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ABSTRAKT

Metformin je peroralni antidiabetikum, které se bézn¢€ pouziva pro 1écbu diabetes mellitus
2. typu predevsim u pacientd s nadvahou. V soucasné dobé vsak neni metformin spojovan
pouze s diabetem jako antihyperglykemické l1é¢ivo. Zkoumaji se jeho mozné ptiznivé ucinky
pfi 1écbé dalSich onemocnéni, jako je rakovina, kardiovaskuldrni a neurodegenerativni

onemocnéni, stejné tak jeho antibakterialni nebo antivirové ucinky.

Cilem této diplomové prace je depozice metforminu na povrch zvoleného syntetického
polymerniho materialu, naslednd charakterizace piipravenych substrati dostupnymi

metodami a zjistit, zda md metformin potencial jakoZto antimikrobialni ¢inidlo.

Nejprve byl metformin deponovan pomoci vicestupiiového fyzikalné-chemického procesu
na polymerni nosi¢ z nizkohustotniho polyethylenu (LDPE). Tento proces zahrnoval
oSetteni povrchu pomoci plazmového vyboje, navazani kyseliny akrylové na povrch a EDC,
ktery umoZnil navazdni aminovych skupin metforminu s povrchovymi karboxylovymi
skupinami. Pfipravené substraty byly charakterizovany pomoci FTIR, méfeni mezniho
kontaktniho tihlu a povrchové energie, SEM a XPS. K determinaci antibakterialni aktivity
piipravenych povrchi s deponovanym metforminem byly pouzity kmeny bakterii
Escherichia coli (CCM 4517) a Staphylococcus aureus (CCM 4516), pfiCemz samotné
testovani probihalo podle norem CSN ISO 22196 a CSN EN ISO 20743.

Na zéklad¢ pouzitym metod bylo prokézéno, ze depozice metforminu na povrch LDPE
probéhla uspésné. Stejné tvrzeni ovSem neplati v piipade vysledkl z antibakterialniho testu.
Z toho totiz vyplyva, ze metformin prokazuje pouze minimalni antibakterialni aktivitu, vii¢i
pouZzitym bakteridlnim kmenlim. Jediny vzorek, u kterého se naméftila antibakterialni
aktivita byl vzorek s koncentraci deponovaného metforminu 1 g-1"' vii¢i bakterii Escherichia
coli. Ze ziskanych vysledki se d& tedy konstatovat, ze vyuziti metforminu jakozto
antibakteridlniho ¢inidla se zd4 byt velmi omezené. Nicméné v dobé odevzdani této prace
nebyly k dispozici vysledky z antibakteridlniho testu vzorkli s vyssi koncentraci

deponovaného metforminu a budou tak predmétem dalSiho zkoumani.

Klicova slova: metformin, antibakterialni aktivita, depozice, vicestupnovy fyzikalne-

chemicky proces, diabetes mellitus 2. typu



ABSTRACT

Metformin is an oral antidiabetic drug that is commonly used for treating type 2 diabetes
mellitus, especially in overweight patients. However, nowadays, metformin is no longer
associated only with diabetes as an antihyperglycemic drug. Its possible beneficial effects in
the treatment of other diseases such as cancer, cardiovascular and neurodegenerative

diseases, as well as its antibacterial or antiviral effects are being investigated.

The aim of'this diploma thesis was to deposit metformin on the surface of'a selected synthetic
polymer material, further characterize the prepared substrate using available methods and

determine whether metformin has potential as an antimicrobial agent.

Firstly, metformin was deposited using physico-chemical multistep process onto a polymeric
carrier from low-density polyethylen (LDPE). This process involved treating the surface
using plasma, bonding of acrylic acid to the surface and EDC, which binds the surface
carboxyl groups with metformin amine groups. The prepared substrates were characterized
by FTIR, measuring the limiting contact angle and surface energy, SEM and XPS. The
bacterial strains of Escherichia coli and Staphylococcus aureus were used to determine the
antibacterial activity of the prepared surfaces with deposited metformin, and the testing itself

was carried out according to ISO 22196 and ISO 20743 standards.

