace testovanych AgNP byly pfipraveny ve sterilnich
mikrozkumavkach nafedénim potfebnym mnozstvim DMEM média (Tab. 6) a
dikladné promichany.

Tabulka 6 - Mnozstvi AgNP 10/30 nm a DMEM média dle testovaného poméru, vysledna koncentrace vzorku

AgNI;’O:Ill)lli/liEM 1(;?2‘?(1)\I rll)m DMEM k(lecs(:fl?:aace

1:1 500 pl 500 pl 50 pg/ml
1:10 100 pl 900 pl 10 pg/ml
1:12,5 80 ul 920 pul 8 ng/ml
1:20 50 ul 950 pl 5 pg/ml
1:25 40 pul 960 ul 4 pg/ml
1:50 20 ul 980 ul 2 pg/ml
1:100 10 ul 990 ul 1 pg/ml

Z jamek mikrotitracni desticky s naadherovanymi bunkami bylo kompletné
odstranéno médium. Do kazdé jamky pak bylo napipetovano 100 pl piislusného
vzorku AgNP dle schématu (Obr. 19). AgNP10 nebo AgNP30, nafedéné DMEM
médiem dle testovaného poméru, byly naneseny do jamek tadkd B-D (sloupce 3-10).
K buiikdm v jamkéch ve sloupci 2 bylo napipetovano pouze DMEM médium (bez

AgNP) slouZici jako kontrola.

Do jamek tadkt E-G (bez buné€k) bylo naneseno DMEM médium (sloupec 2) a AgNP
o dané koncentraci (sloupce 3-10) pro odecteni pozadi a kontrolu agregace. Okolni
prazdné jamky byly vyplnény 100 pl sterilni dH>O z divodu zabranéni odpatfovani.
Bunky s AgNP byly inkubovany po dobu 24 hodin pii teploté 37 °C za aerobnich
podminek 5% COx.
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Obrazek 19 - Schéma nanesent bunék BMM na 96-jamkovy panel (B - buiiky BMM, Sedé pozadi jamek -
DMEM médium)

/Ic)ﬂrnoow>\

4.3.6.3 Stanoveni proliferace pomoci MTS testu

MTS test se fadi mezi kolorimetrickou metodu pro stanoveni poctu Zivotaschopnych
bunék v testech proliferace, cytotoxicity nebo chemosenzitivity [74]. Dané testovani
bylo provedeno pomoci komeréniho kitu CellTiter 96 AQueous One Solution dle
navodu vyrobce. Tento kit obsahuje tetrazoliovou slouc¢eninu 3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-5-(3-karboxymethoxyfenyl)-2-(4-sulfofenyl)-2H-tetrazolium, ktera je
redukovana enzymem dehydrogenazou na tmavé modfe zbarveny formazan. K této

reakci dochazi pouze v zivych metabolicky aktivnich buiikach [75].

Test byl proveden podle ndvodu dodané¢ho vyrobcem kitu. Do kazdé jamky 96-
jamkového panelu bylo napipetovano 20 pl roztoku CellTiter 96® AQueous One
Solution a po 4 hodinové inkubaci pii 37°C, 5% CO- byla prométena absorbance pii

vlnové délce 490 nm pomoci spektrofotometru Synergy HI1.

Z naméfenych dat byly sestaveny grafy v programu Microsoft Excel pro vyhodnoceni

vysledkd.
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5 Vysledky

5.1 Sledovani stability AgNP v kultivaénich médiich

Stabilita AgNP byla sledovana vizudlnim porovnanim zbarveni po 1-hodinové
inkubaci v daném médiu v poméru 1:1. Vyraznéj$i zména zabarveni svéd¢i o
nestabilit¢ AgNP v daném médiu projevujici se jejich agregaci a néslednou
sedimentaci. V piipadé AgNP10 (Obr. 20) dosSlo k nejvyraznéj§i zméné zbarveni
Chamberlainova média, kdy doslo k vyraznému ztmavnuti ihned po pfidani k ¢asticim.
% cysteinu a caMHB s ptidavkem 2 % Isovitalexu. U AgNP30 (Obr. 21) doslo k jesté

intenzivnéj§im barevnym zménam u vSech testovanych médii, s vyjimkou BHI.

Na zéklad¢ téchto vysledka Ize usoudit, ze AgNP10 jsou stabilni v BHI a caMHB
médiu, veétsi castice AgNP30 jsou stabilni pouze v BHI médiu. Z tohoto diivodu bylo

v dalSich experimentech pouzito médium BHI.

