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Souhrn

Diserta¢ni prace je zaméfena na studium uc¢inkt fotodynamické terapie, piedevsim
vsak na jeji aplikaci v oblasti mikrobiologie v podminkach in vitro. Fotodynamicka
terapie (PDT) je vyvijejici se diagnosticka a léCebna metoda, vyzivana predevSim pro
1é¢bu nékterych malignich i nemalignich onemocnéni, ale nachazi i uplatnéni v terapii
nenadorovych onemocnéni (pf. v mikrobiologii pii inaktivaci bakteridlnich kment).
V soucasnosti se 1écba antibiotiky stava méné Gcinnou, a to predevsim kvili vzristajici
rezistenci bakterii k antibiotikim. Princip fotodynamické terapie je zaloZen na aplikaci
fotosensitizéru a jeho nasledné aktivaci viditelnym zafenim a vhodné vinové délce, coz
ma za nasledek produkci kyslikovych radikalt, diky kterym dochazi k poskozeni
a destrukci bunky.

V diserta¢ni praci jsou shrnuty vysledky in vitro studia antimikrobialni
fotodynamické inaktivace (aPDI) na Gram-pozitivnich (Stafylococcus aureus (MRSA)
a Enterococcus faecalis (ENTF)) a Gram-negativnich (Klebsiella pneumoniae (ESBL-
KP) produkujici Sirokospektré p-laktamazy a Pseudomonas aeruginosa (PSEA)
bakterialnich kmenech. Byla ovéfena ucinnost aPDI s pouzitim riznych fotosensitizéra:
komeréné dostupného fotosensitizéru TMPyP, nové vyvinuté fotodynamicky aktivni
latky, ktera byla ziskana navazanim TPP na polystyrenové nanocastice (TPP-NPs)
a kurkuminu navazaného na polymerni mikro&astice PLGA. Uginnost TMPyP byla také

oveérovana v kombinaci s nanocasticemi stiibra a byl studovan jejich synergicky efekt.

Vysledky aPDI za pouziti TMPyP v kombinaci s AgNPs ukazaly synergicky efekt
jejich ptisobeni na MRSA a ESBL-KP pfi pouziti viditelného zéfeni s vinovou délkou
414 nm a hustotou energie 10 J/cm?. Nanodastice stifbra viditelng zvysuji u¢inek samotné
antimikrobiadlni fotodynamické inaktivace s TMPyP. Velka cast disertacni prace je
vénovana ovefeni antimikrobidlnich vlastnosti TPP-NPs na vySe uvedenych bakteridlnich
kmenech. Byla prokazana vyssi inaktivace u Gram-pozitivnich bakterii nez u Gram-
negativnich bakterii pti koncentraci 1,5 x 10*2 TPP-NPs/ml. Pozorovali jsme u¢innou
inhibici na S. aureus a E. faecalis pii 1,5x10*2 TPP-NPs/ml a 0,714 J/cm?, zatimco pro
inhibici riistu P. aeruginosa bylo nutno zvysit intenzitu ozafeni na 7,14 J/cm?. Nase studie
ukdzala, Ze TPP-NPs mohou poskodit pouze citlivé Gram-negativni bakteridlni kmeny,

tedy PSEA. U multirezistetniho kmene K. pneumoniae produkujici Sirokospektré -



laktamézy jsme nepozorovali zadné antimikrobidlni ucinky. Pomoci mikroskopie
atomarnich sil byly detekovdny vyrazné rozdily v topografiich Gram-negativnich
a Gram-pozitivnich bakterii. Byly pozorovany odlisnosti v morfologickych zménach
Gram-pozitivnich a Gram-negativnich bakterii. Po oSetfeni vykazovaly vSechny
testované buiikky zmenSeni své velikosti. Jejich povrchy byly zvrasnéné, membrany
narusen¢ a obsah bunc¢k byl vylity do okoli. Gram-negativni bakterie vykazovaly na svych

povrsich nepravidelné vystupky podobné bublinam.

V diserta¢ni praci jsou také uvedeny vysledky pilotni studie kurkuminu navazaného
na PLGA mikro¢astice. U¢innost téchto mikro&astic pro aPDI aplikaci byla ovéfend na
Gram-pozitivnim S. aureus pii 1 minuté ozafeni. Citlivost S. aureus na aPDI
zprostfedkovand mikro¢asticemi PLGA-CUR byla hodnocena vyockovanim oSetfenych
bakterii na agarové plotny a naslednym odecitdnim poctu narostlych kolonii.
Senzibilizace S. aureus mikrocasticemi, po které nasledovalo ozatfeni svétlem po dobu
1 minuty, vedlo k usmrceni bakterii. Minimalni koncentrace PLGA-CUR mikrocastic pro

uspésnou aPDI S. aureus byla v této studii 0,005%, respektive 1,4 uM kurkuminu.

Na zaklad¢ uvedenych vysledki je vidét, Zze aPDI se jevi jako vhodné alternativa
k bézné pouzivané antibiotické 1é¢bé. Vzdy zalezi na konkrétni aplikaci, daném
bakteridlnim kmenu, koncentraci pouzitého fotosensitizéru a pouzité plosné hustoté

svételné energie.



Summary

The dissertation is focused on the study of the effects of photodynamic therapy, but
especially on its application in the in vitro microbiology field. Photodynamic therapy
(PDT) is an evolving diagnostic and therapeutic method, used primarily for the treatment
of some malignant and non-malignant diseases, but also finds application in the therapy
of non-cancerous diseases (eg. in microbiology in the inactivation of bacterial strains). At
present, antibiotic treatment is becoming less effective, mainly due to the growing
resistance of bacteria to antibiotics. The principle of photodynamic therapy is based on
the application of a photosensitizer and its subsequent activation with visible light and
a suitable wavelength, which results in the production of oxygen radicals, which damage
and destroy the cell.

In my dissertation | studied antimicrobial photodynamic inactivation (aPDI) on
Gram-positive and Gram-negative bacterial strains. The efficacy of aPDI was verified
using three different samples: the commercially available photosensitizer TMPyP in
combination with silver nanoparticles, the newly developed photosensitizer TPP bound
to polystyrene nanoparticles (TPP-NPs) and curcumin bound to polymeric PLGA
microparticles. The dissertation analyzed the effect of aPDI using the above samples on
the inactivation of four bacterial strains - two Gram-positive methicillin-resistant
Stafylococcus aureus (MRSA) and Enterococcus faecalis (ENTF) and two Gram-
negative Klebsiella pneumoniae bacteria (ESBL-KP) producing broad-spectrum of (-

lactamases and Pseudomonas aeruginosa (PSEA).

The results of aPDI using TMPyP in combination with AgNPs showed
a synergistic effect of their action on MRSA and ESBL-KP at 10 J/cm?. Silver
nanoparticles visibly increase the effect of antimicrobial photodynamic inactivation with
TMPyP alone.

A large part of the dissertation is devoted to the verification of antimibrobial
properties of TPP-NPs on the above bacterial strains. The obtained results were evaluated
by the colony counting method (CFU), and bacterial colonies were further imaged by
atomic force microscopy (AFM). Higher inactivation was demonstrated in Gram-positive
bacteria than in Gram-negative bacteria at a concentration of 1,5 x 10*2 TPP-NPs/ml. We

observed effective inhibition on S. aureus and E. faecalis at 1,5 x 10 TPP-NPs/ml and



0,714 J/cm?, while to increase the growth of P. aeruginosa it was necessary to increase
the irradiation intensity to 7,14 J/cm?. Our study showed that TPP-NPs can only damage
sensitive Gram-negative bacterial strains, PSEA. We did not observe any antimicrobial
effects in the multidrug-resistant strain of K. pneumoniae producing broad-spectrum f-

lactamases.

Significant differences in the topographies of Gram-negative and Gram-positive
bacteria were detected by atomic force microscopy. After application of aPDI, a decrease
in the height profile of individual cells was observed. Furthermore, differences in
morphological changes of Gram-positive and Gram-negative bacteria were observed.
After treatment, all cells tested showed a reduction in size. Their surfaces were wrinkled,
the membranes were damaged, and the contents of the cells were spilled into the
surroundings. Gram-negative bacteria showed irregular bubble-like protrusions on their

surfaces.

The dissertation also presents the results of a pilot study of curcumin bound to
PLGA microparticles. The efficacy of these microparticles for aPDI administration was
verified on a Gram-positive S. aureus at 1 minute of irradiation. This pilot study was
carried out during a six-month internship at the University degli Studi di Milano. The
susceptibility of S. aureus to aPDI mediated by PLGA-CUR microparticles was assessed
by inoculating the treated bacteria onto agar plates and then subtracting the number of
grown colonies. Sensitization of S. aureus with microparticles, followed by irradiation
with visible light for 1 minute, resulted in the killing of bacteria. The minimum
concentration of PLGA-CUR microparticles for successful S. aureus aPDI in this study

was 0,005% and 1,4 uM curcumin, respectively.

Based on the above results, it can be seen that aPDI appears to be a suitable
alternative to the commonly used antibiotic treatment. It always depends on the specific
application, the given bacterial strain, the concentration of the photosensitizer used and

the area density of light energy used.



1. Uvod

Rezistence bakterii je S soucasné dob¢ velkym celosvétovym problémem. Proto je
velice dilezité neustale vyvijet nové piistupy inaktivace bakterialnich kment. Jako jedna

Z moznosti se ukazuje vyuziti fotodynamické reakce.

2. Fotodynamicka terapie (PDT)

Fotodynamicka terapie (PDT) je 1éCebnd metoda s nizkou invazivitou vyuzivana
nejen k1écbé nadorovych onemocnéni, ale i v kosmetice. Dale nachéazi uplatnéni
I v oblasti mikrobiologie (Hamblin, 2016), kde je moznou alternativou K 1é¢b¢é infekci

antibiotiky, pfedev§im u rezistentich bakterialnich kmend.

2.1. Princip PDT

K navozeni fotodynamické reakce jsou nutné tii nezbytné komponenty:
fotosensitizér (PS), svétlo a kyslik. Samostatné ani jeden z téchto komponentii nema
toxicky uc¢inek. Jeding pii jejich vzajemné interakci nasledné dochazi k fotochemické
reakci indikujici vznik reaktivnich forem kysliku (ROS), které vyvolaji toxicitu vedouci

K bunécné smrti cestou apoptdzy ¢i nekrozy (Agostinis et al., 2011).

PDT je dvoufazovy proces. Nejprve se fotosensitizér akumuluje v cilové poskozené
tkani, nasledn¢ dojde ke svételné expozici o vhodné vinové délce, kterd fotosensitizér
aktivuje. Takto aktivovany fotosensitizér excituje ze zakladniho stavu (So) do
singletového stavu (S1). Nasledné excitovany fotosensitizér prechazi zpét do zakladniho
stavu, a tento d& je doprovazeny fluorescenci, nebo mize dojit k mezisystémové
konverzi, kdy PS ptechazi do dlouhodobgjsiho tripletniho excitovaného stavu (Tz).
Pfenos energie excitovaného PS muze probihat dvéma typy reakci — typ | a typ Il. Oba
typy fotochemické reakce mohou nastat sou¢asné a pomér mezi nimi zavisi na pouzitém
fotosensitizéru, jeho koncentraci a mnozstvi kysliku (Castano et al., 2004; Agostinis et
al., 2011). Vzniklé cytotoxické ¢astice mohou zpisobit oxidaci biologickych molekul

nasledovanou bunéénou smrti (Cahan et al., 2010).
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2.1.1. Reakce typu |

Fotosensitizér nachdzejici se v zdkladnim neexcitovaném stavu (So) muze
absorbovat viditelné zafeni a presunout se do elektonicky excitovaného singletového
stavu (S1). Poté prostiednictvim mezisystémového piechodu piesko¢i do tripletniho
excitovaného stavu (T1). Energie excitovaného PS muize byt rozptylena bud’ tepelnym
rozpadem doprovazenym fluorescenci (piechod z S1), nebo fosforescenci (piechod z T1).
Stav excitovanych tripleti mize také pfenaSet atom vodiku nebo elektron na biomolekuly
(lipidy, proteiny, nukleové kyseliny, atd.) nebo generovat radikaly, které interaguji s O2
za vzniku ROS, jako je superoxidovy anion (O27), hydroxylovy radikal (OH’) a peroxid
vodiku H20, (Juarranz et al., 2008).

Béhem reakce typu I reaguje excitovany fotosensitizér S bunéénym substratem
adojde kvytvofeni hydrogenované formy fotosensitizéru a volnych radikalu.
Hydratovany fotosensitizér miize byt poté oxidovan molekulovym kyslikem do poc¢ate¢ni
struktury. Radikaly mohou v pfitomnosti kysliku oxidovat dal$i substraty nebo vazat
kyslik a tim tvofit peroxidy, superoxidové ionty a hydroxylové radikaly, které iniciuji

volné radikaly Fetézovych reakei (Kudinova et Berezov, 2010).

2.1.2. Reakce typu Il

Reakce typu II plné zavisi na kysliku (Cahan et al., 2010). Béhem reakce dochazi
k pfenosu energie z PS v tripletnim stavu (T1) pfimo na molekularni kyslik v zakladnim
stavu Vjeho pfirozeném tripletu (*02), coz vede K vytvofeni vysoce reaktivniho
singletového kysliku O2(*Ag). Singletovy kyslik oxiduje plazmatickou membranu, lipidy,

zbytky aminokyselin proteinli a dalSi molekuly.

Pfesné mechanismy PDT zatim nejsou pln€ popsany, ale je vSeobecné piijiméno,
7e 02(*Ag) produkovany reakci II typu je primarné zodpovédny za buné&nou smrt.
Piispévek reakei I a II typu k bunééné smrti zavisi hned na nékolika faktorech, véetné

pouzitého PS, subcelularni lokalizaci, substratu a piitomnosti Oz (Juarranz et al., 2008).

3. Antimikrobialni fotodynamicka inaktivace (aPDI)

Princip antimikrobialni fotodynamické terapie byl nahodné objeven v roce 1990

studentem mediciny, Oscarem Raabem, ktery se zabyval studiem toxicity akridinové
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cervené na Paramecium spp. (Raab et al., 1990). Pozdé&ji von Tappeiner aplikoval tento
ptistup pro 1écbu koznich karcinomt (Jesionek et Tappeiner, 1905) a zavedl pojem
,,fotodynamicky jev® (Tappeiner, 1909). Zatimco nadorova fotodynamicka terapie je
v klinické praxi pouzivana vice nez 25 let, byly antimikrobialni aplikace
fotodynamického procesu studovany na pocatku 90. let, a to pouze u rezistentnich infekci
(Wainwright et al., 2017, Cieplik et al., 2018).

3.1. Princip aPDI

Mechanismus antimikrobialni fotodynamické inaktivace (aPDI) je podobny
mechanismu vySe popsané fotodynamické terapie. Antimikrobialni fotodynamicka
inaktivace je zalozena na kombinaci tii komponent. Netoxicka molekula, nazyvana
fotosensitizér (PS), se primarné lokalizuje do patogennich bunék a okolni zdrava tkan
zustava nezasazena. Nasledné se PS aktivuje viditelnym zafenim o vhodné vinové délce
generujici reaktivni formy kysliku (ROS), které jsou vuci patogentim cytotoxické

(Maisch, 2009, Veraet al., 2012).

Na obr. 1 je zobrazené Jablonského schéma popisujici prubéh aPDI: po absorpci
fotonu se PS excituje ze zakladniho stavu. Nasledné PS ztraci energie bud’to fluorescenci,
nebo dojde k uvolnéni tepla diky vnitini konverzi a PS se vraci do zékladniho stavu.
Ptfipadné nastane piechod do dlouhodobéjsiho tripletniho stavu, tedy dojde k inter-
systémovému piechodu. Z tohoto stavu se PS miize navratit do zédkladniho stavu dvéma
zpusoby. Bud’'to pomoci fosforescence, nebo pomoci dvou typt mechanismt generujici
reaktivni formy kysliku (ROS). Po probéhnuti celého cyklu se PS nachéazi zpét
v zakladnim stavu a miize opét dojit k absorpci daliho fotonu a nasledné produkei dalsich
ROS. Jedna molekula PS miiZze generovat az tisice molekul singletového kysliku piedtim
nez dojde k jejimu kompletnimu znic¢eni. Pomér mezi jednotlivymi mechanismy pribéhu
reakce je jedine¢ny pro kazdy PS a zaleZi na jeho chemické struktuie (Maisch et al., 2007;
Alves et al., 2018; Baptista et al., 2017; Wainwright et al., 2017).
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Obr. 1: Schéma mechanismu fotodynamické reakce typu I (prenos elektronu) a Il
(prenos energie). Jablonského diagram ukazujici mechanismus PDI. Po absorpci svétla
je fotosensitizér vybuzen do excitovaného singletniho stavu. Vnitini konverzi se PS
dostane do excitovaného tripletniho stavu, kde miize dojit ke dvéema typum reakce. Prvni
elektronovy prenos, kdy dojde k reakci s biomolekulami skrz atom vodiku, a vznikaji volné
radikaly, které reaguji s molekularnim kyslikem za vzniku ROS. Druhy energeticky typ
reakce: PS v tripletnim stavu miize primo reagovat s Kyslikem a vznika singletovy kyslik
(Mala et al., 2021).