Based on the used methods, it was shown that the deposition of metformin on the LDPE
surface was successful. However, the same statement is not true for the results from the
antibacterial test. This determined that metformin shows only minimal antibacterial activity
against the bacterial strains used. The only sample for which antibacterial activity was
recorded was a sample with a deposited metformin concentration of 1 g1' against
Escherichia coli. Thus, from the results obtained, it can be concluded that the use of
metformin as an antibacterial agent appears to be very limited. However, at the time of
submission of this thesis, results from the antibacterial test of samples with higher
concentrations of deposited metformin were not available and thus will be subject of further

investigation.

Keywords: metformin, antibacterial activity, deposition, multistep physical-chemical

process, 2. type diabetes mellitus
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UvVOD

Rezistence vuci antimikrobidlnimu pisobeni 1éCiv je zdvaznym celosvétovym problémem,
ktery ohrozuje 1écbu bakteridlnich, virovych, plistiovych nebo parazitarnich infekei.
Pficinou je predevSim nadmérné wuzivani antibiotik a pomaly vyvoj novych
antimikrobialnich 1é¢iv. Zavedeni novych 1ékt nebo novych kombinaci 1é¢iv vSak ptinasi
nadéji v boji proti vzniku rezistence u vaznych infekénich onemocnéni. Jednim
z potencialnich feSenich je koncept zvraceni rezistence pomoci latek, které nepatii do
skupiny antibiotik, pro navraceni pavodni citlivosti rezistentnich mikroorganismii na
klasicka antibiotika. Dal§im moznym feSenim by bylo pfimé omezeni vyuzivani soucasnych
uc¢innych antibiotik na ptipady, kdy je to skutecné nutné. To se vSak dlouhodobé nedati,
a proto je vyvoj novych latek s antibakteriadlnimi u€inky nezbytny. Stejné tak, je tieba zvazit,
zda nevyuzit antibakterialni potencial latek, které jiZ zndme a pouZivame je primarné k jinym
ucelim.

Tato prace zkouma antimikrobidlni potencial antihyperglykemického 1é¢iva metforminu.
Metformin je antidiabetické 1éCivo z tfidy biguanida a v soucasnosti je lékem prvni volby
pii boji s diabetes mellitus 2. typu. V poslednich letech vSak roste zdjem o metformin
z hlediska jeho pozitivnich u¢inka pii 1é¢bé dalSich onemocnénich jako jsou rakovina,
kardiovaskularni, neurodegenerativni nebo pravé zanétliva onemocnéni. Nutno dodat, ze
vedlejsi u¢inky metforminu jsou velmi omezené a mnohé z nich jsou i zadouci, napt. efekt

snizovani télesné hmotnosti u pacientti s nadvahou.
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I. TEORETICKA CAST
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1 METFORMIN

Metformin, nebo-li téz 1,1-dimethylbiguanid je perordlni antidiabetikum patfici do tfidy
biguanidil, které se bézn¢ pouziva k 1é¢be diabetes mellitus 2. typu (DM2T), predevSim
u pacientll s nadvahou a normalni funkci ledvin [1]. Jedna se o vysoce bazickou molekulu,
ktera byla poprvé syntetizovana vroce 1922 z hydrochloridu dimethylaminu
a kyanoguanidinu zahtivanim (viz Obrazek 1). V roce 1958 byl metformin klinicky zaveden
jako antidiabetikum ve Velké Britanii a vroce 1995 byl schvalen Utadem pro kontrolu

potravin a lé¢iv Spojenych statti americkych [2].

NH NH NH

N
NH N HCI
4 ¥ \\NJ\NHZ Ny NJ\NHZ
HCI H n
Dimethylamin Kyanoguanidin Metformin hydrochlorid

hydrochlorid

Obrazek 1 Syntéza metforminu (vytvoifeno v ChemDraw) [3]

Metformin ma postranni fetézec slozeny ze dvou guanidinovych skupin a jedné methylové
skupiny. Jedna se tedy o velmi stabilni molekulu, ktera nereaguje snadno s jinymi latkami,
a navic ma nizky potencial vazat se na plazmatické bilkoviny a nizkou lipofilitu. Pti
fyziologickém pH se vyskytuje hlavné ve formé kationtu (> 99,9 %) a ma hydrofilni
charakter, ktery brani jeho propousténi pies lipidové membrany. Proto je jeho pasivni difuze
pfes bunéénou membranu zna¢né omezena a jeho distribuce tedy zavisi hlavné na tkanoveé

specifickych transportérech [4].