Obrazek 20 — Sledovani stability AgNP10 ve vybranych kultivacnich médiich na zdaklade zmény zbarveni (A -
vzhled ihned po smichani AgNP10 s médii v poméru 1:1, B — vzhled po I-hodinové inkubaci, Cys — cystein, ISV -
IsoVitaleX™ Enrichment)
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Obrazek 21 — Sledovani stability AgNP30 ve vybranych kultivacnich médiich na zakladeé zmeény zbarveni (A —
vzhled ihned po smichani AgNP30 s médii v poméru 1:1, B — vzhled po 1-hodinové inkubaci, Cys — cystein, ISV -
IsoVitaleX™ Enrichment)
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5.2 Sledovani rustu bakterie F. tularensis ovlivhéné ATB nebo
AgNP

Rust bakterie F. tularensis byl sledovan po ovlivnéni konkrétnimi ATB nebo AgNP10
a AgNP30 v danych koncentra¢nich rozmezich. Mezi testovand ATB byl zahrnut
gentamicin, tetracyklin, chloramfenikol a ciprofloxacin. Rist bakterie v tekutém
médiu se projevoval formou zékalu, ktery byl sledovan v pravidelnych casovych
intervalech stanovenim absorbance pii vinové délce 620 nm pomoci spektrofotometru.
Grafickym  vynesenim  hodnot absorbance naméfenych v pravidelnych
jednohodinovych intervalech byla sestavena rustova kiivka. Rustova kiivka umoznila
v ¢ase sledovat dynamiku ristu bakterie pod vlivem ATB nebo AgNP a srovnat
s ristem bakterie neovlivnéné. Z kiivky byly ureny inhibi¢ni koncentrace (IC)

cvwvr

inhibovan rust daného kmene mikroorganismu.

5.2.1 Test inhibice riustu s ATB

Za Ucelem zavedeni dané metodiky a ovéfeni inhibi¢niho efektu vybranych ATB na
F. tularensis v naSich experimentalnich podminkach, byl riist této bakterie sledovan
v BHI médiu s pfidanym ATB v riznych koncentracich po dobu 24 hodin. V
pravidelnych casovych intervalech byl prométfen zakal bakteridlni suspenze a ze
ziskanych hodnot byla sestrojena rastova kiivka. Pro kazdé ATB byl experiment
zopakovan za stejnych podminek minimalné€ 3x, pouze v piipad¢ chloramfenikolu 2x.
Pro demonstraci je zde ukazéana rastova kiivka vzdy jen z jednoho vybraného pokusu.
Ristove kiivky ze vSech dalSich méfeni nicméné vykazovaly aZ na vyjimky stejny
prubéh.

U dvou provedenych experiment doslo k 90% inhibici ristu bakterie (ICoo) v BHI
médiu s gentamicinem v koncentraci 1 pg/ml, v jednom opakovani v§ak hodnota ICoo
odpovidala koncentraci 0,5 pg/ml. Hodnota ICog byla proto stanovena v rozmezi 0,5-
1 pg/ml. U vyssich koncentraci (2-16 pg/ml) byla inhibice ristu vzdy prakticky 100
% (Obr. 22, Obr. 23, Tab. 7). Gentamicin v koncentraci 0,5 pg/ml, resp. 0,25 ng/ml (u
jednoho pokusu) zamezil ristu F. tularensis ptiblizn€ ze 45-50 %. NiZ§i koncentrace

rust bakterie neovliviiovaly.
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Obrazek 22 - Rust bakterie F. tularensis v médiu s gentamicinem (NC - negativni kontrola, nejvyssi
koncentrace ATB bez bakterie, PC - pozitivni kontrola bakterie bez ATB)

Tabulka 7 - Testované koncentrace gentamicinu
[ug/ml], rozdil absorbance zmérené po 24 ha 1 h

120% inkubaci, inhibice rustu [%] (IC90 — oznaceno *)
< 100% — ® Inhibi st
2 80% ¢ [ug/ml] | A24n-A1n i E(?/i]rus "
g 60% 16 -0,004 100,92%
é 40% 8 -0,003 100,69%
= 20% 4 -0,001 100,31%
0% 2 0,005 98,85%
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
1* 0,040 90,69%
¢ [pg/ml]
o
Obrazek 23 - Grafické vyjadreni koncentrace 0,5 0,234 45,96%
gentamicinu [ug/ml] v zavislosti na inhibici rustu [%] 0,25 0,365 15,70%
v case 24 h (ICy - oznaceno Sipkou) 0.125 0.397 8.24%,