4. Mechanismus destrukce tumoru

4.1. Fotodynamicka terapie nadori

K destrukci tumoru béhem PDT dochazi tfemi hlavnimi mechanismy. Prvnim
Z nich je pfimy cytotoxicky efekt volnych radikalt a produktd oxidace na nadorové
bunky. Druhym mechanismem je poSkozeni cévniho systému nadoru. Tietim,

a poslednim, je aktivace imunitni odpovédi organismu proti tumorovym bunikam.

4.1.1. Pfima cytotoxicita

Rozsah poskozeni tumoru a cytotoxicita zavisi na typu pouzitého fotosensitizéru,
jeho intra a extracelularni lokalizaci, podaném mnozstvi, celkové plosné hustoté svételné

energie, kyslikové dostupnosti a ¢asovém intervalu mezi podanim 1é¢iva a samotnym
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ozéafenim. Polocas Zivota singletového kysliku je v biologickych systémech mensi nez
0,04 us a jeho dosah je 0,02 us. Proto je pro cytotoxicky efekt PDT klicova lokalizace

fotosensitizéru.

Lipofilni fotosensitizéry mohou pronikat do bunécného jadra a poskozovat DNA
véetné plazmatické membrany, mitochondrii, lysozomi, jaderné membrany
aendoplasmatického  retikula.  Fotoperoxidace = membranového  cholesterolu
a nenasycenych fosfolipidi vede ke zménam v propustnosti membrany, ztrat¢ pruznosti
a nestability, zesiténi amino a polypeptidi, inaktivaci enzymil a receptorti asociovanych
s membranou. Inaktivace membranového transportniho systému, depolarizace
plazmatické membrany a inhibice enzyml opravujicich DNA, mize pifedchazet
inaktivaci mitochondrialnich enzymu. Coz je pozdg&ji klicem k bunééné smrti (Kudinova

et Berezov, 2010; Huang et al., 2008; Bisland et al., 2004).

4.1.2. Poskozeni cévniho systému nadoru

Poskozeni cévniho systému bylo jiz diive popsano u fady fotosensitizérii véetné
Photofrinu 2, purpurinti, ftalocyanini a mono-L-aspartyl chlorin e6 (NPe6) (Soukos et
al., 1998). Casovy interval zatatku a konce cévniho poskozeni se lisi nejen podle
konkrétniho nadoru, ale také podle pouzitého fotosensitizéru. Ozareni fotosensitivni latky
zpusobi kolateralni poskozeni endotelidlnich bun€k, coz se projevi jako ztrata tésnych
spoji mezi buikami. Nasledné vznikaji trombogenni mista a dochazi k iniciaci kaskady
fyziologickych reakci (agregace trombocytl, adheze leukocytd, zvySeni vaskuldrni
permeability a konstrikce cév). Mikrovaskularni kolaps, omezeni pratoku krve
a hemoragie mohou vést k trvalé post-PDT nadorové hypoxii a pozitivnimu efektu na
1é¢bu nadoru (Huang et al., 2008; Henderson et Fingar, 1987; Fingar, 1996; Abels, 2004;
Huang, 2005).

4.1.3. Imunitni odpovéd’

Fotodynamické terapie zpusobuje vyrazné, kratkodobé, reverzibilni potlaceni
imunitniho systému. AvSak na rozdil od radioterapie a chemoterapie PDT nezplsobuje
zavazné negativni U€inky na hostitelském imunitnim systému. Studie z pocatku 90. let
uvadély infiltraci lymfocyt, leukocytl a makrofagh v tkanich 1é¢enych PDT, ukazujicich

aktivaci imunitniho systému v odpovédi k PDT. Rozdily v intenzité imunitni odpovédi
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U normalni a tumorové tkané mohou pfispivat k selektivit¢ PDT pro nadorovou tkan

(Kudinova et Berezov, 2010).

5. Bunéc¢na smrt

Hlavnim cilem fotodynamické terapie je vyvolat bunécnou smrt. RozliSujeme tii
typy bunécné smrti, apoptdzu, nekrozu a autofagii. Typ bunécné smrti urcuje samotny typ
buiky, bunécna lokalizace fotosensitizéru a plosna hustota svételné energie. Vysoka
koncentrace fotosensitizéru nebo vysoka intenzita zéfeni, pfipadné jejich kombinace
(vysoka davka PDT) vede k nekroze, naopak nizsi ddvka PDT vede k apoptdze (Buytaer
et al., 2007; Mroz et al., 2011).

5.1. Nekroza

Nekroza je ireverzibilni neprogramované poskozeni, které je vysledkem dvou
mechanismi, natraveni buiiky enzymy z lysozomt a denaturace proteinti. Nekroza neni
jen patologicky proces, ale je soucasti fyziologickych procest, u kterych je nutné
odstranit nevhodné buiky. Pribéh nekrozy mizeme rozdelit do nékolika stadii. V rané
¢asti dochazi k naruseni buiiky, cytoplazmatické membrany a dal$ich organel. V cytosolu
se zvySuje koncentrace Ca?* a klesa pH. P¥i nekroze se zapojuji i volné radikély a peroxid
vodiku, které naruSuji DNA a lipidy (Degterev et al., 2005). Mitochondrie zvétsuji sviyj
objem a jejich obsah unika do okoli, dojde k navozeni zanétlivé reakce a poSkozena buika

se nakonec rozpadne (Masopust et al., 2003).

5.2. Apoptoza

Apoptdza, programovana bunétna smrt, je proces aktivace za normalniho stavu
neaktivnich kaskad procesi pomoci vnitinich a vnéjSich faktord. Béhem apoptdzy
dochdzi k morfologickym, biochemickym a energetickym zménam, které vedou
k systematické a kontrolované bunétné destrukci a tvorbé apoptotickych télisek
S bunénymi organelami, které jsou nasledné fagocytovany. Organismus se takto chrani
pred nadbyteénymi, poSkozenymi ¢i zmutovanymi bunikami. Apoptdza Se projevuje
smrsténim buiiky, kondenzaci chromatinu v jadfe, fragmentace a zmenSeni jadra. Tento

proces konci segregaci builkky do apoptotickych télisek, ktera jsou pohlcena
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fagocytujicimi buinkami (Plaetzer et al., 2003; Byutaert et al., 2007; Robertson et al.,
2009).

5.3. Autofagie

Autofagie je bunéény program, ktery zodpovida za recyklaci bunécnych komponent
béhem hladovéni ¢i pro odstranéni poSkozenych organel a podporu pieziti buiiky. Jedna
se o katabolicky mechanismus umoziujici buiice udrzet rovnovahu mezi syntézou,
degradaci a recyklaci bunéénych produktd. Pii rozsdhlém poskozeni lze autofagie
povazovat za dalsi typ bunécné smrti. VSechny autofagni procesy zahrnuji lysozomalni
degradaci bunéénych organel a protein. Zatim neni jasné, jak konkrétn¢ se autofagie
podili na procesu PDT, ale sav¢i buniky autofagii vyuzivaji jako obranu proti ROS (Mroz
et al., 2011; Kessel et al., 2006; Reiners et al., 2010; Scherz-Shouval et al., 2007;
Sasnauskiene et al., 2009; Kessel et Oleinick, 2009).

6. Fotosensitizéry

Fotosensitizéry jsou jednou z hlavnich a podstatnych komponent fotodynamické
terapie. Jsou to latky schopné absorbovat svétlo o specifické vinové délce a pfeménit jej
na energii uzite¢nou ve fotochemické reakci II. typu. Koncové produkty této chemické
reakce zpusobuji toxicitu. Kazdy fotosensitizér musi spliiovat urcitd kritéria, jednim
znich je schopnost preferenéni akumulace v cilové tkani nasledovana produkci
cytotoxickych produktti a indukci pozadovanych biologickych odezev (Zim¢ik et Miletin,
2004).

Hematoporfyrinovy derivat (HpD) byl jednim z prvnich testovanym fotosensitizéri
a jeho purifikované verze Photofrin® patii k prvnimu klinicky schvalenému
fotosensitizéru. Bohuzel u této prvni generace fotosensitizérii se vyskytovala cela fada
vedlejSich 0¢inkli. Hlavnim problémem byla dlouhotrvajici kozni senzitivita
a fototoxicita u pacientll, kdy Photofrin® pretrvaval v kiizi az 6 tydnil po aplikaci (Zim¢ik
et Miletin 2004). Na zakladé¢ téchto skuteCnosti byla vyvinuta druhd generace
fotosensitivnich latek, kterd méla tuto prekazku eliminovat a vylepsit vlastnosti PS. Do
druhé generace patii napf. fltalocyaniny, chloriny a bakteriochloriny, které vykazuji vyssi

schopnost zadrzeni v tumorové tkéani a absorpci pii vysSich vinovych délkach. Nékteré
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z téchto latek, napt. Levulan®, Visudin®, Radachlorin® a Foscan®, byly schvaleny
a aplikovany pro 1é¢ebné tcely jak rakovinnych tak i nerakovinnych onemocnéni (Qiang

et al., 2006).

6.1. Vlastnosti idealniho fotosensitizéru

Béhem vyvoje téchto fotosensitivnich latek byly stanoveny vlastnosti idedlniho
fotosensitizéru, které pomohou ve vyvoji novych a lepSich fotosensitizéri. Soucasné

vyvijené latky maji snahu se k idealu co nejvice pfiblizit, ale dosud nebyla zatim nalezena

vvvvvv

(Zim¢ik et Miletin, 2004; Ethirajan et al., 2008; Allison et al., 2004, Lang et al., 2006):

e Chemicka ¢istota — PS by mél mit jasnou chemickou kompozici a sloZzeni. Mélo
by se jednat o chemicky ¢istou latku.

e Toxicita — PS by mél mit minimalni ,,temnou* toxicitu (toxicita bez ptistupu
svétla).

e Farmakokinetika — PS by mél mit vhodné farmakokinetické vlastnosti — absorpce,
distribuce, metabolismus a exkrece. Eliminace z téla by méla byt co nejrychle;jsi
(fadové dny), aby se zabranilo dlouhodobé fotosensitizaci kiize.

e Spektralni vlastnosti — pfednostné by mél PS absorbovat svétlo v oblasti vyssich
vinovych délek.

e Kvantovy vytézek O2(*Ag) — PS by mél mit vysoky kvantovy vytézek tripletniho
stavu a dlouhou dobu Zivota tohoto stavu, coZ umoziuje vysokou produkci
singletového kysliku a dalsich ROS.

e Selektivita— PS by mél vykazovat zvySenou kumulaci v cilové tkani.

e Polarita — rozdilna aplikace hydrofobnich a hydrofilnich latek. Velkou vyhodou
je, pokud je PS amfifilni, usnadiuje prichod pfes membranu.

e Mutagenita — PS by nemél prokazovat mutagenni a karcinogenni u¢inky.

e Cena a dostupnost — PS by nem¢l byt piili§ drahy a dale by m¢l byt snadno

komer¢né dostupny nebo ptipravitelny v lokalni laboratofi.
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6.2. Klasifikace fotosensitizéru

Fotosensitizéry lIze klasifikovat podle nékolika zpusobt — dle generace, chemické
struktury, ¢istoty a bunééného zacileni. Nejpouzivanéjsim rozdélenim je klasifikace podle

generace fotosensitizéru, tedy dle ¢asového vyvoje.

6.2.1. L. generace fotosensitizéri

Prvni generace PS byla vyvinuta v 70. letech a na pocatku 80. let 20. stoleti.
Hematoporfyrin (HpD) jako smés produkti byl poprvé izolovan z hemu v roce 1841
Schererem. Tyto slouc¢eniny byly rozsahle studovany a v roce 1867 byly stanoveny jejich
fluorescen¢ni vlastnosti. Studie potvrdily moznost pouziti téchto fotosensitizérti ve
fotodynamické terapii pro lécbu rakoviny. VylepSenim vlastnosti a purifikaci HpD
vznikly komeréni produkty napf. Protocan, Photosan a Photofrin®. Jednou z hlavnich
nevyhod téchto fotosensitizérd byla nutnost vysoké pouzité koncentrace, a to z divodu
jejich nizké selektivity nadorové tkan€. Pouze 3% injektovaného mnozstvi PS selektivné

napada nadorovou tkan (Dumoulin, 2012).

Photofrin®, procistény HpD, s absorpénim maximem 630 nm byl prvnim
schvalenym fotosensitizérem (Kanada, 1993) pro 1écbu rakoviny mocového méchyie
(Dougherty et al., 1998; Huang, 2006). VV USA je tento PS schvalen Gfadem pro kontrolu
potravin a 1é¢iv (FDA - U. S. Food and Drug Administration) pro 1é¢bu Barrettova jicnu,

ezofagedlnich obstruk¢nich 1¢ézi a endobronchialnich 1ézi.

6.2.2. I1. generace fotosensitizéru

Na zéklad¢ nedostatkii prvni generace byly vyvinuty fotosensitizéry druhé
generace. Latky druhé generace jsou jiz chemicky Cistsi, 1épe charakterizovatelné,
absorbuji svétlo delsich vinovych délek a maji niZsi sensitivitu kiize viéi svétlu. Do druhé
generace spadaji latky ze skupiny porfyrint, ftalocyaninti, chlorinti, bakteriochlorint

a dalsi.

5 — aminolevulinové kyselina (ALA) (Levulan®. Hexvix®, Benzvix® a Metvix®)

Tento fotosensitizér I1. generace ma absorpéni maximum 410 nm a dalsi ¢tyfi piky
Vv blizkosti vlnovych délek 510, 540, 580 a 635 nm, coz umoziiuje pouziti riiznych zdroja

zateni. ALA se v organismech enzymaticky pfeméiuje na ucinny fotosensitizér
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protoporfyrin IX, ktery se ddle méni na hem. Levulan vyrdbény firmou DUSA
Pharmaceuticals byl schvalen jiz v roce 1999 Americkym ufadem pro kontrolu potravin
a 1é¢iv pro 1é¢bu aktinické keratozy v oblasti obli¢eje a temene hlavy. Od roku 2001 byl
pro lécbu aktinické keratdozy povolen i metyl ester kyseliny 5 -aminolevulinové
(Metvix®), ktery se nyni vyuziva i pro lécbu karcinomu bazalnich bunék kize. Jeho
vyhodu je piedevs§im lepsi prunik do pokozky, a to diky jeho vyssi lipoficité. Benzvix®
tedy benzyl ester kyseliny 5 — aminolevulinové je fotosensitizér vyuzivany pro 1écbu
gastrointestinalniho traktu (Ormond et Freeman, 2013; Castano et al., 2008, O’Connor et
al., 2009).

Ftalocyaniny

Ftalocyaniny jsou latky chemicky podobné porfyrinim. Maji optimalni
fotochemické a fotofyzikdlni parametry a diky tomu jsou casto vyuzivané ve
fotodynamické terapii. Absorpéni maximum lezi v oblasti infracerveného zéieni (630—
690 nm). Jejich vyhodou je vysoka produkce ROS s dlouhotrvajicim tripletnim stavem,
coz je dusledek ptitomnosti centralniho kovu nebo polokovu (napt. zinek, hlinik, silikon),
ktera zvySuje uc¢innost PDT (O’Connor et al., 2009; Wainwright, 1998).

6.2.3. II1. generace fotosensitizéria

Tteti generace je tvofena fotosensitizéry druhé generace lokalizovanymi na
nosicich (protilatky, liposomy, polymery a nanomaterialy), které jsou zodpovédné za
cilengjsi distribuci v nadorové tkani (Lamch et al., 2014; Bazylinska et al., 2017; Kataoka
etal., 2017).

Typickou nevyhodou pouziti volnych fotosensitizéru, které nejsou navazany na
zadnou matrici, je jejich tendence agregovat a tim vyznamné snizovat zivotnost
excitovanych stavil a nasledné& negativné ovliviiuje fotogeneraci O2(*Ag) a citlivost jejich
tripletnich stavu K jejich zhase¢im (Prochazkova et al., 2004). Vazba fotosensitizéru na
nanocastice predstavuje vSestranny a vykonny ndstroj pro zménu/vyladéni vlastnosti

zapouzdienych nebo pfipojenych molekul (Salomoni et al., 2015; Zhang et al., 2008).
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/. Nanodastice a jejich biomedicinské aplikace

Za nanostruktury mtizeme povazovat materialy, jejichZ alespon jeden z rozméri je
mensi nez 100 nm (Laurent et al., 2010). Nanomaterialy, které maji vS§echny své rozméry
mensi nez 100 nm, nazyvame nanocastice (Grillo et al., 2015; Novakova et al., 2009).
Zatim ovSem neexistuje jednotna definice nanomaterialti nebo nanocastic (Dohnalova et
Dohnal, 2015). Nanomateridly se od materialii s rozméry nad 1 pm lisi strukturou nejen
na atomarni urovni, ale i z hlediska makroskopického. Nanocastice riznych velikosti,
tvari a materiald s riznou povrchovou upravou maji fadu technologickych

a biomedicinskych aplikaci (Loos et al., 2014).

Nanocastice (NPs) mizeme rozdélit do nékolika kategorii, a to podle jejich
morfologie, tvaru, fyzikalnich a chemickych vlastnosti. Nize jsou uvedeny tfi dobie

znamé skupiny nanocastic rozdélenych podle fyzikalné chemickych vlastnosti.