Navzdory tomu, Ze se jednd o jedno z nejstarSich peroralnich antidiabetik, tak je metformin
1 vdnes$ni dobé prvni volbou pii 1&cbé DM2T a doporucuje se jej podavat vSem noveé
diagnostikovanym diabetikim ihned po propuknuti onemocnéni spolu s dalSimi
nefarmakologickymi opatfenimi. Divodem je kromé& jeho nizké ceny i moznost kombinace
se vSemi dostupnymi peroralnimi antidiabetiky, inkretinovymi léky i inzuliny a minimalni
riziko propuknuti nezadoucich ucinki [5]. Vysoka obliba aplikace metforminu je spojovana
s moznosti jeho uzivani, kdy jde o aplikaci jedné tablety peroraln€ denné, coz je pro pacienty

vysoce komfortni.
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V soucasnosti uz ovsem neni metformin spojovan pouze s diabetologii jako antihyper-
glykemické peroralni antidiabetikum. Zkouma se jeho mozny pozitivni vliv pti lécbé dalSich
onemocnénich jako jsou rakovina, kardiovaskularni a neurodegenerativni onemocnéni, ale

také jeho antibakterialni, antivirové nebo antimalarické u¢inky [1, 4].

1.1 Priprava metforminu

Jak jiz bylo zminéno v pfedchozi kapitole, metformin se béZné piipravuje kondenzaci
hydrochloridu dimethylaminu a kyanoguanidinu [3]. Nejprve se hydrochlorid
dimethylaminu deprotonuje kyanoguanidinem za vzniku guanidinového Kkationtu
(viz Obrazek 2). Dusik dimethylaminu ma tak k dispozici volny elektronovy par pro
nukleofilni reakci s elektrofilnim nitrilovym uhlikem. Pfenosem protonu nasledné vznika

konec¢na stl metforminu [6].

N~ “NH, O NH™ NH;
O H Cl
cl
@ O O
NH NH, o (N NHg S}
G RN 0
|T| H NH; /N H 2

Obrazek 2 Kondenzace hydrochloridu dimethylaminu a kyanoguanidinu

(vytvofeno v ChemDraw) [6]

Tato reakce se obvykle provadi pti vysoké teplot¢ v uhlovodikovych nebo alkoholovych
rozpoustédlech. Pfi pouziti tohoto postupu se musi brat v tvahu nésledné odstranéni
rozpoustédla, aby byla zajiSténa Cistota kone¢ného produkt, a také bezpecnostni hlediska
tykajici se ochrany ptfed hoflavymi organickymi rozpoustédly. Zbytkova mnoZstvi
rozpoustédla vSak nelze z kone¢ného produktu zcela odstranit, coZ je z toxikologického
hlediska klicové. Je proto Zadouci, aby reakce neprobihala za pfitomnosti organickych

rozpoustédel.
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Vhodngjsi a bezpecn€jsi metodou je smichdni hydrochloridu dimethylaminu
a kyanoguanidinu (reaktanty) s vlhkym hydrochloridem metforminu (produkt) v poméru
1:1az1,3:1-3. Reakce probiha za teplot niz§ich nez 150 °C. Avsak ptidavek hydrochloridu
metforminu k reaktanttim alespon v ekvimolarnim poméru vyzaduje vétsi rozméry reaktoru,
zvySeny piikon energie a snizuje vystup reakéniho produktu ve srovnani s reaktanty. Dale
miize metformin piivadény do reakce pii zahiivani reakéni smési podléhat degradaci, coz
vede ke zvySenému obsahu necistot obsazenych v kone¢ném produktu, které musi byt po
reakci odstranény. V neposledni fadé¢ se kromé¢ zvySenych nakladii rovnéz vyznamné

prodluzuje cela doba reakce.