Vysledky 90% inhibice rustu tetracyklinu provedené ve tfech experimentech byly
nejednotné, proto je ICoo uvedena v koncentra¢nim rozmezi 0,5-4 pg/ml. V prvnim
méteni odpovidala ICoo koncentraci 1 pg/ml, v dal§im opakovani byla tato hodnota
dosaZena pii koncentraci 0,5 pg/ml. Pfi tfetim experimentu tetracyklin projevil
optimalni Gi€innost potlaceni ristu bakterie F. tularensis pti koncentraci 4 pg/ml (ICo0)
a vyssich (Obr. 24, Obr. 25). Pfi koncentraci 0,125 pg/ml byl patrny inhibi¢ni efekt
mezi 45-60 %. (Tab. 8).
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Cas [h]

——NC —8— 16 8§ —0—4 —0—2 | ——0,5 ——0,25 —8—0,125 —8—PC

Koncentace [pg/ml]

Obrazek 24 - Rust bakterie F. tularensis v médiu s tetracyklinem (NC - negativni kontrola, nejvyssi

koncentrace ATB bez bakterie, PC - pozitivni kontrola bakterie bez ATB)

Tabulka 8 - Testované koncentrace tetracyklinu
120% [ug/ml], rozdil absorbance zmérené po 24 ha 1 h
inkubaci, inhibice ristu [%] (IC90 — oznaceno *)

__ 100% —L -
S Inhibice
E 80% \ ¢ [ng/ml] | Azan-Am | Lo (%]
5 60% 16 0,029 92,96 %
;E 40% 8 0,026 93,76 %
= 20% 4* 0,027 93,44 %
0% 2 0,052 87,44 %
0 2 4 6 8 1012 14 16 18 1 0.057 86.32 %
1 2 2
¢ Lug/m] 0,5 0068 | 83.76%
Obrazek 25 - Grafickeé vyjadreni koncentrace
tetracyklinu [ug/ml] v zavislosti na inhibici riistu 0,25 0,112 73,20 %
[%] v ¢ase 24 h (ICyo - oznaceno Sipkou) 0.125 0.193 53.68 %

Z grafu rstovych kiivek (Obr. 26) 1ze usoudit, Ze k prvnim zndmkam ovlivnéni riistu
F'. tularensis doslo u ciprofloxacinu pii koncentraci 0,016 pg/ml. V tomto ptipadé byla
dosazena 35% inhibice riistu, pti koncentraci 0,031 pg/ml byl riist inhibovéan z 66 %
(Tab. 9). Antibakterialni ucinnost s disledkem 90% inhibice rastu (ICqo) se projevila
pti koncentraci 0,25 pg/ml (Tab. 9, Obr. 27). V ptipadé nejnizsi koncentrace (0,008

nug/ml) byla bakterie vici danému ATB téméf rezistentni. Prabéh rastovych kiivek a

koncentrace odpovidajici ICoo byly identické 1 v dalSich méfeni.
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Ciprofloxacin
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Cas [h]

——NC —0—1 0,5 —8—0,25 —8—0,125 0,063 ——0,031 —8—0,016 —8—0,008 —@—PC
Koncentace [pug/ml]

Obrazek 26 - Ruist bakterie F. tularensis v médiu s ciprofloxacinem (NC - negativni kontrola, nejvyssi
koncentrace ATB bez bakterie, PC - pozitivni kontrola bakterie bez ATB)

Tabulka 9 - Testované koncentrace ciprofloxacinu

120% [ug/ml], rozdil absorbance zmérené po 24 ha I h
__100% inkubaci, inhibice rustu [%] (IC9o - oznaceno *)
X oy e
= 80% ) Inhibice
2 \ ¢ [ng/ml] | Az24n-A1n riistu [%]
8 1 0,023 94,22 %
2 40%
E . 0,5 0,029 92,62 %
’ 0,25* 0,038 90,36 %
0%
¢ [ug/ml] 0,063 0,111 72,00 %
Obrizek 27 - Grafick enik 0,031 0,135 66,14 %
raze, - Grafické vyjadreni koncentrace
ciprofloxacinu [ug/ml] v zavislosti na inhibici ristu 070 16 0,259 34,95 %
[%] v ¢ase 24 h (ICy0 - oznaceno Sipkou) 0,008 0,362 9,05 %