7.1. Nanocastice stiibra (AgNPs)

Stiibro bylo vyuzivané jiz ve starovéku, a to diky svym antimikrobialnim
vlastnostem. Jako prevence proti riznym nemocem se pouzivaly stiibrné piibory, pro
uchovani potravin se pouzivaly nadoby ze st¥ibra. Slechticiim se v 15. stoleti zacalo
stiibro piidavat i do jidla, coz vedlo k modro-Sedému zabarveni kize. S objevem
antibiotik bylo vyuZzivani stiibra omezeno (Prabhu et Poulose, 2012), v druhé poloviné
20. stoleti s rozvojem nanotechnologii se z4jem o studium koloida stfibra opét zvysil
a Vv soucasnosti stale roste (Kvitek, 2006). Znovu se za¢ina vyuzivat jak v primyslovém,

tak v medicinském odvétvi (Vecefova, 2016).

Stiibrné nanocastice (AgNPS) se dnes celkem b&zné pouzivaji v mnoha oborech,
jsou soucasti hracek, matraci, obuvi, textilii, zubnich past, Cisticich prostredkii, obali
potravin i natéri ledni¢ek. AgNPs se Casto pouZivaji v 1€kaiské praxi, napf. k lokalnimu
oSetfeni ran a popalenin (obvazy, naplasti), uprava Iékaiskych nastroji, katetrt,
dentalnich pomucek (Cleveland et al., 2012; Marambio-Jones et Hoek, 2010; Prabhu et
Poulose, 2012; Tomankova et al., 2015; Vecetova, 2016; Zhang et al., 2016).
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7.2. Polystyrenové nanocastice

Polystyren v bunice nedegraduje prostfedi a nevykazuje Zzadnou kratkodobou
cytotoxicitu, a proto se jevi jako vhodny pro pfipravu nanocastic. Samotna syntéza je
snadnéd a umoziuje ziskat nanoc¢astice riznych rozméra (Venier-Julienne et al., 1995).
Polystyrenové nanocastice jsou vhodné pro aplikaci v riznych odvétvich, naptiklad jako
plniva v polymernich nanokompozitech ¢i jako polymerni filtry pro dielektrické vyuziti
(Holley et al., 2014). Dalsi moznou aplikaci je jejich vyuziti v biomedicinské oblasti,
napf. jako nosice 1éCiv.

Jednou z moznosti piipravy polystyrenovych nanocastic je sulfonace
nanovldkennych membran. Vyhodami takto pfipravenych nanocéstic je jejich mala
velikost, velky pomér velikosti povrchu k objemu, vysoka koncentrace vazebnych mist
a jejich snadné odstranéni z vodného prostiedi filtraci pies nanovlakennou membranu, ze

které byly ptipraveny.

7.3. Polymerni nanocastice PLGA

Nanocastice na organické bazi se v literatufe oznacuji jako polymerni nanocastice,
vétsinou se jedna o nanosféry (Mansha et al., 2017). Polymerni nanoéastice jsou snadno
funkcionalizovany, a proto najdou Siroké uplatnéni v riznych aplikacich casto jako nosice
1€Civ.
rozlozitelnych polymert, a proto se ¢asto pouZiva jako material pro syntézu nanocastic.
Diky svym atraktivnim vlastnostem, biodegrabilit€ a biokompabilité, je mu vénovana
velké pozornost. Tento polymer byl schvalen titadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA)

a Evropskou 1ékovou agenturou (EMA) k pouzivani v fad¢ terapeutickych aplikacich

(Danhier et al., 2012).

8. Zdroje zareni pro fotodynamickou terapii

Dalsi nutnou komponentou fotodynamické terapie je zdroj zafeni o vhodné vinové
délce, ktery aktivuje fotosensitizér. Konkrétni zdroj zéafeni je zvolen podle vlastnosti
daného fotosensitizéru, mista lokalizace, pftistupnosti, velikosti nadoru a zpasobu

doruceni svétla. Pro spravny vybér je dilezité rozumeét absorpci a rozptylu svétla
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v riznych tkanich. Pro aplikaci PDT je nutné pfedpoveédét prostorové rozlozeni svétla

v cilové tkani (Robertson et al., 2009).

8.1. Lasery

Lasery jsou zdroje zéfeni, které produkuji monochromatické zareni o vysoké
energii s uzkym rozpétim vinovych délek (< 1 nm). Diky témto vlastnostem je mizeme
vyuzit pii aplikaci PDT pro aktivaci konkrétniho fotosensitizéru. Propojeni s optickym
vlaknem umoziuje piesné zacileni a predani potiebného zareni piimo do konkrétniho

mista (Weersink et Lilge, 2008).
Argonové lasery a barvivové lasery Cerpajici argon

Tento typ laseru patii ke standardnim zdrojim pouzivanych v klinické aplikaci PDT
(Mang, 2004). Laserova barviva maji ptekryv absorpcniho pasu alesponi s jednou emisni
linii argonu (488 a 514 nm) a emisi v oblasti excitace porfyrinu (600 a 650 nm). Vykon
téchto laserti dosahuje az 4 W. Argonové lasery se predevsim vyuzivaji v endoskopické
PDT diky malému prifezu vystupniho paprsku a jeho snadného propojeni s optickymi
vlakny (Brancaleon et Moseley, 2002). Je mozné je aplikovat pii 1é€bé rakoviny ust,
Barretova jicnu (Krishnadath et al., 2000), rakoviny plic (Marijnissen et al., 1993), dale
rakoviny mocového méchyie a malych koznich 1ézi (De Rosa et Bentley, 2000).

Barvivové lasery ¢erpajici pary kovi

Dalsi ¢asto vyuZzivanou skupinu lasert tvoii barvivové pulsni lasery Cerpajici pary
kovu. Pracuji na vysoké pulsni frekvenci (1 kHz), s délkou pulsu 10 — 50 ns a jejich
hustota vykonu mtize dosahovat az stovek W/cm?. V kombinaci s endoskopickou PDT se
pouzivaji k 1é€b€ nadori krku, hlavy, plic a mocového méchyte. Na rozdil od argonovych
lasert se mohou pouzivat i pro ozareni rozsahlych koznich nadort, a to z diivodu velkého

praméru paprsku az 3 cm? (Brancaleon et Mooseley, 2002).
Pevnolatkové lasery

Pevnolatkové lasery se vyuzivaji v obdobnych diagn6zéch, ale od piedchozich typt
se lisi kompaktnéjSim designem, ktery nabizi vyhody jak pro laboratorni, tak i klinické
pouziti. Pracuji na vyssich frekvencich pii kratsi délce pulzu. Emituji v infracervené
oblasti, napt. Nd:YAG laser pti 1064 nm vyuZzivany pro terapii v tracheobronchidlnim

stromu (Shah et Ost, 2000).
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Diodové lasery

Diodové lasery predstavuji prilom v oblasti zdroji pro fotodynamickou terapii.
Spektralni Sifka je u téchto lasert kolem 6 nm. Maji plno kladnych vlastnosti, piedev§im
kompaktnost, vSestrannost, snadnou manipulovatelnost a ptesnost jak pro laboratorni, tak
i pro klinické pouziti, pfic¢emz si zachovavaji dostate¢ny vykon (Brancaleion et Moseley,

2002).

8.2. Lampy

Lampy jsou zdroje Sirokospektralniho nekoherentniho zafeni. Na rozdil od lasert
maji Sirsi spektrum vinovych délek a pouzivaji se v kombinaci s riznymi typy filtrt, napf.
UV filtr, IR filtr. Velkymi vyhodami lamp je jejich pfenositelnost, snadna pouzitelnost
alevna udrzitelnost. Nevyhodu piedstavuje zahiivani, nizka hustota zafivé energie,
obtiznad kontrola ozatfovacich parametri a nemoznost propojeni s optickymi vldkny
(Pervaiz et Olivo, 2006). Jsou schopné ozafit velkou plochu, a proto jsou vhodné k 1é¢bé
velkych povrchovych 1ézi, nikoli pro endoskopickou PDT (Brancaleon et Moseley,
2002).

Halogenové lampy

Halogenové lampy jsou zdroje s zhavenym wolframovym vlaknem, jehoZz teplota
roste, az na 3000 K. Pti této teploté dochazi k emisi Sirokého spektra vinovych délek od
oblasti UV po blizkou IR. Tyto lampy mohou poskytovat intenzitu zafeni az
250 mW/cm?. K dosazeni konkrétni vlnové délky je potfeba pouzit filtry ve vhodné

kombinaci (Brancaleon et Moseley, 2002).
Xenonové obloukové lampy

Zateni je emitovano elektrickym obloukem hoficim mezi dvéma elektrodami
Vv pfitomnosti vysokého tlaku xenonovych par. Lampy jsou charakterizovany Sirokou
spektralni emisi (300-1200 nm) a vysokym vykonem. Pro vybér konkrétni vinové délky
se opét pouzivaji filtry (Clark et al., 2003, Brancaleon et Moseley, 2002).

Lampy kovovych halogenidu

Zdrojem téchto lamp je opét elektricky oblouk hofici za pfitomnosti smési

rtutovych a halogenovych par. Intenzita zafeni je od 10 — 250 mW/cm? a plocha ozafeni
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muze byt dost velka. Tento typ lamp se piedev§im vyuziva jako zdroj K piimé expozici,

spojeni se svétlometem neni moc ¢asté (Brancaleon et Moseley, 2002).
Sodikové lampy pokryté fosforem

Princip prace sodikovych lamp je obdobny lampam kovovych halogenidt, kde je
elektricky oblouk generovan v ptitomnosti sodikovych par. Povrch vybojky je pokryt
fosforem absorbujicim sodik a emitujicim zafeni v rGznych oblastech. V praxi se

nejéastéji pouziva k terapii koznich 1ézi (Brancaleon et Moseley, 2002).

8.3. DalSi zdroje
Svétlo emitujici diody (LED)

Svétlo emitujici diody patfi ke zdrojim nekoherentniho svétla a jsou pomérné
novym zdrojem zafeni poskytujicim vyhody pro klinické i laboratorni pouziti. Volba
vhodné emisni vinové délky se pohybuje od oblasti UVA (350 nm) az k blizké IR
(1100 nm). Limitujicim faktorem pro pouziti v PDT se uvadi hustota vykonu, ktery muze
byt az 150 mW/cm? Velkymi vyhodami pro PDT jsou viestrannost, kompaktnost,
modifikovatelnost, pfenositelnost a v neposledni fadé¢ cena. Navic diody mohou byt
sestaveny do riiznych ozatovacich schémat podle anatomického mista nadoru. Diky tomu

Jsou vhodné pro terapii nadort obli¢eje a mozku (Pervaiz et Olivo, 2006).

8.4. Zpusoby aplikace svétla pri PDT

Kromé volby vlnové délky zafeni, kterd je shodnd s absorpénim maximem
fotosensitizéru, je nutné zohlednit 1 velikost a lokalizaci nadoru. Na zékladé téchto véci

se voli vhodné technika samotného ozafeni.
Povrchova (superficialni) PDT

Povrchové ozafeni se vyuziva u lehce dostupnych nadorti na povrchu kiize nebo
mukodzni vrstvy, jejichz tloustka je mensi nez hloubka penetrace pouZzitého svétla. Pri
bézné chirurgické praxi je ozéteno i blizké okoli nddoru (zdrava tkan), tzv. bezpecnostni

lem v sifce 0,5 — 1 cm (Kiibler, 2005).
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Intersticialni PDT

Intersticialni fotodynamické terapie je vyuzivana u nadort, které jsou vétsi nez
1 cm. Optické vlakno je opatieno difuzorem umisténym na jeho konci a zavedeno do
nadorové tkan€. Zavedeni laserovych vldken je fizeno pomoci zobrazovacich technik jako
napi. magneticka rezonance (MR), pocitacova tomografie (CT) nebo ultrazvuk (UZV).
Pro velké nadory je mozno pfipravit miizku, kde jsou optickd vldkna ulozena ve
vzdalenosti 1 - 2 cm od sebe, toto usporaddani poté umoznuje ozafit cely nador zaroven.
Proto je tato technika uzivana u rozsahlych a hluboce uloZenych nadord, dale
U neoperovatelnych nadorti a nadort, kde chirurgické odstranéni mtze zptlisobit resekce.
Intersticialni PDT je kvili nepfesné dozimetrii nadoru vyuzivana predevsim pii paliativni

lécbe (Kiibler, 2005).
Intraoperativni PDT

Pti intraoperativni PDT je fotosensitizér podan pacientovi nckolik dni pted
samotnou operaci v zavislosti na typu fotosensitivni latky, s ohledem na rychlost jeji
akumulace v cilové tkani. Po uplynuti dané doby je nador chirurgicky odstranén
a nésledné je provedena intraoperativni PDT. Cilem tohoto kombinovaného pfistupu je
odstranéni tézce dostupnych zbytkti tumoru, a to i v anatomicky tézce dostupnych
mistech. Nezadouci svétlo nad operacnim polem je odstinéno pomoci filtrii, které
eliminuji vinové délky svétla aktivujici pouzity fotosensitizér. V soucasné dobé¢ je tato
metoda vyuzivana v experimentalnich klinickych podminkach pti 1é€bé nadort hlavy

a krku (Kiibler, 2005, Lyons et al., 2012).
Intrakavitarni PDT

Pt této aplikaci PDT jsou vyuZivany specidlni svételné difuzory, kdy se kombinuje
vyhledavac pro urceni svételného aplikatoru a 3D zobrazeni pro znazornéni davky svétla.
Tato metodika se vyuziva pro nadory nachézejicich se uvniti dutych organi, napt. déloha,

jicen ¢i pradusky (Lyons et al., 2012).
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9. Bakterie

9.1. Bakterialni bunka

Bakterialni buiika je typem prokaryotick¢ bunky a mad na rozdil od buiky
eukaryotni (rostlinné a zZivocisna buiika) jednodussi stavbu. Bakterialni buiika je mensi

nez bunka zivo¢i$na, jeji velikost se pohybuje v desetinach az desitkach mikrometra.

9.2. Struktura bakterialni bunky

Prokaryontni butika mé pét zakladnich strukturnich slozek: jadro (DNA), ribozomy,
bunécnou membranu, bunécnou sténu a povrchovou vrstvu, ktera miize nebo nemusi byt

nedilnou soucésti stény.

Strukturalné existuji tfi architektonické oblasti: bi¢iky a pili (fimbrie) ptipojené
k bunécnému povrchu polysacharidovou nebo proteinovou ochranou vrstvu

a cytoplazmatickou oblast, ktera obsahuje bunéény chromozom (DNA) a ribozomy (obr.

2).

pouzdro
bunécnd sténa
cytoplazmaticka

membrana
cytoplazma

ribozomy
plazmid

bicik
nukleoid
(kruhova DNA)

Obr. 2.: Bakterialni bunka a jeji casti (https://www.wikiskripta.eu).
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Geneticka informace je ulozena v nukleové kyseliné, neobalend DNA se nachézi
volné v cytoplazmé a je tvoiena jednim kruhovym chromosomem. V bakteriich se mohou
jesté vyskytovat malé molekuly DNA zvané plazmidy, které obsahuji piidatnou
genetickou informaci (Kapralek, 2000).

Jak DNA, tak i RNA maji v bakteriich stejnou podobu jakou v jinych typech bungk.
DNA ma tvar dvousSroubovice obsahujici baze, deoxyribozu a kyselinu fosfore¢nou. RNA

maji podobu jednofetézcové linedrni molekuly a vyskytujici se ve tfech formach —

mRNA, tRNA a rRNA (Cechova et Jamalikova, 2007).

9.3. Segmenty bakterialni bunky

Jadro a plazmidy

V jadru je uloZena genetickd informace buiiky. Jadro bakterii je tvofeno skladanou
do kruhu stoc¢enou dvousroubovici DNA, ktera tvofi asi 15 % celkového objemu buiky
aod cytoplazmy neni oddélena membranou. Tuto kruhovou kovalentni konformaci
muzeme za fyziologickych podminek nazyvat superhelicita. V klidové fazi buiky je
pfitomen pouze jeden chromozom, v rostouci fazi dochazi k jeho replikaci (Kapralek,
2000).

V bakterialni buiice se mohou vyskytovat dalsi typy DNA, a to ve form¢ plazmidi,
které jsou také do kruhu stocené, ale asi 100x mensi. Jedna se o ptfidatné Casti genetické
informace bakterie, které poskytuji zvyhodnéni bakterii v nepfiznivych podminkach.
Plazmidy mohou kédovat 3 — 100 genti a jejich molekulova hmotnost se fadoveé pohybuje
od 10° do 10® daltondi. V buiice se mohou vyskytovat kompatibilni a inkompatibilni
plazmidy. Inkompatibilitou se rozumi neschopnost existence dvou plazmidi v jedné
bunice. Inkompatibilni plazmidy vyuzivaji stejny mechanismus replikace a segregace
a jsou vzajemné piibuzné a buiika miize jeden z plazmidi trvale ztratit. Jelikoz buiika
nema schopnost si plazmid vytvofit, jedinou moZnosti opétovného ziskani plazmidu je
opatfit si jej z jiného zdroje. Ziskani mliZze probihat riznymi prostfednictvimi: konjugace
— spojeni dvou bungk a prenos fibriemi; transdukce — pres bakteriofag, kdy do fagové
hlavicky je uzaviena plazmidova DNA na misto fagove; transformace — proniknuti volné

molekuly z prostiedi do bakterie (Kapralek, 2000).
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Cytoplazma

Kazda bakterialni bunka je uvniti vyplnéna cytoplazmou obsahujici chromozom,
ribozomy a zasobni latky. V cytoplazmé dochazi k jednotlivym interakcim, pohybu,
vyhledavani molekul a struktur. Probihaji zde katalytické reakce metabolismu. VéEtSina
proteintl obsazenych v cytoplazmé ma enzymatickou funkci (Cechova et Jamalikova

2007, Kapralek, 2000).
Ribozomy

Ribozomy jsou slozeny ze dvou podjednotek — 30S a 50S spojenych ve funkéni
jednotku 70S. Syntéza ribozomu v bakteridlni buiice je regulovand, aby nedochdzelo
k jejich hromadéni. Jejich pocet se pfimo Gmérny ristu buiky a jejich poctem je
regulovana rychlost proteosyntézy. Ribozomy se nachazeji voln¢ v cytoplazmé, nasedlé
po obvodu buriky, kde slouzi k syntéze proteinli nebo nasedlé na mRNA v oblasti jadra,
kde slouzi k translaci RNA (Cechova et Jamalikova, 2007; Kapralek, 2000).