Optimalni postup ptipravy metforminu by tedy nemél zahrnovat pouziti organickych
rozpoustédel a vyzadovat ptidavek hydrochloridu metforminu v ekvimoldrnim mnozstvi.
Tohoto postupu bylo dosazeno nasledujicimi kroky: (i) zahtati smési hydrochloridu
dimethylaminu, kyanoguanidinu a vody v mnoZstvi od 0 do 20 hm. % a hydrochloridu
metforminu v mnozstvi od 0 do 50 hm. %, vzdy vztazeno na celkovou hmotnost
hydrochloridu dimethylaminu a kyanoguanidinu pfitomnych ve smési, na teplotu v rozmezi
od 70 do 250 °C a udrZovani teploty v tomto rozmezi po dobu od 0,1 minuty do 20 hodin;
(11) nésledné ochlazeni zreagované smési a odebrani ziskaného krystalického hydrochloridu

metforminu.

V idealnim piipadé je smes v pribéhu reakce zahfivina minimaln¢ ve dvou stupnich.
V prvnim stupni je zahiivana na teplotu v rozmezi 70 do 120 °C, ktera se udrzuje po urcitou
dobu, a poté se zahtiva na teplotu v rozmezi od 120 do 250 °C. Kvuli exotermické povaze
reakce a procesu krystalizace umoznuje pomalejsi narist teploty lepsi kontrolu nad odvodem
tepla z reaktoru. Soucasné by mély vSechny kroky reakce probihat za konstantniho michani.
Vyse zminény postup popisuje tzv. davkové zpracovani. Timto terminem se oznacuje
proces, pii kterém jsou suroviny smichény v reaktoru a produkty jsou nasledné na konci
reakce odebrany. Postup pfipravy hydrochloridu metforminu mtize vSak probihat také
kontinudIné, kdy dochazi k nepfetrzitému pfidavani surovin a odebirani produktu za stejnych

podminek, jez byly popsany diive [3].
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1.2 Mechanismus pusobeni

Navzdory svému statusu jakoZzto nejcastéji piedepisovany 1ék pii 1écbé DM2T, nejsou
mechanismy uc¢inku metforminu na snizovani glukézy v krevni plazmé zcela objasnény.
Nékolik studii prokazalo, ze metformin G¢inné zlepSuje udrzovani glykémie u pacientii
s DM2T, a soucasné diky jeho pozoruhodnému bezpecnostnimu profilu jen vyjimeéné
dochazi k hypoglykemii. Antidiabeticky uc¢inek metforminu je primarn¢ zpisoben inhibici
jaterni glukoneogeneze; mechanismus jeho U¢inku vSak zlstava predmétem diskusi [7, 8].
Pro snahu porozumét plisobeni metforminu na snizovani hladiny glukézy v krvi, je vSak

tfeba nejprve pochopit samotné onemocnéni DM2T a jeho pfiCiny.

1.2.1 Diabetes mellitus 2. typu

Podle Svétoveé zdravotnické organizace (WHO) je diabetes mellitus chronické metabolické
onemocnéni charakterizované zvySenou hladinou glukézy v krvi, které Casem vede
k poskozeni srdce, cév, o€i, ledvin a nervii. DM2T je celosvétoveé jednou z nejCastéjSich
metabolickych poruch a jeho rozvoj je primarné¢ zptisoben kombinaci dvou hlavnich faktort:
nespravnou sekreci inzulinu B-buiikami pankreatu a inzulinovou resistenci (IR), tedy
omezenou schopnosti cilovych tkani reagovat na inzulin. Inzulin je kliCovy anabolicky
hormon, zodpovédny za regulaci procesu skladovani zivin. Po pfijmu zivin dosdhne
plazmaticka hladina gluk6ézy prahové hodnoty, ktera stimuluje sekreci inzulinu B-buiikami
pankreatu. Za normalnich okolnosti inzulin podporuje ptijem sacharidi do klicovych mist
a jejich nasledné skladovani. Témito kliCovymi misty jsou tukova tkan a kosterni svalstvo,
v nichz se sacharidy uklddaji jako lipidy [9, 10]. Nedostatecnd produkce inzulinu
pankreatem, nespravné puisobeni inzulinu nebo kombinace obojiho, vSak vede k nasledné

hyperglykemii, tedy dlouhodobému zvyseni hodnoty gluk6zy v krevni plazmé [11].