Chloramfenikol vzdy zcela inhiboval rast populace bakterie F. tularensis v
koncentraci 4 pg/ml a vyssi. (Obr. 28, Obr. 29). ICy odpovidala ptiblizné koncentraci
2 pg/ml (Tab. 10). V koncentratnim rozmezi 0,125-0,25 pg/ml byla bakterie vici
plsobeni chloramfenikolu téméf rezistentni. Pfi druhém méfeni byl pribéeh rastovych

kiivek a koncentrace odpovidajici ICo jednotny.
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Chloramfenikol
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—0—NC —8— 16 —0—8 —8—4 —0—2 | —8—0,5 —8—0,25 —8—0,125 —8—PC

Absorbance

Koncentace [pg/ml]

Obrazek 28 - Rust bakterie F. tularensis v médiu s chloramfenikolem (NC - negativni kontrola, nejvyssi
koncentrace ATB bez bakterie, PC - pozitivni kontrola bakterie bez ATB)

Tabulka 10 - Testované koncentrace
chloramfenikolu [ug/ml], rozdil absorbance
100% zmérené po 24 h a 1 h inkubaci, inhibice ristu [%]

120%

g (IC90 — oznaceno *)
: Inhibi
T 60% ¢ [ug/ml] | A24n-A1n rﬁns tlll [lf/e |
51 °
é 40% 16 0,011 97,21 %
o0 8 0,007 98,22 %
o 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 4 0,020 95,01 %
2% 0,037 90,61 %
¢ [ng/mi]
1 0,072 81,64 %
Obrazek 29 - Graficke vyjadrent koncentrace 0.5 0.197 49.92 9,
chloramfenikolu [ug/ml] v zavislosti na inhibici riistu ” : :
[%] v case 24 h (IC9o - oznaceno Sipkou) 0,25 0,320 18,87 %
0,125 0,365 7,45 %

Hodnoty ICq ziskané z opakovanych méteni ATB byly shrnuty v tabulce (Tab. 11). V
naSich experimentalnich podminkach ICo ciprofloxacinu pro F. tularensis byla 0,25
pg/ml, u chloramfenikolu 2 pg/ml. Po dvou méfeni gentamicinu byla vyhodnocena
IC9ona 1 pg/ml, ve tfetim méfeni koncentrace klesla na 0,5 pg/ml. Z tohoto divodu
byla IC9p gentamicinu sjednocena do koncentraéniho rozmezi 0,5-1 pg/ml. Vysledky
tetracyklinu byly nejednotné, proto byla ICoo uvedena v koncentracnim rozmezi 0,5-4

pg/ml.
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Tabulka 11 - ICyo testovanych ATB

ATB ICoo [ng/ml]
Gentamicin 0,5-1
Tetracyklin 0,5-4

Ciprofloxacin 0,25
Chloramfenikol 2

5.2.2 Test inhibice rastu s AgNP

Stejnym zplisobem, jako u ATB, byl v dalSich experimentech sledovan vliv AgNP10
a AgNP30 na rust bakterie F. tularensis. V piipadé¢ AgNP10 byl experiment za
stejnych podminek zopakovan minimalné 3x, pro demonstraci jsou zde ukéazany
vysledky ze 3 opakovéni. Pfi méteni AgNP30 v koncentraénim rozmezi 5-30 pg/ml
nebyl patrny Zadny Ucinek inhibice, v dalSim opakovani se nepokracovalo a je zde
uveden pouze jeden vysledek prvniho méfeni. V ptipadé AgNP30 v koncentracnim
rozmezi 30-45 pg/ml jsou z ¢asovych divodu a technologickych problémut uvedeny

pouze vysledky z prvniho pokusu.

Z grafického znazornéni (Obr. 30, Obr. 32, Obr. 34) vyplyva, Ze antimikrobni G¢inek
AgNP nebyl patrny v koncentratnim rozmezi 5-10 pg/ml. AgNP10 efektivné
inhibovaly rast populace bakterie F. tularensis od koncentrace 20 pg/ml a vys (Obr.
31, Obr. 33, Obr. 35). Vysledky vSech tii provedenych stanoveni shodné prokazuji, ze
pfi koncentraci 20 pg/ml dochazi k témet 100% inhibici ristu bakterie (Tab. 12, Tab.
13, Tab. 14). Konstantni prub¢h kiivky odpovidajici negativni kontrole, tj. nejvyssi

koncentraci AgNP10 bez bakterie, svéd¢i o stabilité Castic v prubéhu celého sledovani.
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1. AgNP10
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——NC —0—30 25 —e—20 —@—15 10 —e—5 ——PC
Koncentace [pg/ml]

Absorbance

Obrazek 30 - Rust bakterie F. tularensis v médiu s AgNP10 (NC - negativni kontrola, nejvyssi koncentrace AgGNP
bez bakterie, PC - pozitivni kontrola bakterie bez AgNP)