Cytoplazmaticka membrana

Cytoplazmatickd membrana je dvojvrstva fosfolipidii, kterd hydrofobnimi nebo
elektrostatickymi silami pouta molekuly proteint. Vyskytuji se zde jak strukturalni, tak
| funk¢éni proteiny. Tato tlustd vrstva (7-8 mm) je asymetricka ve stavebni i funkéni
oblasti. Neobsahuje cholesterol a podil nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin se
méni v zavislosti na teploté. Cytoplazmatickd membrana je jedind membrana bakterii

a lokalizuje vSechny funkce:

Izolace vnitiniho prostfedi a propustnost — nepropousti polarni molekuly, je tedy

selektivni.
Lokalizace enzymt Krebsova cyklu, enzymi syntézy a hydrolyzy lipida.
Lokalizace vazebnych proteint — histidin, leucin.

Transformace energie — respiracni fetézec.
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Bunécna sténa

Nad cytoplazmatickou membranou se nachazi pevna bunécna membrana, ktera
vytvaii skelet propustny pro soli a nizkomolekularni latky. Jeji hlavni funkci je ochrana
pfed mechanickym poskozenim buiiky. Diky bunécné sténé je rozbiti bakteridlni buniky
mozné silnym a dlouhodobym piisobenim okolnich vlivii (Cechova et Janalikova, 2007;
Ghuysen et Hakenbeck, 1994; Kapralek, 2000).

kyselina
teichoova
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kyselina povrchovy protein
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!IIII =
membrana
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S R e
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povrchovy
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Obr. 3.: Rozdily v bunécné stené Gram-pozitivni a Gram- negativni bakteridlni
bunky (prevzato a upraveno Humagain 2018).

Buné¢na sténa Gram-pozitivnich a Gram-negativnich kment je odlisna (obr. 3). Pro
oba typy bakterialnich kment je spole¢ny peptidoglykan zajist'ujici mechanickou pevnost
a davajici bunce jeji tvar. Bunécna sténa Gram-pozitivnich bakterii je pomérné silna (15—
80 nm), peptidoglykanem prostupuji fetézce teichoovych kyselin. Tyto fetézce tvoii ve
vodé rozpustné polymery a jsou kovalentné navadzané k peptidoglykanu. U riiznych
bakteridlnich kment stejného druhu mizeme pozorovat nékolik typt téchto polymert.

Hlavni funkci je role povrchového antigenu a vazba kationtd Ca?* a Mg?*.

Bunééna sténa Gram-negativnich bakterii se od pfedeslého typu lisi pfedevsim
tloustkou. Gram-negativni kmeny maji tuto sténu tlustou pouze 10 nm, je méné hmotna,
ale stavebn¢ slozitéjsi. Nad vrstvou peptidoglykanu se nachazi vnéj§i membrana. Tato
membrana je tvorena dvojvrstvou fosfolipidii vdzanou oboustranné proteiny, kterych je
méné nez V cytoplazmatické membran€. Fosfolipidy vnéj§i vrstvy jsou nahrazeny

lypopolysacharidy. Vyskytuji se zde i poriny, nespecifické pory a kandly, které¢ umoziuji
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neselektivni prinik malych hydrofilnich molekul pies tuto vnéj§i vrstvu az
k cytoplazmatické membran€. Vnéj$i membrana je k pepridoglykanu pfipojena pomoci
molekul lipoproteinu, kdy jeden konec kovalentné vaze peptidoglykan a druhy je poutan
k dvojvrstvé vnéjsi membrany prostiednictvim lipofilniho N-konce tvoifeného cysteinem.
Mezi obéma membranami vznika prostor, ktery se nazyva periplasmovy. Nalezneme zde
velké mnozstvi molekul: metabolity, enzymy, B-laktamazy, které ud¢luji rezistenci diky
Stépeni penicilinu. Tyto molekuly jsou u Gram-pozitivnich bakterii vylucovany do
prostiedi (Cechova et Janalikova, 2007; Green, 2002; Kapralek, 2000; Maisch et al.,
2004).

9.4. Gram-pozitivni bakterialni kmeny

9.4.1. Meticilin rezistentni Staphylococcus aureus

Meticilin rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA) je Gram-pozitivni patogen
(obr. 4), ktery ziskal rezistenci vici antibiotiku meticilinu. Tyto kmeny jsou kromé
meticilinu rezistentni 1 vU0¢i ostatnim antibiotikim ze skupiny beta-laktami
prostfednictvim exprese exogenniho genu mecA. S. aureus casto kolonizuje nosni
vestibul a kUzi zdravych lidi a mlze zpusobit zavaznou infekci. Pfedstavuje jeden
V hlavnich problémt piedevs§im v nemocnicich. Vysoky vyskyt MRSA zptsobuje
klinickou a ekonomickou zatéz nemocnic, zpusobuje dlouhodobéjsi pobyt v nemocnici
a vys§i umrtnost zejména z diivodu opozdéného zahajeni vhodné terapie (European
Centre for Disease Prevention and Control. Antimicrobial resistance surveillance in
Europe 2015; 2017).
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Obr. 4.: Kultivacni agar s koloniemi meticilin-rezistentniho S. aureus (MRSA)
9.4.2. Enterococcus faecalis

Dalsi nami studovany Gram-pozitivni bakterialni kmen byl Enterococcus faecalis
(obr. 5), ktery tvoii ptirozenou mikrofloru ve stievech lidi. Zpasobuje infekce mocovych
a zlu¢ovych cest, gynekologické zanéty, poopera¢ni komplikace u operaci dutiny bfisni.

Je vysoce rezistentni k antibiotikiim, pfedevsim u nozokomialnich kmenti (Benes, 2009).
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Obr. 5.: Kultivacni agar s koloniemi Enterecoccus faecalis

9.5. Gram-negativni bakterialni kmeny

9.5.1. Klebsiella pneumoniae produkujici Sirokospektré g-laktamazy

Klebsiella pneumoniae produkujici Sirokospektré p-laktamazy patfi mezi
opouzdiené Gram-negativni nepohyblivé ty¢ky (obr. 6). Tento druh bakterii je soucasti
mikrobialni flory a respiracniho Ustroji, dale se vyskytuji v ptidé a ve vodé. Nejcastéji
zpusobuji uroinfekce a pneumonie, uplatituji se i v sepsi predev$im u nozokomialni

nakazy (Benes, 2009).
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Obr. 6.: Kultivacni agar s koloniemi Klebsiella pneumoniae produkujici sSirokospektré
S-laktamazy.

9.5.2. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa (obr. 7) patii mezi Gram-negativni, aecrobni, pohyblivé,
nefermentujici bakterie. MiiZe byt obalena slizovou vrstvou podobnou bakterialnimu
pouzdru. Vyskytuje se Vv odpadnich vodach, v pidé a na rostlinach. P. aeruginosa

piedevs§im kolonizuje sliznice respira¢niho traktu a mocového ustroji (Bednat, 1996).
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Obr. 7.: Kultivacni agar s koloniemi Pseudomonas aeruginosa

10. Moderni mikroskopické metody

10.1. Mikroskopie atomarnich sil (AFM)

Mikroskopie atomarnich sil (AFM) je jedna z technik spadajici do mikroskopie
skenujici sondou, které se zabyvaji studiem struktury povrchu s atomarnim rozliSenim
amoznosti stanovit trojrozmérné (3D) obrazce povrchu vcetné jejich parametrt.
Mikroskopie pracuje na principu tunelového jevu vychazejiciho z poznatki kvantové
fyziky. Pfi samotném snimani je vyuZivano t€sného pfiiblizeni a pfesného polohovani
sondy k povrchu vzorku (Kubinek, et al., 2003). Pohyb sondy umoziuje piezoelektricka
keramika zajistujici fddkové snimani v roviné X a y, pohyb ve sméru osy z se fidi signalem
zpétné vazby (Prado et al., 2012). Oproti ostatnim metodam napi. elektronové
mikroskopii je pfiprava vzorkli nenarocnd, ale vysledky poskytuji jen informace
o0 povrchu vzorku. AFM neposkytuje okamzity Vizualni obraz, ale povrch vzorku je

postupné snimam a zobrazovan na po¢itaci (Kubinek et al., 2003).
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10.2. Princip AFM

Hlavnim prvkem AFM je sonda sloZena z ostrého hrotu vyleptaného na konci
pruzného nosniku (cantilever). Nosniky s hroty jsou zakladem AFM mikroskopu, jelikoz
zprostiedkuji interakci mezi hrotem a povrchem vzorku. Hrot ma nejcastéji tvar pismene
V a je vyroben z kiemiku (Si) nebo nitridu kiemiku (SisN4). Vrchol hrotu ma nejcastéji
polomér do 10 nm u kiemikovych hrotti a 20 — 60 nm u hrott z nitridu kiemiku (Jandt,
2001). Obvykla délka nosniku je 100 — 200 um, Sifka 10 — 40 um a jeho tloustka je 0,3 —
2 um. Dalsi dtlezitou vlastnosti je tuhost, pruznost nosniku, kterd by méla byt nizsi, nez
je vazebna sila mezi atomy v pevnych latkédch z diivodu zabranéni poskozeni hrotu nebo
samotného vzorku (Eaton et West, 2010; Kubinek et al., 2001; Prado et al., 2012). Zmény
nosniku jsou béhem méfeni zaznamenavany pomoci laserového paprsku fokusovaného
na volny konec nosniku. Odraz paprsku je poté detekovan fotodiodou rozdélenou na ¢tyii

¢asti (Kuznetsova et al., 2007).

Zmény nosniku jsou zavislé na topografii skenované¢ho vzorku, zmény v prohnuti
nosniku jsou zplsobeny riznou vzdalenosti mezi hrotem a vzorkem, ptic¢emz vzdéalenost
a velikost interakce je neustale kontrolovdna pomoci zpétné vazby pozi¢niho systému
a pocitacové tizenych piezo prvkl. RozliSeni je dano vlastnostmi sondy, konfiguraci
pocitace pii tvorbé obrazu a dynamické povaze zobrazovaného vzorku (Gaczynska et

Osmulski, 2008).

10.3. Zobrazovaci rezimy AFM

U AFM metody mizeme rozliSovat tfi zakladni zobrazovaci rezimy (obr. 8) na
zaklad¢ interakce mezi hrotem a povrchem vzorku — Kontaktni mod, nekontaktni mod

a poklepovy mod (Barabaszova, 2014; Eaton et West, 2010).
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Obr. 8.: Graf pusobicich sil v zavislosti na vzddlenosti (Kubinek et al., 2003).

10.3.1. Kontaktni mod

V kontaktnim rezimu je vzdalenost hrotu od povrchu vzorku mensi nez nékolik
desetin nm. Mezi nosnikem a vzorkem ptevlada odpudiva sila, ktera se snazi vychylit
nosnik od povrchu vzorku. V kontaktnim modu byva sila plsobici na vzorek fadové
10" " N. Zasadni roli v tomto typu méfeni ma tuhost hrotu, jestlize je vétsi nez efektivni
tuhost drzici pohromad¢ atomy povrchu, nosnik se neohne a miZze dojit k poSkozeni
vzorku. Kvalitu méfeni dale mohou zhorsovat kapicky vody zkondenzované na povrchu
vzorku. Kontaktni rezim nabizi dvé varianty méfeni — S konstantni vySkou, kdy je
konstantni vyska nosniku nad povrchem a je snimano ohnuti nosniku, a s konstantni silou,
kdy je udrzovano urcité prohnuti nosniku (Kubinek et al., 2003). Kontaktni m6d dosahuje
velkého rozliseni, ale je vhodny pouze pro tvrdé vzorky, u mékkych vzorkti by mohlo
dojit k jejich poSkozeni (Eaton et West, 2010; Jalili et Laxminarayana, 2004; Kubinek et
al. 2001).

10.3.2. Nekontaktni mod

Nekontaktni reZim pracuje v oblasti pfitazlivych van der Waalsovych sil, jednotky

az desitky nm od povrhu vzorku. Hrot je umistén na nosniku s vyssi tuhosti, aby se
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zabranilo poskozeni vzorku. Celkova sila mezi hrotem a vzorkem je velmi mala
a pohybuje se okolo 1012 N. Nosnik s hrotem kmit4 v blizkosti své rezonanéni frekvence.
Nevyhodou tohoto médu je sniméani mikrokapek zkondenzované vody na povrchu vzorku

(Eaton et West, 2010; Jalili et Laxminarayana, 2004).

10.3.3. Poklepovy mod

Poklepovy rezim neboli semicontact je podobny nekontaktnimu rezimu. Nosnik
kmita s frekvenci blizkou své rezonancni, ale rozkmit je vétsi, a proto dochézi ke kontaktu
s povrchem vzorku. Oproti kontaktnimu mdédu ma tento rezim nékolik vyhod. Obraz opét
vznikd na zékladé zmény rezonan¢ni frekvence (Jalili et Laxminarayana, 2004).

Jednotlivé typy modu jsou schématicky vyobrazeny na obr. 9.
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Obr. 9.: Schematické zndzornéni jednotlivych operacnich rezimii AFM.

(Jalili et Laxminarayana, 2004)

11. Cile prace

o ovéfit Gcinek antimikrobidlni fotodynamické inaktivace na Gram-
pozitivnich a Gram-negativnich bakterialnich kmenech

o stanovit optimalni parametry fotodynamické reakce aplikované na
bakterialni kmeny

o stanovit optimalni parametry fotodynamické reakce v kombinaci
S nanocasticemi stiibra

o oveftit synergicky efekt kombinace aPDI a nanocéstic stfibra

o oveétit antimikrobialni vlastnosti TPP-NP na Gram-pozitivnich a Gram-
negativnich bakteridlnich kmenech.

o ovefit moznosti pouziti kurkuminu v aplikaci aPDI
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12. Experimentalni ¢ast

12.1. Material a metody

12.1.1. Bakterialni kmeny

Vsechna experimentalni méfeni byla provedena na Gram-pozitivnich a Gram-
negativnich bakterialnich kmenech. Meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus CCM
4591 (MRSA) a Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 byly pouzity jako zastupce Gram-
pozitivnich kmeni, Klebsiella pneumoniae produkujici Sirokospektré B-laktamazy CCM
2486 (ESBL-KP) a Enterococcus faecalis CCM 4224 jako Gram-negativni bakterialni
kmeny. Bakterie byly inokulovany na krevni agar (Trios, Ceska Republika) a byly
kultivovany pti 35°C po dobu 24 hodin. Pro jednotlivé experimenty byly pouZity Cerstvé
kolonie bakterii. Bakterialni suspenze byla pfipravena pro kazdy antibakterialni test
a koncentrace bakterii byly stanoveny méfenim optické hustoty pomoci densilametru

(Densi-La-Meter, LACHEMA, Ceska Republika).

12.1.2. Porfyrinovy fotosensitizér TMPYP a nanoc¢astice stiibra AgNPs

Na vySe uvedenych bakterialnich kmenech byla ovéfovana u¢innost komeréné
dostupného TMPyP (5,10,15,20-tetrakis(1-methyl-4-pyridinium) porphyrin tetra(p-
toluenesulfonat)) (Sigma-Aldrich) v kombinaci s nanocasticemi stiibra (AgNPS).
Studované koncentrace TMPyP byly v rozmezi 1,56 az 100 uM, toto rozmezi bylo
zvoleno na zakladé dfive ziskanych vysledkd (Hanakova et al., 2013). Maximalni
absorp¢ni vinové délka TMPyP je 421 nm (Sigma-Aldrich), proto byl TMPyP aktivovan
pomoci LED zéfice emitujiciho svétlo o vlnové délce 415 = 10 nm. Nami ovéfované
stiibrné nanocastice byly pfipraveny AleSem PanadCkem (Katedra fyzikalni chemie,
Piirodovédecka fakulta, Univerzita Palackého v Olomouci), jejich velikost byla 27 nm
v priméru. Nanocastice byly pfipraveny podle jiz diive publikovaného Tollenova
procesu zahrnujiciho redukci komplexniho kationtu [Ag(NH3)2]+ D-maltézou
v alkalickém prostiedi (Panacek et al., 2006). Koncentrace pouzitych reakénich slozek
byla: dusiénan stifbrny 1 x 102 mol/l, amoniak 5 x 10 mol/l, hydroxid sodny
9,6 x 10 *mol/l a D-maltéza jako redukéni ¢inidlo 1 x 102 mol/l. Tento reakéni systém
byl kontinualn€ michan magnetickym michadlem. VSechny experimenty byly provadény

pfi laboratorni teploté (pfiblizné 21 °C). Konecny roztok AgNOs s koncentraci stiibra
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108 mg/1 (ptiblizné 1 x 107 mol/l) byl piipraven rozpusténim AgNPs v destilované vodé
a jeho uskladnénim ve tm¢. UV-VIS spektra ptipravenych AgNPs byla meéfena
spektrofotometrem Specord S 600 (Analytik Jena, Némecko) a primér ¢astic AgNPs byl
méfen metodou dynamického rozptylu svétla (DLS) pomoci Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments Ltd, UK). Takto pfipravené nanocastice byly studovany a ovéfovany
z hlediska jejich fyzikélnich, chemickych a biologickych vlastnosti také v jinych studiich
(Panacek et al., 2015; Jiravova et al., 2016). V této studii byly studované koncentrace
AgNPs vybrany podle geometrické fady (54 - 0,025 mg/l).