S rozvojem DM2T je také tzce spojena mitochondrialni dysfunkce. Mitochondrie jsou
bunééné organely, které vyuzivaji uskladnénych lipida k pfemeéné na energii a jejich snizena
funkce je tedy spojena s ndslednym nariistem ektopického tuku a IR. Jednou z pfiCin
mitochondridlni dysfunkce je pravé hyperglykémie, kterd vyvolava nadmeérnou tvorbu
volnych kyslikovych radikalt (ROS) v mitochondriich. Hromadéni ROS v mitochondriich
je ve skuteCnosti jednim z nejvice diskutovanych jevi, ktery spojuje mitochondridlni
dysfunkci s IR [12].
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1.2.2 Nezadouci Gcinky metforminu

Prestoze ma metformin Siroké spektrum pozitivnich vlivli na lidské télo, je tteba se zabyvat
i jeho toxicitou. NejcastéjSimi nezadoucimi ucinky metforminu jsou poruchy
gastrointestinalniho traktu, jako je prijem, nevolnost, zvraceni, plynatost, bolesti bficha
a ztrata chuti k jidlu. Tyto nezadouci ucinky jsou pozorovany piiblizné u 30 % pacientti
au 5 % pacient vedou k ukonceni 1é¢by. Nezadouci ucinky tykajici se GIT vsak souviseji
piedevsim s koncentraci léCiva a jsou pfechodné nebo dojde ke sniZeni intenzity na takovou
uroven, ze je pacienti dlouhodobé toleruji. NeZadoucim G€inkiim lze vSak predejit predev§im
postupnym zvySovanim davky metforminu, kterd zacind obvykle na 500 mg a az podle

tolerance pacienta se postupné zvySuje (obvykle po 7 az 10 dnech) [4, 13].

Vzacnym, ale zdvaznym nezadoucim u¢inkem metforminu je laktatova acidoza a obvykle se
projevuje pifi chronickém onemocnéni ledvin. Termin "laktadtovd acidoza" se pouziva
k charakterizovani pfechodné souvisejicich pfihod acidozy, charakterizované snizenim
arterialntho pH na méné¢ nez 7,35 a hyperlaktatémie, definované jako plazmaticka
koncentrace laktatu vy$§i nez 5 mmol-l". Hromadéni laktatu miize byt pravé vysledkem
pusobeni metforminu na zvysSeni cytosolického redoxniho potencialu v jaternich bunkéach,
ktery brani vyuziti laktatu pro produkci glukozy. Vyskyt laktatové acidozy je ovSem nizky
a nemusi byt nutné¢ podminén podadvanim metforminu. Obava z této komplikace bohuzel
negativn¢ ovlivnila uzivani l€ku, zejména u chronického onemocnéni ledvin, které muze
zhors$it vylucovani léku. Dalsi kontraindikace uzivani metforminu muaze byt méstnavé

srde¢ni selhani a chronické onemocnéni jater, které mize podporovat hromadéni laktatu.

Dlouhodobé uzivani metforminu muize byt také spojeno s biochemickym nedostatkem
vitaminu B12, jehoZz hladina by méla byt pravidelné méfena, zejména u pacientli s anémii

nebo periferni neuropatii [ 14, 15].

1.3 Dalsi vyuziti metforminu

Inhibice jaterni glukoneogeneze a zvySeni citlivosti bun€k na inzulin v8ak nejsou jedinymi
diivody k aplikaci tohoto 1éku. V poslednich letech je metformin pfedmétem fady studii
tykajicich se jeho vlivu na riizna nediabetickd onemocnéni. Jsou zkoumany predev§im jeho
benefity pfi tlumeni biologického starnuti, ale také jeho antimikrobidlni nebo antivirové
ucinky [16, 17]. Nekteré ztéchto studovanych benefith metforminu jsou shrnuty

v nasledujicich kapitolach.
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1.3.1 Tlumeni priznaku starnuti