Tabulka 12 - Testované koncentrace AgNP10
[ug/ml], rozdil absorbance zmérené po 24 ha 1 h

120% inkubaci, inhibice ristu [%] (IC100 — oznaceno *)
— 100% oy e
S Inhibice
2 80% \ ¢ [ng/ml] | Az4n-A1n riistu [%]
8 60%
= oo 30 0,016 | 9539%
Y
£ 20% 25 0,007 97,86 %
0%
00 20* 0,007 | 97,99 %
0 5 10 15 20 25 30 35
15 0,159 54,01 %
¢ [ug/ml]
Obrazek 31 - Grafické vyjadreni koncentrace AgNP10 10 0,352 -1,55 %
[ug/ml] v zavislosti na inhibici ristu [%] v ¢ase 24 h
(IC100 - 0znaceno Sipkou) 5 0,330 4,84 %
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2. AgNP10
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Obrazek 32 - Riist bakterie F. tularensis v médiu s AgNP10 (NC - negativni kontrola, nejvyssi koncentrace
AgNP bez bakterie, PC - pozitivni kontrola bakterie bez AgNP)

Tabulka 13 - Testované koncentrace AgNP10
[ug/ml], rozdil absorbance zmérené po 24 ha 1 h

120% inkubaci, inhibice rustu [%] (IC100 — oznaceno *)
100% hi 3
S \ ¢ [ng/ml] | Azan-Arn Inhlb[lf/e]rustu
o (]
7 60%
o 0
g 0% 30 -0,005 101,32 %
2 20% 25 -0,004 101,01 %
S 0%
oo 20% | 0,012 96,91 %
0 5 10 15 20 25 30 35 15 0,300 2431 %
¢ [ug/ml]
Obrazek 33 - Grafické vyjadrent koncentrace AgNP10 10 0,446 -12,44 %
[ug/ml] v zavislosti na inhibici ristu [%] v ¢ase 24 h
(IC100 - oznaceno Sipkou) 5 0,384 3,13 %
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Obrazek 34 - Rust bakterie F. tularensis v médiu s AgNP10 (NC - negativni kontrola, nejvyssi koncentrace

AgNP bez bakterie, PC - pozitivni kontrola bakterie bez AgNP)

Tabulka 14 - Testované koncentrace AgNP10
[ug/ml], rozdil absorbance zmérené po 24 ha 1 h

120% inkubaci, inhibice ristu [%] (IC100 — oznaceno *)
100% oy e o
Inhibice ristu
T 80% \ ¢ [ug/ml] | A24n-Ain %]
g 60% R
2 40% 30 -0,002 100,73 %
)
g 20% 25 -0,001 100,29 %
< 0%
E o 20 | 0,005 98,61 %
0O 5 10 15 20 25 30 35
15 0,207 39,71 %
¢ [ng/ml]
Obrazek 35 - Grafické vyjadrent koncentrace AgNP10 10 0,322 6,13 %
[ug/ml] v zavislosti na inhibici riistu [%] v ¢ase 24 h
(IC100 - 0znaceno Sipkou) 5 0,345 -0,80 %
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V ptipadé AgNP30 Ize konstatovat, ze oproti AgNP10 nebyl patrny zadny ucinek
inhibice v koncentratnim rozmezi 5-30 pug/ml (Obr. 36). Z tohoto divodu byly
AgNP30 dale testovany ve vysSim koncentraénim rozmezi 30-54 pg/ml (Obr. 37).
Tento graf ristovych kiivek dokazuje, ze ptitomnosti AgNP30 dochézi zcela k inhibici
rastu bakterii F. tularensis pti koncentraci 54 pg/ml (ICig0). Céasteény inhibi¢ni vliv
AgNP lze pozorovat v ptipadé koncentracniho rozmezi 30-45 pg/ml, pfi kterém bylo

dosazeno kolem 50% inhibice rastu (ICso) (Obr. 38, Tab. 15).