12.1.3. Polystyrenové nanocastice s navazanym hydrofobnim fotosensitizérem

TPP (TPP-NPs)

Podilela jsem se na vyvoji stabilnich sulfonovanych polystyrénovych nanoéastic
(pramér 15 = 7 nm) se zapouzdienym hydrofobnim fotosensitizérem TPP (5,10,15,20-
Tetraphenylporphyrin) (TPP-NPs), které byly pfipravovany Jifim Mosingerem (Ustav
anorganické chemie, Pfirodovédecka fakulta, Univerzita Karlova v Praze).
Tetraphenylporphyrin (TPP) je komeréné dostupny porfyrinovy fotosensitizér (Sigma-
Aldrich). Nano¢astice s uréitym mnozstvim enkapsulovaného TPP (5 x 10 mol/l) byly
pfipraveny mirn¢ modifikovanymi nanoprecipitanimi metodami s pouzitim
nanovlakennych membran Petrem Henkem =z Katedry anorganické chemie,

Piirodovédecka fakulta, Univerzita Karlova v Praze, Ceska republika.

Nanovlakenné membrany byly uchyceny na podkladova sklicka a ta poté byla
vlozena do vyvijecich tankt pro tenkovrstvou chromatografii (TLC) s 96 % H2SO4. Po
sulfonaci byly nanovlakenné membrany promyvany destilovanou vodou, dokud nebylo
dosazeno neutralniho pH. Vlhké membrany byly vlozeny do Cistého tetrahydrofuranu
(THF) obsahujiciho fotosensitizér TPP a byly intenzitné michany do rozpusténi. Pfidanim
destilované vody doslo k vysrazeni nanocastic a tato suspenze byla centrifugovana za
ucelem odstranéni vétSich mikrocastic. Nakonec byla disperze nanocastic dialyzovana pii
pokojové teploté po dobu 3 dni, aby doslo k odstranéni zbytkd kyseliny sirové a THF.
Koncentrace TPP-NPs byla 3 mg/ml, pficemz koncentrace zapouzdieného TPP byla
10 % Vv nanoéasticich, coz odpovida 5 x 10*mol/l TPP v zasobnim roztoku. Koncentrace
zasobniho roztoku byla vypoctena pomoci gravimetrické analyzy, kdy bylo 20 ml vzorku

nanocastic vysuseno pii 50 °C. Hmotnost byla stanovena na analytickych vahach GR-200
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(A&D Instruments Ltd., Japan). Zasobni koncentrace NPs byla vypoctena z hmotnosti
suchého vzorku a moldrni hmotnosti (3,2 mg/ml a 6,8 x 107 g/mol). Zasobni disperze
TPP-NPs (~3x10% NPs/ml) byla skladovéana ve tmé. Velikost a distribuce velikosti ¢astic
ve vodé byla stanovena pomoci dynamického rozptylu svétla (DLS) na analyzatoru

velikosti dastic Zetasizer Nano ZS, Malvern.

12.1.4. Polymerni nanoc¢astice PLGA s navazanym kurkuminem (CUR)

Poslednimi studovanymi latkami byly polymerni nanocastice PLGA s navdzanym
kurkuminem (PLGA-CUR), které byly syntetizovany a ovéfovany na Univerzité
vV Milan¢€ v rdmci mé pullro¢ni zahranicni staze. PLGA mikrocastice byly pfipraveny
metodou dvojité emulze (olej/voda) za pouziti polyvinyl alkoholu (PVA) jako povrchové
aktivni latky. Nejprve bylo 40 mg PLGA polymeru smichano s 0,8 ml ethylacetatu a poté
bylo pfiddno 1,6 ml PVA 1 %. Tato smés byla michana vysokorychlostnim
homogenizérem (IKA T25 digital ULTRA TURRAX) po dobu 30 s pii 3400 otackach za
minutu. Po dosazeni mlé¢né emulze bylo do suspenze piidano 8 ml destilované vody a
200 pl ethylacatatu. Takto pfipravena suspenze se nechala michat ptes noc na magnetické
michacce a doslo k odpareni organického rozpoustédla. Ziskané mikrocastice byly druhy
den tfikrat promyty v destilované vod¢. Pro pfipravu mikrocastic S kurkuminem bylo pii
jejich syntéze pridano 7,5 mg kurkuminu k PLGA polymeru. Pied samotnym pouzitim
na bakteridlnich kmenech byly vSechny vzorky rozsuspendovany anafedény ve

fosfatovém pufru (PBS) na studované koncentrace.

Takto pfipravené mikrocastice byly podrobeny spektralni analyze pro zhodnoceni
jejich stability. Excitaéni a emisni spektra mikrocastic s navazanym kurkuminem
a spektra samotného kurkuminu byla métena pomoci fluorescen¢niho spektrofluorometru
(FluoroMax 4, Horiba). Na zakladé této spektrometrické analyzy byla hodnocena
chemicka stabilita mikro¢astic s navazanym kurkuminem a kurkuminu samotného. Emise
fluorescence (Aex = 450nm, Aem = 480nm) byla méfena v nékolika ¢asovych intervalech

(0, 18 a 43 hod) pii pokojové teploté a kazdé méteni bylo provedeno v triplikatu.

12.1.5. Zdroje zareni

Jako zdroj zafeni pro oveétovani vzorkli na Univerzité Palackého v Olomouci byl

pouzit systém LED diod emitujici viditelné zafeni o vinové délce 414 nm navrZeny na
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nasem pracovisti (National Patent CZ 302829) k ozafeni Petriho misek. Intenzita
svételného zdroje byla 54 mW/cm?. Hustoty plosné svételné energie pouzité k aktivaci
fotosensitizéru TMPyP kombinovaného s AgNPs byly 10 a 20 J/cm?, coz odpovida
ozafovacim ¢asiim 3 min 20 s a 6 min 40 s. Pro aktivaci TPP-NPs byly hodnoty hustoty
energie 1,62; 3,24; 16,2; 32,4 J/cm?, kdy ozatovaci ¢asy byly 0,5; 1; 5 a 10 minut. Mé&feni
parametrii ozatreni bylo provedeno pomoci radiometru ILT 1700 vybaveného sensorem
SEDO033 (International Light Technologies). Ozéieni bylo provedeno pomoci svételného

zdroje zhotoveného z pole 350 ks 5 mm LED (o celkové velikosti 9 x 13 cm).

Vzorek polymernich nanocastic PLGA s navazanym kurkuminem byl ozatfovan
viditelnym zatenim, které bylo emitovano LED lampou (CorePro LED linear R7S

118 mm 14-100 W 830 D), ¢as ozafovani se pohyboval v rozmezi od 0 do 1 minuty.

12.1.6. Synergicky efekt kombinace fotosensitizéru a nanodcastic stfibra na

bakterialnich kmenech

V nasi in vitro studii synergického efektu kombinace fotosensitizéru TMPyP
a AgNPs byly pouzZity tyto bakterialni kmeny meticilin-rezistentni S. aureus (MRSA)
a K. pneumoniae produkujici Sirokospektré p-laktamazy (ESBL-KP). Bakterie byly
naoCkovany na krevni agar obsahujici 5% defibrinované ov¢i krve (Trios) a kultivovany
24 hodin pti 35 °C ve tmé&. K ovéfovani byly pouzity Cerstvé kolonie bakterii, které byly
rozsuspendovany ve 2 ml fyziologického roztoku. Findlni bakteridlni koncentrace
(CFU/ml) kazdé suspenze byla stanovena meéfenim optické hustoty densilametrem

(Densi-La-Meter, Lachema, Czech Republic).

Samotné méfeni bylo provedeno v 12-jamkovych deskach. Bakterialni suspenze
byla natfedéna v Miiller-Hintonové (MH) médiu (Boi-Rad Laboratories, USA) do finélni
koncentrace 102 CFU/ml. Nasledné byl dodan fotosensitizér TMPyP Vv koncentraénim
rozmezi 1,56 az 200 uM + kontrola bez fotosensitizéru. Takto pfipravené panely byly
inkubovany za konstantniho tfepani piti 35 °C ve tmé po dobu 45 min nebo 5 hodin. Dva
inkubacni ¢asy byly zvoleny z divodu porovnéni rychlosti akumulace TMPyP do
bakterialnich bunck. Dale byla pfipravena kontrolni zkumavka s bakteridlni suspenzi,
u které byl zméien jeji zakal ihned po piipravé a poté znovu po 5 hodinové inkubaci pro

Stanoveni bakterialniho rustu v Case.
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Po kultivaci bakterii s TMPyP bylo 50 ul suspenze pieneseno do nové 12-jamkové
desky s 450 ul PBS, tedy koncentrace bakterii pro ozafeni byla 10x zredukovana. Panely
byly ozéafeny viditelnym zafenim o vlnové délce 414 nm a intenzité zafeni 54 mW/cm?,
kdy ozafovaci ¢asy byly 185 s a 370 s, coz odpovida 10 J/cm? nebo 20 J/cm?. Po ozafeni
byl 1 ul bakterialni suspenze prenesen pomoci ockovaciho jezka do 99 pul MH média
nachystaného v nové 96-jamkové miktotitracni desce, ve které byly dle koncentracni fady
(108; 54;27; 13,5, 6,7; 3,4; 1,7; 0,8; 0,2 a 0,1 ul) nafedény nanocastice stiibra. V ptipadé
5 hodinové inkubace bylo mnozstvi PBS a mnozstvi pienasené bakterialni suspenze
stanoveno na zaklad¢ bakterialniho rustu v kontrolni zkumavce béhem 5 hodin, tedy
koncentrace bakterii vystavena aPDI byla stejna pro oba inkuba¢ni ¢asy. Naockované
panely byly kultivovany pii 35°C, 5 % CO2 po dobu 24 hodin, po inkubaci byl
vyhodnocen rist bakterii a pomoci frakéni inhibi¢ni koncentrace (FIC) byl stanoven

synergicky ucinek kombinace fotosensitizéru a nanocastic stiibra.

12.1.7. Stanoveni synergického ucinku fotosensitizéru a nanocastic stribra

Ke stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) stiibrnych nanocastic
(AgNPs), porfyrinového fotosensitizéru (TMPyP) a jejich kombinace na jedné
mikrotitracni desce byla pouzita modifikovana mikrodilutaéni metoda (MIC), ktera je
popsana v piiruéce Clinical Microbiology Procedures Handbook (Isenberg, 2004).
AgNPs byly zfedény v médiu HM v mikrotitraéni desce v koncentraénim rozmezi
54 - 0,025 mg/l. Bakteridlni suspenze, oSetfené fotodynamickou terapii popsané vyse,
byly ptidany do jamek s nanocasticemi stfibra S naslednou inkubaci pii 35 ° C ve tmé& po

dobu 24 hodin.

Antimikrobidlni aktivita byla hodnocena podle standardnich testovacich protokoli
koncentrace studované latky, ktera viditelné¢ inhibuje rust bakteridlniho kmene po
24 hodinach inkubace pii 35 © C. Frakéni inhibiéni koncentrace (FIC) byla vypoctena
podle dokumentu Evropského vyboru pro testovani citlivosti na antibiotika (EUCAST)

(Kahlmeter et al., 2006) s pouzitim nasledujiciho vzorce:
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FICingex = FICAgNPs + FICTMPyP

kde

MICAgNPs v kombinacis TMPyP MICTMPyP v kombinaci s AGNPs

FICAgNPS = and FICTMP)/P ==

MICAgNPs samotného MICTMPyP samotného

Vzhledem k tomu, Ze modifikovana mikrodilutacni metoda vedla k urcitému poctu
FIC, byl vypocten FICindgex. Tento index byl pouzit pro klasifikaci kombinovaného
antimikrobialniho G¢inku fotosensitizéru TMPyP a AgNPs jako synergického
(FICindex < 0,5), aditivniho (0,5 < FICindex < 1), indiferentniho (1 < FICindex < 2),

a antagonistické (FICingex> 2).

e Synergie — Synergicky ucinek kombinace antibiotik nebo antibiotik a neaktivnich
latek je pfitomen, pokud uc¢inek kombinace ptekroci aditivni uc¢inky jednotlivych

slozek.

e Adice — Aditivni t¢inek kombinace fotosensitizéru je ucinek, pii kterém je Gcinek

kombinace stejny jako uc€inek souctu ucinkt jednotlivych slozek.

¢ Indiference — Indiferen¢ni ucinek kombinace fotosensitizéru a nanocastic je ten,
ktery se rovna u¢inkiim nejucinngjsi slozky.
e Antagonismus — Antagonismus je ptitomen, pokud je pozorovan snizeny G¢inek

v

kombinace antibiotik ve srovnani s u¢inkem nejucinnéjsi jednotlivé latky.

12.1.8. Antimikrobialni fotodynamicka terapie aplikovana na bakterialni

kmeny (TPP-NPs)

Pro ptipravu Cerstvych bakteridlnich kmentt byly odebrany 1 — 2 kolonie
studovanych Gram-pozitivnich kmenti meticilin-rezistentni S. aureus, P. aeruginosa
a Gram-negativnich kmentt K. pneumoniae produkujici Sirokospektré B — laktamazy
a E. faecalis. Odebrané kolonie se nechaly nartst v aerobnich podminkach v bujonu
(Himedia) pti 37 °C, 5 % CO2 ve tm¢ do druhého dne. Finalni koncentrace zasobniho
roztoku bakteridlni suspenze byla v fadu 103 CFU/ml. Pro fotodynamicky experiment

byla 10x natedéna zasobni disperze TPP-NPs (~ 3x 10'2 NPs/ml) smichdna v poméru 1:1
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se zasobni bakteridlni suspenzi. Dva mililitry takto pfipravené disperze byly pieneseny
do Petriho misky (@ 35 mm) a pii pokojové teploté byly rizné dlouhou dobu ozaieny
LED svételnym zdrojem produkujicim viditelné zafeni (414 nm). Po svételné expozici
bylo 100 ul této disperze naneseno na agarové plotny, které byly nésledné inkubovany
ve tmé pii 35 °C po dobu 24 hodin, aby umoznily jednotlivym bakteriim rist a vytvaret
kolonie (Dolansky et al., 2018).

12.1.9. Mikroskopicka detekce bunééné smrti — AFM

Bakterialni vzorky pro AFM analyzu byly piipraveny podle protokolu popsané¢ho
Robichonem (Robichon et al., 1999). Struéné, 5 ul (10®° CFU/mI) fotodynamicky
osetfenych nebo neoSetfenych bakterii bylo naneseno na ¢isté sklicko (Knittel glass)
aususeno na vzduchu pii pokojové teploté (22 °C, vlhkost 50 %) po dobu 5 minut.
Bakterie byly zobrazeny v bezkontaktnim modu za pouziti silikonového hrotu
ScanAssyst-FLUID+ umisténého na nitridovém nosniku s rezonan¢ni frekvenci 100 —
200 kHz a pruzinovy kontakt byl 0,7 N-m™*. Rychlost skenu byla 0,5 Hz a oblast skenu
byla 3 um. Pro topografické snimky, jak oSetfenych tak neoSetfenych bunéck, byl pro
méfeni jejich pruméru pouzit software Gwydion 2.40. Pro kazdy vzorek (kontrola,
fotodynamicky osetiené bakterie) bylo zobrazeno 50 bungk, aby se zjistil ucinek
fotodynamického osetieni na morfologie bunécného povrchu. Analyza byla provedena ve

tfech opakovani pii 3,24 J/cm?.
12.1.10. Statistika

Vysledky experimentti provedenych s TPP-NPs na bakterialnich kmenech jsou
uvadény jako priméry vcetné smérodatné odchylky (SD) a byly statisticky zpracovany.
Rozdily mezi dvéma nezavislymi skupinami (svétlo a tma) byly stanoveny pomoci
nezavislého dvouvybérového t-testu. Vysledky sp hodnotou mensi nez 0,05 byly
povazovany za statisticky vyznamné. VSechny statistické analyzy byly provedeny
pouzitim IBM SPSS Statistics pro Windows, verze 23.0. Amonk, NY: IBM Corp.
Statisticka signifikance byla uréena pro “p < 0,05 (vyznamny), =~ p < 0,01 (velice

vyznamny), " p < 0,001 (extrémné vyznamny).
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12.1.11. Kurkumin a jeho vyuZiti v antimikrobialni fotodynamické inaktivaci

Pro ovéteni antimikrobialnich vlastnosti kurkuminu a jeho pouziti v aPDI byl
vyuzit Gram-pozitivni bakterialni kmen, S. aureus. Narostlé kolonie byly nafedény na
pozadovanou koncentraci v PBS (10° CFU/mI) a nasledné byla tato suspenze smichana
v poméru 1:1 se studovanym vzorkem (PLGA, PLGA-CUR nebo kurkumin). Poté byl
takto pfipraveny vzorek ozaren LED lampou po dobu 1 minuty. Nasledné bylo 100 pl
takto oSetfené suspenze vyneseno na agarovou plotnu a inkubovano ve tm¢ pii teploté
37 °C po dobu 24 hodin. Druhy den byly spocitany narostlé kolonie bakterii. Jako
kontrolni vzorky byly pouzité samotné mikrocastice a samotny kurkumin. VSechny
experimenty byly provedeny ve tfech opakovanich. Ziskané vysledky byly nasledné

graficky zaznamendny.