Biologické starnuti je charakterizovano postupnou ztratou fyziologickych funkci, ktera je
pti¢inou rozvoje rtuznych chronickych onemocnéni, vcetné metabolickych, nadorovych,
kardiovaskuldrnich nebo neurodegenerativnich poruch. Bylo zji§téno, ze metformin
zpomaluje starnuti a ma ochranny G¢inek na zmirnéni progrese riznych onemocnéni
souvisejicich se starnutim. Tohoto GCinku dosahuje tim, ze ovliviuje klicové ptiznaky
starnuti, véetn¢ deregulované detekce Zivin, ztraty proteostazy, mitochondrialni dysfunkce,
zménéné mezibunééné komunikace, ubytku telomer, genomové nestability, epigenetickych

zmén, vycerpani kmenovych bunék a bunécné senescence [18, 19].

1.3.2 DalSi nediabetické klinické aplikace

Kromé DM2T naSel metformin své misto vyuziti i pfi lé¢bé syndromu polycystickych ovarii
(PCOS), u osob s nealkoholickou jaterni steatohepatitidou (NASH) a nahrazuje také
nedostatek bezpecnych antiobezitik [17]. PCOS je jednou z nejcastéjSich endokrinnich
poruch, kterd je klinicky charakterizovdna chronickou anovulaci, nadmérnou hladinou
androgentl v téle a IR. Stav se vyskytuje u 5 az 10 % Zen v reprodukénim véku a ptiblizné
50 az 70 % pacientek s PCOS je obézni. Ackoli je pravda, Ze je u¢innost metforminu pii
lécbé PCOS spornd, tak nékolik nedavnych studii prokdzalo, ze podavani metforminu
zvysilo koncentraci adiponektinu, coz bylo doprovdzeno vyznamnym zlepSenim fady
dalSich faktort, jako sniZzeni zanétu a regulace ptiznaka hyperandrogenismu [20, 21]. Jak uz
bylo popsano diive, hlavnim cilovym organem metforminu jsou jatra. Metformin se az
donedavna bézné pouzival jako I€k u osob s NASH, ktera je silné spojena s celosvétovou
epidemii obezity a DM2T. NASH se projevuje zanétem jater, poskozenim hepatocyti
a zvysuje riziko vzniku hepatocelularniho karicnomu. V soucasné dob¢ vSak neni metformin
doporucovan pii jakémkoliv onemocnéni souvisejicim s nealkoholickym postizenim jater.
Podle nékterych nejnovéjSich vyzkumi nejenze metformin nevykazuje zddné vyznamné

zlepseni histologického stavu jater, ale také zhorSuje zanét [16, 22].

1.3.3 Metformin jako antimikrobialni ¢inidlo

Nedéavno popsané antimikrobialni vlastnosti metforminu vedly ke zvySenému zajmu o jeho
roli jakoZto nové antimikrobidlni latky pro lé¢bu infekci nebo obnoveni antimikrobidlni
aktivity jiz existujicich antibiotik proti multirezistentnim bakteriim. Antimikrobidlni u¢inky

metforminu budou podrobnéji popsany v kapitole 2 této prace [23, 24].
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1.4 Derivaty metforminu

Jelikoz uz neni metformin spojovan pouze se svym ucinkem jakozto antidiabetikum a roste
spektrum jeho vyuziti i v ramci jinych oblasti, tak roste i snaha o modifikace a derivatizace
metforminu, které vedou k vyss$i Gcinnosti nebo rozsifuji moznosti pouziti metforminu.
Nové pokrocilé derivaty metforminu by mohly byt jak G¢innéjsi pro lécbu jednotlivych
onemocnéni, tak 1 prospéSné pro pohodli pacienta. V této kapitole jsou shrnuty
nejvyznamngjs$i derivaty metforminu a jejich potencial pro budouci vyzkum. V literatuie
jsou vSak popsany 1 dalsi derivaty. Rozsah této prace vSak nedovoluje jejich plny vycet, ktery
by byl doplnén jejich vlastnostmi, nebot’ nejsou z pohledu antibakteridlnich vlastnosti

podstatné.