AgNP30

0,55
0,50
0,45
0,40
0,35
0,30
0,25
0,20
0,15
0,10
0,05
0,00
-0,05
-0,10

Absorbance

01 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Cas [h]
——NC ——30 25 ——20 —o— 15 5 —e—PC

Koncentace [ug/ml]

Obrazek 36 - Ruist bakterie F. tularensis v médiu s AgNP30 (NC - negativni kontrola, nejvyssi koncentrace
AgNP bez bakterie, PC - pozitivni kontrola bakterie bez AgNP)
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Obrazek 37 - Rust bakterie F. tularensis v médiu s AGNP30 (NC - negativni kontrola, nejvyssi koncentrace AGNP
bez bakterie, PC - pozitivni kontrola bakterie bez AgNP)

Tabulka 15 - Testované koncentrace AgNP30 [ug/ml],
rozdil absorbance zmérené po 24 h a 1 h inkubaci,

120% inhibice rustu [%] (ICso — oznaceny *)
100% oy e
- Inhibice
S -
= zg ;0 ¢ [pg/ml] | A24n-Ain ristu [%]
= 0
% o S 30 | 02518 | 49,05%
=1 0,
£ 20% \ 35* 0,2445 50,52 %
- 0%
0%, 40 02400 | 51,43 %
25 30 35 40 45 50 55 60 N o
¢ [ugim] 45 02286 | 53,75%
Obrazek 38 - Grafické vyjadient koncentrace AgNP30 50 0,2048 58,56 %
[ug/ml] v zavislosti na inhibici ristu [%] v case 24 h
(ICso - oznaceny Sipkami) 54 -0,0007 100,15 %

Z vysledkil opakovanych méteni AgNP10 nelze ICsojednoznacné urcit, avSak hodnoty
ICi00 jednotné odpovidaly koncentraci 20 pg/ml (Tab. 16). Na zakladé jednoho
provedené¢ho méteni AgNP30 (v koncentraénim rozmezi 30-54 pg/ml) bylo mozné
stanovit ICso odpovidajici koncentracnimu rozmezi 30-45 pg/ml, pfi koncentraci 54

pg/ml bylo dosazeno 100 % inhibice riistu bakterie F. tularensis (Tab. 16).
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Tabulka 16 - ICso, IC100 u testovanych AgNP10/30

I1Cso [ng/ml]

ICi00 [pg/ml]

AgNP10

20

AgNP30

30-45

54
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5.3 Proliferace BMM ovlivhénych AgNP

Vliv AgNP na zivotnost bun¢k byl testovan na primarnich mysich kostné-dfenovych
makrofazich (BMM). BMM byly ovlivnény pfislusnou koncentraci AgNP10 nebo
AgNP30 po dobu 24 hodin a jejich zivotnost byla stanovena pomoci proliferacniho
MTS testu. Test byl proveden dvakrat, vzdy se stejnym vysledkem. Pro demonstraci

je zde ukdzan graf pouze z jednoho pokusu.

Zivotnost bunék ovlivnénych AgNP byla porovnana s buitkami neovlivnénymi
(100 %) (Obr. 39). Z vysledki je ziejmé, ze AgNP10 i AgNP30 fedéné¢ médiem
v poméru 1:1 a 1:10 (v pfiblizné koncentraci 50 pg/ml a 10 pg/ml) mély vyznamny
koncentraci 1 pg/ml (fedéni 1:100). V ptipadé AgNP10 Zivotnost bunék BMM oproti
kontrole mirn¢ klesla na 90 %. Nebyla vSak piekrocena hrani¢ni hodnota 80%
zivotnosti, od které je obecn¢ testovanad latka pokladdna za toxickou. Bunécna
proliferace bun¢k byla nepatrné vice inhibovana vlivem AgNP10 nez AgNP30, coz
muze byt disledkem mensi velikosti téchto ¢astic a s tim spojenym snadnéjSim
prinikem do makrofagh a také vys$Sim povrchem s tim vy$$i mirou uvoliiovani

stiibrnych iontd.

BMM (AgNP)
140
120
H kontrola
5100 m AgNP10 1:1
g 50 = AgNP10 1:10
Z o = AgNP10 1:100
= AgNP30 1:1
40 = AgNP30 1:10
20 = AgNP30 1:100
b _ - 1

Obrazek 39 — Procentudlni vyjadieni Zivotnosti BMM ovlivnénych AgNP10 a AgNP30 Fedené médiem v riiznych
pomeérech
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6 Diskuze

Zvysena prevalence nemoci a rezistence vici antibiotikiim posouva hledani novych
ucinnych latek a zptsobi, jak ucinnéji bojovat proti infekénim agens. V soucasnosti
se zkouma vyuziti baktericidniho efektu AgNP proti Siroké skale gramnegativnich i
grampozitivnich mikroorganismii. Antimikrobni efekt AgNP byl zaznamendn i u
rezistentnich intracelularnich bakterii. Markovska a kol. zjistili, ze peptidoglykan
v bunécné sténé ptivodce Listeria monocytogenes je cilem aktivity AgNP proti tomuto
patogenu [76]. U¢innost AgNP vidi bakterii Mycobacterium tuberculosis byla také
prokazana v mnoha studiich, ackoliv pfitomnost vicevrstvé hydrofobni
mykobakteridlni bunécné stény bohaté na lipidy a efluxni systémy byva spojovana

s vysokou odolnosti ptivodce [77,78].