13. Vysledky

13.1. Synergicky efekt TMPyP a AgNPs

Antibakterialni aktivity nanocastic stfibra, svétlem aktivovaného TMPyP a jejich
kombinace viici MRSA a ESBL-KP byla pozorovana pomoci mikrodiluta¢ni metody,
ktera byla provedena na 96-jamkovych kultiva¢nich deskach. Rust bakterialnich kmenti
byl vizualné€ pozorovan po 24 hodinové inkubaci po oSetfeni. Vysledky jsou prezentovany
na obrazku 10 a 11, Sed¢€ jsou oznaceny ty jamky, kde byl pozorovan bakterialni rust. Bile
jsou prezentovany jamky, kde naopak nebyl pozorovan rist bakterii. Synergicky efekt
kombinace fotosensitizéru TMPyP v kombinaci s nanocasticemi stiibra byl stanoven
pomoci FIC (Frakéni Inhibi¢ni Koncentrace). Zjistili jsme, ze kombinace TMPyP
a AgNPs vykazuje antimikrobidlni aktivitu vG¢i vybranym multiresistentnim

bakterialnim kmentim, coZ se odrazi v nizké hodnoté FIC.

Nase vysledky ukazaly, ze rist S. aureus (MRSA) byl inhibovan jak vlivem AgNPs,
tak ucinkem aPDIl s TMPyP. Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) stiibrnych
nanocastic byla 3,38 mg/l. V piipadé pouziti aPDI samostatné bylo pro inhibici ristu
bakterii nutné pouzit TMPyP v koncentra¢nim rozmezi od 100 do 25 uM v zavislosti na
inkubacni dob¢ a intenzité¢ zafeni. V piipadé kombinované terapie byly jejich MIC

vyznamné snizeny, dokonce byl pozorovan synergicky tc¢inek. Pii kratké inkubaci
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bakterii s TMPyP (45 minut) a nizké hustoté svételné energie (10 J/cm?) byl pozorovan
synergicky uc¢inek, pokud koncentrace TMPyP byla vrozmezi 1,56 az 25 uM
a koncentrace AgNPs byla 3,38 mg/l (obr. 10A). V piipadé delsi inkubace TMPyP a/nebo
delsim ozafeni byl pozorovan synergicky efekt i v piipadé nizsich koncentraci TMPyP,
pravdépodobné diky vysoké hodnoté FIC TMPyP nizké hodnoté MIC TMPyP (obr. 10B-
D).
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Inkubace 45 minut, hustota svételné energie 10 J/cm?
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Obr. 10.: Minimalni inhibicni koncentrace (MIC), frakcni inhibicni koncentrace
(FIC) a index fracni inhibicni koncentrace kombinace TMPyP a AgNPs viici MRSA. A:
45 minutova inkubace s TMPYP, hustota svetelné energie 10 Jiem?, B: 45 minutovd
inkubace s TMPYP, hustota svételné energie 20 Jicm?, C: 5 hodinova inkubace s TMPYP,
hustota svételné energie 10 Jicm? a D: 5 hodinova inkubace s TMPYP, hustota svételné
energie 20 J/cm?. Sedé jsou oznaceny ty jamky, kde byl pozorovany riist bakterii. Bile jsou
oznaceny ty jamky, kde bakterie nerostly. Jamky bez TMPyP (0 uM) a AgNPs (0 mg/l)
reprezentuji ucinek samotného svétla. Limity pro stanoveni antibakterialni interakace
aPDI pomoci TMPyP a AgNPs jsou a) synergie (FICindex <0,5), b) aditivni (0,5 < FICindex
< 1), ¢) indiferentni (I < FICingex < 2), a d) antagonisticky (FICindex > 2).

Pro K. pneumoniae produkujici ESBL byly ziskany podobné vysledky. Obé
studované latky mohou inhibovat bakterialni rist samostatné. Ackoliv minimalni
inhibi¢ni koncentrace AgNPs byla stejna (3,38 mg/l), dalsi navrzené a provedené testy
ukazaly vys§i hodnotu minimalni inhibi¢ni koncentrace TMPyP (200 uM). Synergicky
efekt pfi kombinovaném oSetfeni byl pozorovan pii koncentraci stiibra 3,38 mg/I
a koncentraénim rozmezi TMPyP 1,56 — 50 uM v piipadé 45 minutové inkubace TMPyP
s bakteriemi a hustoté svételné energie 10 J/cm? (obr. 11A). Podobné jako u experimentti
provedenych na MRSA jsme pozorovali stejny trend u Gram-negativni ESBL-KP. Tedy

pti zmén¢ délky inkubace a/nebo davce zafeni byl pozorovan synergicky efekt u nizsich
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koncentraci TMPyP. Navic se zd4, ze aPDI pomoci TMPyP hraje v synergickém efektu

vétsi roli, protoze hodnoty FICTmpyp jsou mensi nez FICagnps (Obr. 10 a 11).

Inkubace 45 minut, hustota svételné energie 10 J/cm?
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Obr. 11.: Minimdalni inhibicni koncentrace (MIC), frakcéni inhibicni koncentrace
(FIC) a index frakcni inhibicni koncentrace kombinace TMPyP a AgNPs vici ESBL-KP.
A: 45 minutova inkubace s TMPYP, hustota svételné energie 10 Jlcm?, B: 45 minutova
inkubace s TMPYP, hustota svételné energie 20 Jlcm?, C: 5 hodinova inkubace s TMPYP,
hustota svételené energie 10 Jicm? a D: 5 hodinova inkubace s TMPYP, hustota svételni
energie 20 Jicm?. Sedé jsou oznaceny ty jamky, kde byl pozorovany riist bakterii. Bile
jsou oznaceny ty jamky, kde bakterie nerostly. Jamky bez TMPyP (0 uM) a AgNPs
(0 mg/l) reprezentuji ucinek samotného svétla. Limity pro stanoveni antibakteridlni
interakace aPDI pomoci TMPyP a AgNPs jsou a) synergie (FICindex < 0,5), b) aditivni
(0,5 < FICindex < 1), ¢) indiferentni (I < FICindex < 2), a d) antagonisticky (FICindex > 2).
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Zavérem mizeme fici, ze oba multiresistentni bakteridlni kmeny mohou byt
povazovany za citlivé k antimikrobialni fotodynamické inaktivaci za pouziti TMPyP
v kombinaci s AgNPs.

13.2. Fotodynamicky efekt TPP-NPs vii¢i bakterialnim kmentim
meticilin rezistentni S. aureus, K. pneumoniae produkujici Sirokospektré

B-laktamazy, P. aeruginosa a E. faecalis

Cytotoxicita polystyrenovych nanocastic s/bez navazanym fotosensitizérem TPP
byla stanovena méfenim poctu narostlych kolonii (CFUS) pfi riznych hustotach svételné
energie na meticilin-rezistentnim S. aureus, K. pneumoniae produkujici Sirokospektré -
laktamazy, P. aeruginosa a E. faecalis. Vysledky fotoinaktivace bakterii (obr. 12 a 13)
jsou vyobrazeny jako pramérné hodnoty log CFU/ml ozatenych a neozaienych vzorkl ze
tii nezavislych experimentll pifi pokojové teploté. Pii pouziti samotnych NPs bez
navazané¢ho fotosensitizéru TPP nebyl pozorovan zadny antimikrobidlni efekt
u studovanych bakteridlnich kment. Stejné vysledky byly ziskany i v pfipadé pouziti
TPP-NPs bez ozareni.

V piipadé¢ TPP-NPs byl antimikrobialni efekt vétsi se zvySujici se hustotou
svételné energie. Zatimco pii svételné expozici doslo k vyznamné redukci Gram-
pozitivnich bakteridlnich kment, téméf zddny antimikrobidlni efekt nebyl pozorovan
u K. pneumoniae produkujici Sirokospektré B-laktamazy (Gram-negativni kmen) (obr.
13B). Pfedchazejici studie potvrzuji, Ze ESBL-KP je vysoce rezistentni bakterialni kmen
(Lee et al., 2006, Navon-Venezia et al., 2017). Mizeme tedy fici, ze Gram-pozitivni
bakterialni kmeny jsou vice citlivé k aPDI zprostiedkované TPP-NPs nez Gram-negativni

bakterialni kmeny.
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Obr. 12.: Svétlem indukovand antimikrobialni aktivita polystyrenovych nanocastic
(1,5 x 10 NPs/ml) pri riiznych hustotich energie. Disperze nanocdstic (3 X 10%2
NPs/ml) byla smichana 1:1 s disperzi MRSA, ESBL-KP, ENTF a PSEA. Vysledky jsou
uvedeny Vv priumérnych pomérech logaritmu poctu kolonii na ml (log CFU/ml)
pozorovanych na agarovych plotndch pro ozdrené a neozarené vzorky ze tri nezavislych

testii pri pokojové teplote.
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E. faecalis
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Obr. 13.: Fotoindukovana antibakterialni aktivita TPP-NPs (1.5 x 10** NPs/ml)

pri riznych hustotach energie na MRSA-S. aureus (13A), ESBL-K. pneumoniae (13B),
E. faecalis (13C) a P. aeruginosa (13D). Vzorky bakterii s TPP-NPs byly vystaveny
rizné svételné expozici — 0,5, 1; 5 a 10 minut, coz koresponduje s hustotou energie -
1,62; 3,24: 16,2 a 32,4 Jlcm? Vysledky jsou uvedeny v logaritmickém méritku poctu
kolonii na ml (CFU/ml) pozorovanych na agarovych plotndach pro ozarené a neozarené
vzorky ze tii nezavislych testii pii pokojové teploté. Uroveri vyznamnosti testu je
oznacena hvezdickami: * p < 0,05 (vyznamny), ** p < 0,01 (velmi vyznamny), *** p <

0,001 (extrémné vyznamny).
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Zjistili, jsme, ze antimikrobidlni fotodynamickd inaktivace je vysoce ucinnd proti
MRSA. Jiz po velmi kratké svételné expozici, 0,5 min (1,62 J/cm?), se pocet kolonii snizil
piiblizné o 2 log CFU/ml v porovnani k temné kontrole (vzorky, které nebyly vystaveny
svételné expozici). Stejné vysledky byly ziskdny 1 pro ENTF. Naopak nebyla pozorovéna
zadna vyznamna redukce u Gram-negativnich kment.. Snizeni poctu kolonii bylo
pozorovano pro PSEA pouze po 5 minutové svételné expozici. Navic, zddnd vyznamna

redukce po 0,5 minutové svételné expozici nebyla zaznamenana u ESBL-KP.

13.3. Zobrazeni TPP-NPs pomoci AFM

Morfologicky povrch TPP-NPs byl zobrazen pomoci mikroskopie atomarnich sil
(AFM). 2D zobrazeni a 3D zobrazeni topografie TPP-NPs je vyobrazena na obr. 14.

Obr. 14.: AFM 2D zobrazeni topografie (A) a odpovidajici obraz 3D
rekonstrukce (B) TPP-NPs. Oblast skenovani: 3,3 um x 3,3 um). Obrazky byly

zpracovany v programu Gwydion 2.40.

Skenovani bylo provedeno v nekontaktnim modu, skenovaci oblast byla 3,3 um
arychlost skenovani byla 0,5 Hz. AFM obrazky byly nasledné zpracovany v programu
Gwydion 2.40. Na obr. 14 muzeme vidét typicky sféricky tvar nanocastic s TPP s Sirokou
distribuci jejich velikosti, primérna hodnota velikosti téchto nanocastic byla 15 + 7 nm.
Velikost nanocéstic a distribuce jejich velikosti ve vodé byla stanovena dynamickym
rozptylem svétla (DLS) na Zetasizeru Nano ZS, Malvern. Z ptedchozi studie vyplyva, ze
piitomnost zapouzdieného TPP ve vSech pouzitych koncentracich nema zadny vliv na

morfologii nebo velikost nanocastic (Kubat et al., 2017; Henke et al., 2016).
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13.3.1. AFM snimky fotodynamicky oSetfenych Gram-pozitivnich
bakterialnich kmeni (MRSA a ENTF)

AFM snimky meticilin-rezistentni S. aureus fotodynamicky oSetfeného
aneosetieného TPP-NPs pfed a po ozafeni (1 min, odpovidajici 3,24 J/cm?), jsou
zobrazeny na obr. 15 (2D zobrazeni a odpovidajici 3D zobrazeni). Snimky neoSetfenych
bakterii odhalily koky ve shlucich, coz je typickd morfologie S. aureus rezistentniho na
meticilin.
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3.6nN
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Obr. 15.: AFM 2D zobrazeni topografie (leva strana) a odpovidajici 3D
rekonstrukce (prava strana) meticilin-rezistentiho S. aureus pred terapii (A a B,
skenovana oblast: 3.3 um x 3.3 um) a po terapii TPP-NPS s hustotou svételné energie
3,24 Jlcm? (C a D, skenovand oblast: 3,3 um x 3,3 um). Obrdzky byly zpracoviny
v programu Gwydion 2.40.

Stiedni vySkovy profil vyhodnoceny AFM pied terapii v programu Gwydion 2.40
byl 384,05 nm a po terapii byl 193,86 nm. Naproti tomu morfologie ozafenych bunék
vykazovala vyznamné rozdily (obr. 15C a D). Povrch inaktivovanych bunék (3,24 J/cm?)
byl zvrasnény, bakterialni butiky byly mensi, jejich membrana byla rozrusena a bunéény

obsah byl vylit do jejich okoli.
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Obr. 16.: AFM 2D zobrazeni topografie (leva strana) a odpovidajici 3D
rekonstrukce (prava strana) E. faecalis pred terapii (A a B, skenovana oblast:
33umx3,3 um) a po terapii s TPP-NPs s hustotou energie 3,24 Jicm? (C a D,
skenovand oblast: 3,3 um x 3,3 um). Obrazky byly vvhodnoceny v programu Gwydion
2.40.

E. faecalis je Gram-pozitivni bakterie z rodu koku, ktera Casto roste v parech
(diplokoky) nebo kratkych fetézcich (obr. 16A a B). Hodnota stiedniho vyskového profilu
urcena v programu Gwydion 2.40. byla 216,5 nm pted terapii a 208,48 nm po terapii.
Buiiky malych rozmérti s rozrusenou bunéénou membranou a vylitym obsahem byly

pozorovany po osetfeni aPDI pii 3,24 J/cm? (obr. 16C a D).
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13.3.2. AFM snimky fotodynamicky osSetfenych Gram-negativnich
bakterialnich kmeni (ESBL-KP a PSEA)

7.1 nN

-0,29 ym
-0.55 ym

Obr. 17.: AFM 2D zobrazeni topografie (leva strana) a odpovidajici 3D
rekonstrukce (prava strana) K. pneumoniae produkujici f-laktamdzy pred terapii (A a
B, skenovana oblast: 3,3 um x 3,3 um) a po osetieni TPP-NPs a ozareni hustotu
svételné energie 3,24 Jlcm? (C a D, skenovand oblast: 3,3 um x 3,3 um). Obrazky byly
vyhodnoceny v programu Gwydion 2.40.

2D snimky a odpovidajici 3D rekonstrukce AFM snimkt K. pneumoniae
produkujici Sirokospektré B-laktamazy oSetiena TPP —NPs pted a po ozéieni je zobrazena
na obr. 17. Zdravé buniky maji pravidelny ovalny tvar s hladkym povrchem (obr. 17A
a B). Stredni vyskovy profil bun¢k uréeny programem Gwydion 2.40 byl 226,85 nm pted
a 136,65 nm po terapii. Buniky poSkozené TPP-NPs zprostiedkované aPDI maji na svém

povrchu nepravidelné vystupky podobné bublinam (obr. 17C a D).
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Obr. 18.: AFM 2D topografie (leva strana) a odpovidajici 3D rekonstrukce (prava
strana) P. aeruginosa pred ozarenim (A a B, skenovand oblast: 3,3 um x 3,3 um) a po
oSetieni TPP-NPs a ozdieni hustotou svételné energie 3,24 Jlcm? (C a D, skenovand

oblast: 3,3 um x 3,3 um). Obrdzky byly vyhodnoceny v programu Gwydion 2.40.

P. aeruginosa je Gram-negativni bakterie ve tvaru ty¢inky (obr. 18A a B) s vrstvou
slizu, ktera mtize zptisobovat choroby u rostlin a zvitrat véetné lidi. Po oSetieni TPP-NPs
aktivovanych viditelnym svétlem byly pozorovany zmensSené bakterie. (obr. 18C a D).
Sttedni vyska pro P. aeruginosa pied oSetfenim byla 335,1 nm a po oSetieni byla

169,69 nm, hodnocena programem Gwydion 2.40.