1.4.1 Metformin hydrochlorid

Metformin hydrochlorid je v soucasnosti nejznaméjSim a nejvice studovanym derivatem
metforminu. Je znadm také pod zkratkou metformin XR neboli metformin extended release.
Uz podle nazvu je ziejma hlavni vyhoda tohoto derivatu oproti ¢isté form¢ metforminu.
Slozeni XR bylo totiz navrzeno tak, aby umoznovalo pozvolnéjs$i uvolnovani 1éc¢iva
v hlavnim misté absorpce, tj. v horni ¢asti gastrointestinalniho traktu, ¢imz se zlepsuje jeho
snasenlivost. Diky pozvolnéjSimu uvoliovani je také komfortnéjs$i pro pacienta, a to diky
snizené frekvenci podavani I€éku a vyskytu nezadoucich ucinkti. Nedavné studie sice
prokazuji, ze rozdil v efektivnosti metforminu a metforminu XR neni statisticky vyznamny,
ale zaroven potvrzuji, ze v ptipad¢ metforminu XR dochazelo ke znacnému snizeni ptiznaka
dyspepsie, tedy travicich potizi, které se objevuji predevSim pii chorobach
gastrointestinalniho traktu [25, 26]. Metformin XR ptedstavuje téz zvySeny komfort pacienta
piijeho administraci. Je totiZ podavana jen jedna tableta denné na rozdil od metforminu, kde

je davkovani dvakrat denné.

1.4.2 Sulfenamidové a sulfonamidové derivaty

Sulfenamidové derivaty byly prvnimi popsanymi derivaty metforminu, které byly
pfipraveny piipojenim cyklohexylové a fenylové skupiny k zakladni aminoskupiné
metforminu prostfednictvim SN-vazby (viz Obrazek 3). Zjistilo se, Ze piredevSim
cyklohexyl-sulfenamidovy derivat se rychle hromadi v erytrocytech, a poté se pomalu
uvoliiuje metfomin zpét do krevni plazmy. Jednalo se tedy o prvni formu metforminu

s pozvolnéj$im uvoliovanim [27].
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Sulfonamidové I€ky se jiz dlouhou dobu pouzivaji k lécbé raznych komplexnich
onemocnéni. Plvodné byly sulfonamidy vyvinuty jako latky s antibakterialnim uc¢inkem,
sulfonamidovych derivati mizeme rovnéz vidét na Obrazku 3. LéCiva na bazi sulfonamidi
byla také Siroce studovana pro své protinddorové, antikonvulzivni, protiplisnové,
antioxidacni nebo antidiabetické ucinky. Proto ma kombinace sulfonamidové struktury

.....

komplexni onemocnéni [27].

NH NH, NH NH, O o
Vs,
\ JL Vs /S"‘ \ JL VY, /S\.
NN N R NN N R
| H | H
Sulfenamidoveé derivaty Sulfonamidoveé derivaty
metforminu metforminu

Obrazek 3 Chemicka struktura sulfenamidovych a sulfonamidovych derivati metforminu

(vytvofeno v ChemDraw) [27]

1.4.3 Phenformin

Phenformin je dalsi antidiabeticky 1¢ék ze skupiny biguanida, ktery se diive hojn¢ pouzival,
ale byl omezen kvili zvySenému riziku laktatové acidézy. Metformin nahradil phenformin
jako prvni volba pro 1é¢bu DM2T préavé diky nizkému riziku tohoto zdvazného nezadouciho
u¢inku. Nedavné studie ovSem naznaCuji, ze by phenformin mohl v budoucnu hrat

vyznamnou roli jako protinddorovy a protizanétlivy 1ék [28, 29].

1.4.4 Imeglimin

Imeglimin je novinkou na trhu mezi antidiabetickymi 1é€ivy, a ackoliv se nejednd o biguanid,
tak sdili s metforminem chemickou funkéni skupinu. Je prvnim znové tfidy 1éCivych
ptipravkli pro DM2T, které se zaméfuji na bioenergetiku mitochondrii, ¢imz zmirfiuji
inzulinovou rezistenci a zlepSuji funkci B-bunc¢k. Kromé toho imeglimin sniZzuje produkci
kyslikovych radikalt a zlepSuje funkci mitochondrii a endoplazmatického retikula, které

jsou dulezité pro syntézu, modifikaci a transport bilkovin [30, 31].
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2 ANTIMIKROBIALNI VLASTNOSTI METFORMINU