Neni dostupna studie, kterd by se zabyvala testovanim AgNP v souvislosti F.
tularensis. Proto na zacatku naSeho projektu bylo zasadni potvrdit predpoklad
inhibi¢niho efektu AgNP na rist této bakterie. Citlivost bakterie F. tularensis po
ovlivnéni AgNP byla testovana mikrodilu¢ni metodou za icelem stanoveni IC. Pfi této
metod¢ byla vyuZzivana rastova kiivka, umoznujici sledovani kontinualniho ristu
bakterie v Case. Pii testovani AgNP10 v koncentracnim rozmezi 5-30 pg/ml se nam
podafilo stanovit ICio0, kterd odpovida koncentraci 20 pg/ml podlozené na zakladé
vice pokusil. U AgNP30 se nepodatilo z ¢asovych diivodi a technologickych problémi
pfesné stanovit ICigo. Stabilitni problémy byly pravdépodobné zplisobeny

nedostatecnou stabilizaci a citlivosti na elektrolyty, coz vedlo k agregaci AgNP.

Pti testovani bylo nutné ovéfit stabilitu AgNP v riznych kultiva¢nich médiich, ktera
byla sledovdna vizudlnim porovnadnim zmén zbarveni ve vybranych médiich po
jednohodinové inkubaci. Zména zabarveni byla diikazem nestability AgNP v daném
médiu projevujici se agregaci a naslednou sedimentaci nanocastic. Ziskané vysledky
vedly k ur€eni vhodného média pro testovani citlivosti bakterie F. tularensis, kterym
bylo BHI médium kompatibilni s AgNP10 i AgNP30. AgNP30 prokazaly stabilitu
v pfitomnosti kultivatniho média caMHB, standardné pouzivaného pro testovani
antibiotik. AgNP10 v tomto médiu stabilni nebyly. Jako kultivacné narocna bakterie,

vyzaduje F. tularensis ke svému rustu pfitomnost dalSich rastovych faktort

66



dodévanych formou ISV. V takto obohaceném caMHB vsak jiz dochéazelo k vysrazeni

AgNP.

Vysvétlenim pozorovaného jevu muze byt stabilizace povrchu AgNP10 pomoci
polyakrylové kyseliny (PAA). Tato povrchova modifikace miize vést k vyssi mife
koloidni stability a mensi tendenci k agregaci ¢astic v prostiedi bohatém na

elektrolyty. AgNP30 takto stabilizovany nebyly a proto agregovaly.

Vznik precipitatu mize byt také projevem rezistence bakterii, které¢ induku;ji agregaci
AgNP a tim potlac¢i antibakteridlni u¢inek AgNP [85]. Existuji rozdilné nazory védcl
ohledn¢ schopnosti bakterii vyvinout rezistenci vii¢i AgNP. Duran a kol. se domnivaji,
ze bakteriim by mohlo byt obtizné vyvinout rezistenci vii¢i t€émto nanocasticim [82].
Na druhou stranu Graves a jeho kolegové tvrdi, ze bakterie mohou relativné snadno
vyvinout rezistenci proti AgNP pomoci jednoduchych genomickych zmén [83].
Vzacné pripady rezistence byly objeveny u ptivodcti Pseudomonas aeruginosa, E. coli,
Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis a Citrobacter
freundii [84]. V naSem piipadé¢ AgNP30 (oproti AgNP10) vice agreagovaly, coZ bylo
patrné stejnym z€erndnim vzorkl v jamkach, avSak tato nestabilita AgNP se odehrala

za jinych okolnosti nez v téchto ¢lancich, ve kterych byly pfitomny bakterie.

Ptfed samotnym testovanim AgNP byla bakterie F. tularensis ovlivnéna ATB v danych
koncentra¢nich rozmezich za ucelem stanoveni IC. Mezi testovand ATB patfil
gentamicin, tetracyklin, chloramfenikol a ciprofloxacin. Tento krok byl proveden za
ucelem zavedeni metodiky, tak i pro ovéfeni inhibi¢niho u¢inku vybranych ATB na
pouzivany kmen F. tularensis. Jednotlivda ATB budou v nasledujici fazi studie vyuzita
jako kontrolni ovefovani pouzitych experimentalnich modelt. Uplatni se také pii

testovani synergického i¢inku téchto antibiotik s AgNP.