V této studii byly pomoci AFM detekovany vyrazné rozdily v topografiich Gram-
negativnich a Gram-pozitivnich bakterii. Bylo analyzovano 50 bunék kazdého
studovaného bakteridlniho kmene pied a po aPDI. Byl zméfen vyskovy profil, jak
osetfenych, tak neosetienych bakterii pfi hustoté svételné energie 3,24 J/cm?. Po aplikaci
aPDI bylo, u vSech studovanych bakteridlnich kmenti, pozorovano sniZzeni vyskového
profilu bakterii. Mann-Whitneytiv U-test ukazal, Ze hodnoty pted oSetfenim pro vSechny
bakterie byly statisticky vyznamné vyssi nez po oSetfeni, p <0,0001 pro vSechny bakterie
(obr. 19).
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Obr. 19.: Statisticka analyza vysky profilu vsech studovanych bakterialnich kmenii.

., Pred* predstavovaly neoSetrené bakterie a ,,po‘ predstavovaly bakterie vystavené

TPP-NP s 3,24 Jicm?. Mann-Whitneyiiv U-test ukdzal, Ze hodnoty pied osetienim pro

vS§echny bakterie byly statisticky vyznamné vyssi nez po osetreni, p <0,0001 pro viechny

bakterie.
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13.4. Charakteristika PLGA mikroc¢astic

Ptipravené PLGA mikrocastice byly charakterizovany pomoci

optického

mikroskopu (Leica micro systém, Némecko) vybaveného digitalni kamerou Leica DFC

295 (obr. 20). Mikrocastice maji sféricky a hladky povrch, na obr. 20 je zobrazena

distribuce velikosti PLGA mikrocastic, které jsou mensi nez 10 um (obr. 20).
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Obr. 20.: PLGA mikrocastice zobrazené na optickém mikroskopu Leica a jejich

distribuce velikosti, velikost je mensi nez 10 um.

13.5. Kurkumin a jeho pouziti v aPDI

Jednim z nejvétSich problému vyuziti kurkminu v aPDI je jeho rychld degradace.

Byla provedena spektralni analyza samotného kurkuminu a kurkuminu navazaného na

PLGA mikrodastice.
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Obr. 21.: Spektralni analyza PLGA mikrocadstic s naviazanym kurkuminem

a kurkuminu. Spektra byla mérena pro tri riizné dlouhé doby inkubace (0, 18 a 43 hod).
A: PLGA mikrocastice s kurkuminem (0,01 %), B: kurkumin (0,01 %).
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Kurkumin byl rozpustén v DMSO (98 %) a poté byl tento roztok natfedén PBS pro
ziskani koncentrace 3,9 uM, ktera odpovida (0,01 %) koncentraci kurkuminu navazaného
na mikrocastice. Nasledné byla zmétena fluorescencni spektra jak samotného kurkuminu
(obr. 21A) tak kurkuminu navazaného na PLGA mikrocastice (obr. 21B). Vzorky byly

méfeny Ve tfech Casech, a to ihned po ptipraveé, po 18 hodinach a po 43 hodinach.

Z vysledku je ziejmé, ze po 18 hod se absorpce samotného kurkuminu zvysila, ale
po 43 hodinach bylo zaznamenano jeji prudké snizeni (obr. 21B). Tyto vysledky ukazuji
na nestabilni chovani kurkuminu. Tento problém je mozné piekonat pravé navazanim
kurkuminu na PLGA mikrocastice. Stabilita navazaného kurkuminu byla ovéfena opét
spektralni analyzou, mikro¢astice s navazanym kurkuminem byly stabilni v case, jejich

fluoresce¢ni spektra se neméni (obr. 21A).

Antimikrobialni vlastnosti PLGA mikro¢astic s navazanym kurkuminem byly
hodnoceny pomoci metody pocitani kolonii (CFU). Na bakterialnim kmenu S. aureus

byly ovétovany rizné koncentrace kurkuminu a kurkuminu navazaného na PLGA

mikrodastice.
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Obr. 22.: Cytotoxicita PLGA-CUR a kurmuminu pri koncentraci 0,1 % na S.
aureus. V grafu jsou zobrazeny hodnoty CFU po 24 hod po ozareni LED lampou
(1 minuta). Jako kontrola byly pouzity neozarené vzorky. Hodnoty jsou uvedeny jako

priumery ze trech nezavislych mereni.
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Studované koncentrace pro PLGA-CUR byly (0,1 %; 0,01 % a 0,005 %), pro
kurkumin (6,5; 3,9; 1,4 uM), vzorky byly ozafovany po dobu 1 minuty LED lampou. Pfi
koncentraci 0,1 %, (obr. 22) se pocet bakterialnich kolonii po 24 hod inkubaci po ozafeni
snizil 0 80 % CFU u vSech vzorkd. Nizky pokles poctu bakterialnich kolonii byl
pozorovan i u neozareného kurkuminu, zde byl pokles 0 20 % CFU. Pro koncentraci 0,01
% (obr. 23) bylo pozorovano snizeni bakterialnich kolonii na 20 % vi¢i kontrole u vzorku
PLGA-CUR a pro samotné PLGA mikrocastice byl pokles CFU vuci kontrole na 80 %
CFU.
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Obr. 23.: Cytotoxicita PLGA-CUR a kurmuminu pri koncentraci 0,01 % na
S. aureus. V grafu jsou zobrazeny hodnoty CFU po 24 hod po ozdreni LED lampou
(1 minuta). Jako kontrola byly pouzity neozdrené vzorky. Hodnoty jsou uvedeny jako

primery ze trech nezavislych mereni.

Fototoxicky efekt pro koncentraci 0,005 % (obr. 24) byl maly v porovnani
s pfedchozimi koncentracemi vzorku. Nebyl zaznamendn Z4dny rozdil u ozafenych
a neozafenych bakterii pro vzorek PLGA mikroc¢astic s navazanym kurkuminem. Pro
samotny kurkumin (1,4 uM) byl fototoxicky efekt zfejmy, pocet CFU byl pouze 15 % po

ozafeni.
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Obr. 24.: Cytotoxicita PLGA-CUR a kurmuminu pri koncentraci 0,005 % na

S. aureus. V grafu jsou zobrazeny hodnoty CFU po 24 hod po ozdreni LED lampou

(1 minuta). Jako kontrola byly pouzity neozarené vzorky. Hodnoty jsou uvedeny jako

prumery ze trech nezavislych mérent.

V této pilotni studii bylo zjisténo, Ze pii nejvyssi studované koncentraci (0,1 %)
PLGA mikroc¢astic doSlo po ozéafeni k redukci CFU na méné nez 20 %. Pfi snizeni
koncentrace (0,01 %; 0,005 %) se neobjevila fototoxicita PLGA mikro¢astic. V ptipadé
samotného kurkuminu dosSlo k redukci bakterialnich kolonii u vsech ovétovanych
koncentraci. JelikoZ je ale nenavazany kurkumin v ¢ase nestabilni, byl navazan na PLGA
mikrocastice. Takto upravené mikrocastice byly studovany ve tfech koncentracich a ze
ziskanych vysledku se jako nejvhodnéjsi koncentrace pro aplikaci aPDI jevi koncentrace

0,1 %.

14. Diskuze

Cilem prace bylo ovéfit antimikrobidlni G€innost fotodynamicky aktivnich latek na
bakterialnich kmenech meticilin-rezistentnim S. aureus (MRSA), K. pneumoniae
produkujici Sirokospektré B-laktamazy (ESBL), P. aeruginose a E. faecalis a dale stanovit
optimalni parametry antimikrobialni fotodynamické inaktivace na bakteridlnich
kmenech. Nasim cilem bylo porovnat ucinnost volnych fotosensitizérd s Gi¢innosti

fotosensitizéri kombinovanych s dal§imi antimikrobialnimi latkami a s fotosensitizéry
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zapouzdfenymi/navazanymi na rizné typy nosicl. V disertacni praci jsem se soustiedila
na studium viability bakterii a zménu morfologie buné¢k po aplikaci aPDI. K vyhodnoceni
ucinnosti aPDI byla pouzita metoda pocitani kolonii CFU, synergicky efekt byl

vyhodnocen modifikovanou mikrodiluta¢ni metodou.

Mikroskopie atomarnich sil byla pouzita pro zobrazeni topografie bakterii pred
terapii a po terapii. Prvnim studovanym vzorkem byl porfyrinovy fotosensitizér TMPyP
kombinovany s nanocasticemi stfibra. Déle jsou diskutovany vysledky nové vyvijeného
vzorku polystyrenovych nanocastic s navazanym fotosensitizérem TPP. V zavéru
diskuze jsou rozebrany vysledky pilotni studie provedené s polymernimi mikro¢asticemi,
na kterych je navazan kurkumin. Diskuze je nejprve vedena obecné a poté je rozdélena

do tii ¢asti podle typu studovanych latek.

Rezistence bakteridlnich kment k antibiotikim je velkym celosvétovym
problémem, a proto je nutné vyvijet nové, ucinné a levné metody, jak se vyhnout
bakterialnim onemocnénim. Kromé ne¢kolika znamych fyzikalnich (Farkas, 2007,
Dobrynin et al., 2009), chemickych (Dillow et al., 1999) a biologickych (Ye et al., 2019)
metod pouzivanych k inaktivaci bakterii je nejrozSifené€jSi a nejastéji pouzivanou
metodou antibioticka 1é¢ba. Ackoliv bylo vyvinuto nékolik novych antibiotik, zadné
z nich nezlepsilo u¢innost proti multirezistentnim bakterialnim kmentim (Mohanty et al.,
2012). Proto je dulezité vyvijet alternativni a uc¢inné terapeutické strategie pro inaktivaci
Gram-pozitivnich a Gram-negativnich patogent. Jako jedno zteSeni se ukazuje
antimikrobialni fotodynamicka inaktivace, pfipadné jeji kombinace s dal$imi

antimikrobialnimi latkami jako je napftiklad sttibro (Salomoni et al., 2015).

Jak jiz bylo uvedeno, antimikrobialni fotodynamicka inaktivace je jednim ze
slibnych a u¢innych 1é¢ebnych nastroji proti mikrobialnim infekcim, véetné téch
zpusobenych rezistentnimi kmeny (Benov, 2015; Dai et al., 2009). Mechanismus aPDI
zahrnuje fotogeneraci vysoce cytotoxickych reaktivnich forem kysliku a kratkymi
zivotnostmi, zejména singletového kysliku O2(*Ag), prostiednictvim fotocitlivych reakei.
Struén¢ teceno, stav tripletu fotosensitizéru je ukonCen tripletem kysliku
a prostfednictvim pienosu energie je vytvofen O2(*Ag) skritkou Zivotnosti. Jedna
molekula fotosensitizéru miize produkovat mnoho O2(*Aq) pfed tim, neZ je zni¢ena a diky

této fotokatalytické aktivité aPDI ni¢i mikroby rychleji i pti mnohem niz$i koncentraci
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nez biocidy a klinicky je aPDI jednoduse fizeno kontrolou dodavaného mnozstvi

viditelného zatreni (Wainwright, 1998; Hamblin, 2016).

Diivéjsi in vitro studie ukazaly, Ze Siroké spektrum organismu zahrnujici jak Gram-
pozitivni bakterie jako je S. aureus, tak Gram-negativni bakteridlni kmeny, jako je
K. pneumoniae, jsou citlivé k aPDI pii pouziti riiznych fotosensitizérti (Nakonieczna et
al., 2013). N¢kolik dalsich studii také potvrdilo, Ze fotosensitizéry v kombinaci se svétlem
mohou inaktivovat rizné typy bakterii véetné MRSA (Ahmadov et al., 2016; Fiel et al.,
1981; Menezes et al., 1990). Jori prokazal antimikrobialni G¢inek ozafeni svétlem

Vv ptitomnosti TMPyP na Gram-pozitivni a Gram-negativni bakterie (Jori, 2006).

Obecné plati, ze ucinnost fotodynamické terapie zavisi na typu fotosensitizéru
a bakterialnim kmenu. Aniontové fotosensitizéry jsou efektivni vii¢i Gram-pozitivnim
kmenim vice neZ proti Gram-negativnim kmenim. Na druhou stranu, kationtové
fotosensitizéry mohou byt efektivni u obou typt bakterialnim kmenut (Jori et al., 2006).
Tuto skutecnost vysvétluje schopnost fotosensitizéru vstupovat do buiky (Sperandio et
al., 2013). Reakce aniontového fotosensitizéru s bakteridlnimi buiikami mize byt
zprostiedkovana proteinovymi transportéry, zatimco vychytavani fotosensitizéru na bazi
kationti je zprostfedkovano elektrostatickymi interakcemi a samostatné podporovanymi

absorpénimi cestami (George et al., 2009).

Rizné ucinnost fotodynamické terapie na Gram-pozitivni a Gram-negativni
bakterie miZe byt zpiisobena tim, Ze Gram-negativni bakteridlni kmeny maji vice
komplexni bunécnou sténu (Silhavy et al., 2010). Stény jsou tvofeny vnéjsi a vnitini
membranou oddélenou tenkou peptidoglykanovou vsrtvou, coz predstavuje vétsi bariéru

pro molekuly ve srovnani s bariérou Gram-pozitivnich bakterii.

14.1. Synergicky efekt TMPyP a AgNPs

Studiem nanocastic stfibra se jiz zabyvala cela fada védct a jejich vysledky
potvrzuji antimikrobidlni vlastnosti téchto nanocastic (Li et al. 2011, Wysocka-Krol
et al., 2018). Nase studie ukazala, ze nanocastice stfibra v kombinaci s fotosensitizérem
TMPyP viditelné inhibuji rist rezistentnich bakteridlnich kmend S. aureus MRSA
a K. pneumoniae produkujici Sirokospektré B-laktamazy ESBL-KP. Antimikrobialni
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vlastnosti TMPyYP a AgNPs jsou znamé jiz dlouhou dobu, ale ucinek jejich kombinace

neni prostudovan.

Utinnost svétlem aktivovaného TMPyP byla studovana na Gram-pozitivnich
a Gram-negativnich bakteriich, stejné tak na houbach napt. C. albicans. Diogo a kol.
demonstrovali, ze TMPyP (0,1 mg/ml, i.e.cca 73 uM) byl G€inny v odstranéni biofilmu
E. faecalis a C. albicans pti 90 s ozafeni (Diogo et al., 2017). Dalsi prace ukazaly, ze
stacilo pouze 5 nebo 10 uM TMPyP k vyvolani téméf uplné fotoinaktivace (snizeni
nejméné o 5 logl0) C. albicans (Diogo et al., 2017, Quiroga et al., 2010) respektive
MRSA (Maisch et al., 2012). Ale 1écba Gram-negativni E. coli vyzadovala vyssi
koncentraci TMPyP (100 uM) a vys$s§i hustotu svételné energie pouzitého zareni

(40 J/cm?) (Quiroga et al., 2010).

Stiibrné nanocastice byly pouzivany po nekolik stoleti diky jejich antibakterialnim
vlastnostem, ale s objevem antibiotik jejich pouziti bylo vyznamné snizeno (Politano et
al., 2013, Leaper, 2006). V soucasnosti se AgNPs opét zacinaji pouzivat, predev§im
k 16€b¢ antibioticky rezistentnich bakterialnich kment. Navic bylo zvefejnéno, ze pfi
pouziti AgNPs v nizké koncentraci vétSinou nevykazovaly toxicky efekt u lidi (Hussain
et al., 2005). Bylo nalezeno, ze AgNPs v koncentraci mensi nez 1 mg/ml maji vysokou
antimikrobialni aktivitu vaé¢i S. aureus a E. coli, ackoliv G¢innost na Gram-pozitivnich
bakteriich byla vyssi nez na Gram-negativnich bakteriich (Rheimaet al., 2019, Soo-Hwan
etal., 2011, Li et al., 2011, Panacek et al., 2018).

Nékolik védci také studovalo antimikrobidlni efekt kombinace fotosensitizéru
s AgNPs. Wysocka-Krol a kol. studovali antibakterialni efekt nanostfibrem
modifikovanych ¢astic oxidu kiemicitého v kombinaci s komplexem chlorinu e6
(Photolon) na P. aeruginosa (Wysocka-Krol et al., 2018). Zjistili, Ze koncentrace PS
muze byt v ptitomnosti AgNPs snizena, ale antibakterialni G¢inek bude stejny jako
Vv ptipad¢ samostatné aplikace PS. Stejné vysledky pro tento bakteridlni kmen byly
ziskany v ptipadé€ smichani ftalocyaninu a zlatych nebo stiibrnych nanocastic, které byly

pouzity jako fotosenzitivni ¢inidlo (Maliszewska et al., 2018).