V dalsim kroku testovani byla stanovena Zivotnost primarnich mySich BMM po
ovlivnéni AgNP10/AgNP30 pomoci proliferaéniho MTS testu. AgNP10 1 AgNP30
fedéné médiem v poméru 1:1 a 1:10 mély vyznamny negativni vliv na bunécnou

[RA4

(fedéné v poméru 1:100). Bunécna proliferace bunék byla nepatrné vice inhibovana

vlivem AgNP10 nez AgNP30.
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Ackoliv se v tomto pfipadé jedné o velmi maly rozdil v u¢innosti AgNP10 a AgNP30,
1 tak Ize potvrdit pfedpoklad, ze castice mensi velikosti s vétSim pomérem povrchu k
objemu maji vétsi antibakteridlni aktivitu a snadnéji vstoupi do bunck [41]. Tento
predpoklad byl potvrzen Moroles a kol., ktefi zjistili, Ze mensi ¢astice maji zjevné lepsi
schopnost pronikat do bakterii, zejména u gramnegativnich [78]. Yacamam a kol.
zjistili, ze AgNP velikosti 10 nm a 15 nm maji nejen zvySenou antimikrobidlni aktivitu,
ale také zvysSenou stabilitu a biokompatibitu [38]. V jiné studii bylo zjiSténo, ze
nanocastice velikosti 1-10 nm pfimo interaguji s bakteriemi a ucinek neni pouze

zpisoben uvoliiovanim kovovych iontl v roztoku [78].

Gliga a kol. zkoumali lidské bronchialni epitelidlni buitky (BEAS-2B), u kterych byla
indukovéna toxicita vlivem AgNP rtznych velikosti (10, 40 a 75 nm) s riiznymi
povlaky (citrat a PVP). Buniky byly vystaveny davkam 5-50 pg/ml nanocastic a pouze
AgNP10 (jak CIT-AgNP, tak PVP-AgNP) indukovaly toxicitu v buiikach po expozici
nejvyssich davek 20 a 50 pg/ml [80].

V dalsi studii byl testovan cytotoxicky Ucinek AgNP velikosti 27 nm za ucelem
hodnoceni tc¢inku cytotoxicity bunéénych liniich lidskych keratinocytl (SVK14) a
mySich fibroblasti (NIH3T3) pomoci MTT testu. AgNP byly testovany v
koncentra¢nim rozmezi 1-108 pg/ml. Nejvyssi toxicitu prokazaly AgNP v piiblizné
koncentraci 108 pug/ml u obou typti sav€ich buné€k, v pfipad€ koncentrace 54 pg/ml
AgNP dosahovala zivotnosti kolem 50-70 %. Pti koncentraci 1 pg/ml bylo dosazeno
100 % zivotnosti bun¢k v obou ptipadech [81].

Sjednocenim informaci ziskanych v naSem experimentu s dalS§imi studiemi lze
potvrdit, Ze antimikrobidlni aktivita zavisi na koncentraci AgNP. ZvySenim
koncentraci AgNP se zvys$i cytotoxickd aktivita, ackoliv se jednd o rozdilné typy

sav¢ich bunék testované v riiznych koncentra¢nich rozmezich.
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7 Zaver
1. U AgNP ptipravenych metodou chemické redukce byl potvrzen inhibi¢ni efekt na

rast bakterie F. tularensis.

2. Byla uspésn¢ =zavedena metoda pro sledovani antibakteridlni ucinnosti

extracelularné kultivované bakterie F. tularensis.

3. Pti testovani AgNP10 v koncentra¢nim rozmezi 5-30 png/ml se podatilo na zaklad¢
vice pokusii stanovit ICjo, kterd odpovida koncentraci 20 pg/ml. U AgNP30 se

nepodafilo z ¢asovych diivodu a technologickych problémt piesné stanovit ICjoo.

4. V dalsi casti diplomové prace se podatilo stanovit koncentraci pro AgNP10, pii
které neni ovlivnéna Zivotnost primarnich mySich BMM. U AgNP vétsich velikosti je

vSak nezbytné pokracovat v testovani a provést dalsi studie.

5. Vysledky budou pouzity pro navazujici studie v ramci projektu. Pokracuje se v
testovani mozného synergického ucinku AgNP s gentamicinem a bude sledovan vliv

AgNP na bakterie internalizované uvniti hostitelskych bun€k pomoci modelu BMM.
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