Nase vysledky jsou v souladu sté€mito pracemi. Prokazali jsme, ze aPDI
zprostiedkovana pomoci TMPyP kombinovaného s AgNPs viditelné inhibuje bakterialni

riast MRSA a ESBL-KP. V piipadé MRSA a niz§i hustoty energie (10 J/cm?), minimalni
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inhibi¢ni koncentrace TMPyP pfi 45 minutové inkubaci byla 100 uM, ale delsi inkubace
(5 hodin) snizila tuto hodnotu na polovinu. Lze tedy dojit k zavéru, ze delsi inkubace
TMPyP s bakteriemi vede k delsi interakci TMPyP s buiikami, a tedy k vétsi Géinnosti.
Stejna zavislost byla pozorovana i pro ESBL-KP, az na to, ze minimalni inhibi¢ni
koncentrace TMPyP byla vyssi. Dal§im dulezitym parametrem byla hustota svételné
energie pouzitého svétla. Zvyseni hustoty svételné energie dvakrat na 20 J/cm? vedlo
k vyznamnému poklesu minimalni inhibi¢ni koncentrace pro oba studované bakterialni
kmeny. Navic jsme ukazali, Ze existuje synergicky efekt mezi témito dvéma latkami
a jejich ucinek je dokonce pozorovan, i kdyz 1écba AgNPs nasleduje po aplikaci aPDI.
Vypocet hodnoty FICingex Ukazuje, ze synergicky efekt byl zavisly na koncentraci
fotosensitizéru TMPyP a hustoty energie. Pokles synergického G¢inku byl pozorovan,
kdyz byla pouzita vyssi koncentrace TMPyP a/nebo vySsi hustota svételné energie

(J/lcm?).

Vysledky této in vitro studie ukazuji, ze stfibrné nanocastice maji synergicky
antimikrobialni efekt s fotodynamicky aktivovanym TMPyP na MRSA a ESBL-KP.
Tento postup miize poskytnout dal§i moznosti pro vyvoj novych latek s antimikrobidlnimi

vlastnostmi.

14.2. Fotodynamicky efekt TPP-NPs vi¢i Gram-pozitivnhim

a Gram-negativnim bakterialnim kmeniim, AFM vyhodnoceni

V této casti diskuze jsou rozebrany vysledky pfi vyvoji a ovéfovani
antimikrobidlnich vlastnosti nové pfipravenych stabilnich polystyrenovych nanocastic se
zapouzdienym fotosensitizérem TPP. Hlavnim cilem této studie bylo ovéfit
antimikrobialni vlastnosti TPP-NPs vuc¢i dvéma Gram-negativnim bakterialnim kmentim
a to meticilin-rezistetnimu S. aureus a E. faecalis a dvéma Gram-negativnim bakteriim
K. pneumoniae produkujici Sirokospektré -laktamazy a P. aeruginosa. Ziskané vysledky
byly hodnoceny pomoci metody pocitani kolonii (CFU) a bakterialni kolonie byly také

zobrazeny pomoci AFM.

Fotosensitizéry, které jsou volné ve vodném prostiedi, musi spliiovat zvlastni
kritéria pro vstup do bakterialni burniky, nebo jejich vstup musi byt podporovan latkami
zvySujicimi permeabilitu, jako je EDTA. Fotocitlivé latky malych molekul (napf.

methylenova modr), stejné jako pozitivné nabité latky, se jevi jako slibné pro aplikaci
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aPDI, zejména v kombinaci s latkami, které zlepSuji propustnost. Je vSak tieba
poznamenat, ze kazdy antimikrobidlni mechanismus zavisly na pfitomnosti molekul
uvnitf bakterialnich bunék je spojen s rizikem vyvolani rozvoje dalsi rezistence (Pohl et
al., 2016). Nedavno bylo prokazano, ze fotosensitizéry mohou vykazovat silny
fototoxicky ucinek i bez vstupu do bun¢k. A tuto fototoxicitu lze vysvétlit pouze
poskozenim bunéénych stén zvnéjsku (Preuf et al., 2013). Obecné se piedpoklada, ze
fotosensitizéry vazané na nebo v podpturné matrici ¢asto pusobi timto mechanismem (Nie
et al.,, 2019; Henke et al., 2014). Tyto poznatky nas inspirovaly k vyvinuti stabilni
disperze sulfonovanych polystyrénovych nanocastic se zapouzdienym fotosensitizérem
TPP (TPP-NPs). Piipravené TPP-NPs s monomernim TPP s vysokym kvantovym
vytézkem O2(*Ag) Maji negativné nabity povrch diky rozsahlé sulfonaci, ktera zabratiuje
agregaci ve vodném prosttedi a umoZiuje uvoliiovani a transport O2(*Ag) v t&sné blizkosti
k chemickym/biologickym cilim. Polystyrénové jadro je pruhledné pro viditelné zafeni
a ma vysoky koeficient diftize kysliku. Sulfonovany charakter nejen zajistuje stabilitu
NPs, ale také napodobuje aniontové fotosenzibilizatory s omezujicimi schopnostmi

vstoupit do bakterialnich bunék, které ¢asto maji zaporné naboje (Henke et al., 2016).

V této studii jsme pouzili relativné malé NPs (15 + 7 nm). Obecné plati, Ze malé NPs
fotogeneruji O2(*Ag) nebo dalsi ROS, které exponuji vyssi aPDI (Slavin et al.,2017), coz
je zptisobeno vy$§im pomérem mezi povrchem a objemem u malych NPs v porovnani
s velkymi NPs. Z naich vysledkdi 1ze pozorovat G¢inngjsi fotogeneraci O2(*Ag) nebo
jinych ROS, coz zase inaktivuje zakladni biomolekuly, jako jsou DNA, proteiny a lipidy
bakterii (Karakoti et al., 2006). Podrobny antibakteridlni mechanismus je slozity
a zahrnuje rozpad bunéénych stén bakterii. Jednou z moZnosti poruseni bunécné stény je
vngjsi fotooxidace hlavné lipida této stény pomoci ROS z NPs. Navic bylo prokazano, ze
ROS piisobi také proti vestavénym antioxidacnim mechanismim obrany bunécné stény
(Ramalingam et al., 2016). Dalsi mechanismus zahrnuje piimou interakci NPs
s bakterialni buiikou, ktera miize vést k poskozeni membrany, po kterém nékdy nasleduje
penetrace NPs do buiky. Ne¢které studie ukazuji, ze adsorpce na buné¢né sténé
nasledované jejim rozpadem je zakladni mechanismus jejich toxicity (Slavin et al., 2017).
Vazba NP na bunécnou sténu vede k jeji depolarizaci a sténa se stdva propustnéjsi.
Nejprve je tedy znicena bunécna sténa, nasledovana penetraci NP. Poté se tvoii ROS,

které inhibuji produkci ATP a replikaci DNA.
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Jednim z hlavnich cilt této studie bylo zjistit, zda je mozné pouzit NPs generujici
02('Ag)  pii aplikaci  PDI  pro Gram-negativni ~a  Gram-pozitivni
(v€etn¢ multirezistentnich) bakterii za mirnych (neextrémnich) podminek s ohledem na
Cas, hustotu svételené energie pouzitého zafeni a relativné nizkou koncentraci bakterii.
NP fotogenerujici vysoce cytotoxické O2(*Ag) maji uréité vyhody, ale také omezeni. P¥i
vysoké koncentraci bakterialni suspenze, kdy bakterie lezi téméf vedle sebe a tim tvoii
§tit a chrani ostatni bakterie pied oxidaénim/cytotoxickym u¢inkem O2(*Ag) s velmi
kratkou zivotnosti a difizni cestou. Se zvysujici se koncentraci bakterii tedy ucinek aPDI
klesa. Proto jsme v této studii pouzili relativné nizkou koncentraci bakterii, abychom

vidéli fotoinaktivaci bez tohoto ,,stiniciho* efektu.

Nase vysledky aPDI zprostfedkované TPP-NPs zobrazené na obr. 11 ukazuji vyssi
inaktivaci  Gram-pozitivnich  bakterii nez Gram-negativnich pfi koncentraci
1,5 x 10'? NPs/ml. Tyto vysledky jsou v souladu s predchozi studii, kterd ukazuje, Ze
Gram-pozitivni bakterie jsou citlivéjsi na aPDI (Jin et al., 2010). Pozorovali jsme, ze
u¢inna inhibi¢ni hustota svételné energie zafeni pii koncentraci 1,5 X 102 NPs/ml na
meticilin-rezistentni S. aureus a E. faecalis byla 1,62 J/cm?, zatimco pro inhibici ristu
P. aeruginosa bylo nutné uc¢innou inhibi¢ni hustotou energie zvysit desetkrat, tedy na
16,2 J/cm?,

Bunééna sténa Gram-pozitivnich bakterii je docela jednoduchéd. Obsahuje velké
mnozstvi peptidoglykanu a kyseliny teichoové a navic Gram-pozitivni bakterie nemaji
vngj$i bunéénou membranu. Naopak, Gram-negativni bakterie maji sloZit¢j$i buné¢nou
sténu. Stény jsou sloZzeny zvnéj§i a vnitini membrany, které jsou oddé€lené
periplasmatickym prostorem s tenkou vrstvou peptidoglykanu. Vné&j$i bunécna
membrana je vytvofena ze dvou lipidovych dvojvrstev obsahujicich fosfolipidy,

sacharidy a bilkoviny (Mai-Prochnow et al., 2016, Baron, 1996).

Diky témto rozdilim je k deaktivaci Gram-negativnich bakterii ve srovnani
s Gram-pozitivnimi bakteriemi zapotiebi vyssi hustota svételné energie pouzitého svétla

generujici vice O2(*Ag) (Hamblin et Hasan, 2004).

Nase vysledky ukazuji, Ze TPP-NPs miZe poskodit jen citlivé Gram-negativni
bakterialni kmeny, napf. PSAE. Pro K. pneumonii produkujici Sirokospektré -laktamazy

nebyl pozorovan zadny antimikrobialni u¢inek. K. pneumoniae, na rozdil od ostatnich
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nami testovanych kmeni, je zapouzdiena. Pouzdro, lokalizované na vnéjsi stran€ bunééné
stény, je slozeno predevsim z polysacharidl a proteini a chrani bunku pied toxickymi

latkami.

Mnoho autort (Dahl et al., 1989; Hamblin et al., 2002; Ban et al., 2006) uvadi, ze
Gram-pozitivni bakterie Ize snadno fotoinaktivovat pomoci O2(*Ag), na druhou stranu
bunécna sténa Gram-negativnich kmen plsobi jako uc¢inna bariéra, ktera brani
fotooxidaci a/nebo penetraci mnoha fotocitlivych barviv. Pomoci ndmi pfipravenych
zaporn¢ nabitych NPs generujicich singletovy kyslik jsme dosahli podobnych vysledka.
MRSA je velmi citliva na aPDI zprostiedkovanou pomoci TPP-NPs, ale u K. pneumoniae
produkujici Sirokospektré B-laktamazy nebyl pozorovan zadny efekt ani po dlouhodobé

svételné expozici s vysokou hodnotou hustoty svételné energie (10 min, 32,4 J/cm?).

Morfologické zmény mezi Gram-pozitivnimi a Gram-negativnimi bakteridlnimi
kmeny byly odlisné. U Gram-pozitivnich bakterialnich kmenti byly pozorovany podobné
morfologické zmény. VSechny buiiky vykazovaly zmenSeni velikosti. Jejich povrchy
mély porusené membrany. U v§ech Gram-negativnich bakterii jsme pozorovali zmenseni
bun¢k. Bakterie vykazovaly na svych povrsich nepravidelné vy¢nélky podobné bublinam.
U PSEA byl zjistén odlisny stupent morfologického poSkozeni, nekteré bunky meély
narusenou membranu a unikl jejich obsah. U K. pneumoniae produkujicich ESBL, byly
pozorovany redukované buriky ve srovnani s buitkami pfed PDI, ale nepozorovali jsme
z4dné poskozeni membran a Zadny unikly bunécny obsah. To je pravdépodobné
zpusobeno skutecnosti, ze K. pneumoniae produkujici ESBL patii mezi zapouzdiené
bakterialni kmeny a aPDI zprosttedkovana TPP-NP proto neni U¢innd pii nami

stanovenych ozafovacich podminkach.

Topografické zmény indukované aPDI byly pozorovany u hustoty svételné energie
3,24 Jlcm?, coz zpisobilo ekvivalentni fototoxicitu u obou typt bakterii, kromé
K. pneumoniae ESBL. Vysledky AFM ukazaly, ze aPDI zprostfedkovana pomoci TPP-
NP indukovala zmény na bunécném povrchu bakterii. Naruseni bunécného povrchu
naznacuje poskozeni a dezorganizaci bunécénych stén, coz muze byt disledkem
destabilizace peptidoglykanové sit¢ a/nebo oxida¢niho poskozeni vyvolaného
v membranovych slozkach (Katsui et al., 1982, Pillet et al., 2016).
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Morfologickd data AFM nazna¢uji, 7e hlavnim cilem O2(*Ag) indukovanym
ozatenim TPP-NP je bunéény obal. AFM lze pouzit jako silny a citlivy ndstroj
k hodnoceni uc¢innosti antibakterialnich latek a k prozkoumani mechanismu podavani
1éku (Sahu et al., 2009). V této studii byla mikroskopie atomarnich sil pouzita jako citlivy
a rychly vizudlni néstroj pro studium interakci mezi bakteriemi a singletovymi

kyslikovymi generatory NPs.

14.3. PLGA nanocastice

Posledni ¢ast prace byla vénovana pilotni studii antimikrobialni fotodynamické
inaktivace S. aureus zprostfedkovana PLGA mikro¢asticemi s navazanym kurkuminem.
Polymerni nanocéstice se v posledni dobé Casto pouzivaji jako nosice fotosensitizéru
(Pagonis et al., 2009). Kyselina poly-mlééna a glykolova (PLGA) se Casto pouziva
V biomediciné diky svym vyhoddm v oblasti bunééného nahrazovani ¢i terapii, a to
zejména diky rychlé degradaci polymeru, jeho biokompatibilit¢ a biologické
rozlozitelnosti. Diky vySe uvedenym vlastnostem byl polymer PLGA schvalen FDA pro
klinické aplikace. Tyto systémy jsou schopné zacilit na riizné organy a fidit uvoliiovani

molekul fotosensitizéru do specifickych mist (Pagonis et al., 2009).

Kurkumin ma sam o sob& mnoho vlastnosti idealniho fotosensitizéru. Je velmi
maly (368,38 g/mol), ma schopnost vytvaret singletovy kyslik a vyznacuje se vynikajici
biokompatibilitou (Gupta et al., 2012; Gupta et al., 2013; Gupta et al., 2013). Ribeiro
a kol. se také zabyvali studiem aPDI s kurkuminem a potvrdili jeho Gi¢innost na MRSA
(Ribeiro et al., 2013).

Pfed samotnou aPDI aplikaci jsme studovali stabilitu pfipravenych PLGA
mikrocastic S navazanym kurkuminem pomoci fluorescenéni spektroskopie. Kurkumin
ma velmi lipofilni charakter a je v Case nestabilni, po 43 hodinach byly molekuly
kurkuminu degradovany a jeho pouziti v aPDI je tim padem komplikované. Z tohoto
divodu byl kurkumin navazan na PLGA mikrocastice, které zajistili jeho stabilizaci

a ochranili jej pfed degradaci v Case.

Citlivost S. aureus na aPDI zprostfedkovana mikroc¢asticemi PLGA-CUR byla
hodnocena vyockovanim oSetfenych bakterii na agarové plotny a naslednym odecitanim

poctu narostlych kolonii. Senzibilizace S. aureus mikrocasticemi, po které nasledovalo
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ozateni viditelnym svétlem po dobu 1 minuty, vedlo k usmrceni bakterii. Minimalni
koncentrace PLGA-CUR mikroc¢astic pro uspés$nou aPDI S. aureus byla v této studii
0,005%, respektive 1,4 uM kurkuminu. Nase vysledky jsou v souladu s vyzkumem
Haukvik a kol., kde bylo pouzito 2,5 uM kurkuminu s 5% DMSO, 0,014% Tritonu X-
100 nebo s 0,3% Pluronic L35 jako latky zvySujici rozpustnost k indukei vice nez 3 log10
redukce Gram-pozitivnich bakteridlnich kmenti - Enterococcus faecalis a Streptococcus
intermedius (Haukvik et al., 2009).

15. Zavér

Tato disertacni prace je vénovana studiu antimikrobidlni fotodynamické inaktivace
fotodynamicky aktivnich latek a AgNPs na vybranych Gram-pozitivnich (MRSA, ENTF)
a Gram-negativnich (ESBL, PSEA) bakterialnich kmenech. U vSech téchto bakterialnich
kmenti byla pozorovéna ucinnost jednotlivych ovétovanych latek pfi riiznych intenzitach

zafeni. Byly porovndny vyhody a nevyhody studovanych fotosensitizért.

Rozdily v uc¢innosti mezi Gram-pozitivnimi a Gram-negativnimi kmeny jsou
zpusobeny strukturalnimi rozdily jejich bunéénych stén (Jori et al., 2004). Buné¢na sténa
Gram-pozitivnich bakterii obsahuje velké mnozstvi teichoové kyseliny a nema vnéjsi
membranu. Naopak bunécénd sténa Gram-negativnich bakterialnich kment je zvlnéna
a ma vnéjsi bunénou membranu se dvéma lipidovymi dvojvrstvami (Mai-Prochnow et
al., 2016; Baron, 1996). Diky témto rozdiliim je pro inaktivaci Gram-negativnich bakterii
vyzadovana vyss$i intenzita ozareni, ktera generuje vice singletniho kysliku (Hamblin et

Hasan, 2004).

Na zaklad¢ ziskanych vysledki miZzeme konstatovat, Ze aPDI se jevi jako vhodna
alternativa k bézn¢ pouzivané antibiotické 1é¢bé. Vzdy ale zalezi na konkrétni aplikaci,
daném bakterialnim kmenu, koncentraci pouZzitého fotosensitizéru a pouzité¢ plosné

hustoté svételné energie.
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