Velka fad nedavnych studii prokazala, ze metformin vykazuje antibakterialni vlastnosti, jak
vici grampozitivnim, tak gramnegativnim bakteriim. Roste tedy zajem o jeho vyuziti jakozto
nové antimikrobialni latky pro 1é¢bu infekci nebo obnoveni antimikrobidlni aktivity jiz
existujicich antibiotik proti multirezistentnim bakteriim [23, 24]. Nejprve je ovSem nutné si
popsat obecné vlastnosti antimikrobidlnich latek a uvést se do problematiky ptsobeni

antimikrobialnich 1é¢iv.
2.1 Antimikrobialni vlastnosti 1éCiv

Antimikrobialni 1é¢iva vyuZivaji rozdill ve struktuie a biochemickych funkcich hostitelské
buiiky a parazita. Vyrazné strukturni a biochemické rozdily mezi prokaryotickymi
a eukaryotickymi buitkami davaji antimikrobidlnim latkdm vét$i moznosti selektivni toxicity

vici bakteriim nez vii¢i jinym mikroorganismiim, jako jsou houby nebo viry [32].

2.1.1 Klasifikace antimikrobialnich 1é¢iv

Antimikrobialni IéCiva Ize klasifikovat riznymi zplisoby na zaklad¢ ctyr zakladnich znak:
druhu mikroorganismu, typu bakterie, zda je uinek l1éCiva bakteriostaticky ¢i baktericidni

a zda je ucinek 1é¢iva Casove- nebo koncentracné-dependentni [32].

Antimikrobialni 1é¢iva se obecné d€li podle druhu mikroorganismu, na ktery piisobi na
antibakteridlni, antimykotickd a antivirova. Mnohé latky maji vSak tzv. Sirokospektralni
ucinek, tj. ptisobi na vice druhti mikroorganismu, napt. néktera Sirokospektralni antibiotika
hraji neocenitelnou roli v 1é¢bé bakterialnich infekci. Jejich pouzivani ma vSak i nékteré
nevyhody, a to omezenou selekci, $ifeni rezistence u vice druht bakterii a skodlivy vliv na
mikrobiom pacienta. Proto existuji 1 l€ky s uzkym spektrem ucinku, ktera inhibuji pouze
grampozitivni nebo gramnegativni bakterie, zatimco Sirokospektralni 1é¢iva zasahuji jak
grampozitivni a gramnegativni bakterie, tak houby, viry nebo protozoa. Toto rozliSeni vSak
neni vzdy absolutni, protoze nékteré latky mohou byt U€inné predevSsim proti

grampozitivnim bakteriim, ale mohou pusobit i na nékteré gramnegativni bakterie [32, 33].

Podl¢ vysledného plisobeni latky na bakteridlni buniku miiZeme rozdélit antibakteridlni latky

na bakteriostatické, které zabranuji riistu nebo mnozeni patogenu a baktericidni které

A4
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Antimikrobialni latky jsou ¢asto klasifikovany jako ¢asové- nebo koncentraéné-dependentni
latky v zavislosti na jejich farmakodynamickych vlastnostech. Casové-dependentni 1é¢iva
jsou nejucinngjsi, pokud koncentrace Ié¢iva zastava po delsi dobu kolem hodnoty MIC.
Naproti tomu koncentra¢né-dependentni 1é¢iva jsou nejucinngjsi, kdyz koncentrace 1éCiva

prekro¢i MIC o urcity nasobek [32, 34].

2.1.2 Mechanismus uéinku antibakterialnich 1é¢iv

Podle mechanismu ucinku miZzeme antibakteridlni léciva rozdélit do ¢tyi hlavnich skupin,
a to na latky, které inhibuji syntézu bunécné stény, ovliviiuji funkce bunéénych membran
nebo inhibuji syntézu proteinti a nukleovych kyselin. Antibakterialni lé¢iva, ktera ovliviiuji
syntézu bunécné stény zahrnuji B-laktamy (peniciliny, cefalosporiny), bacitracin nebo
glykopeptidy. Poté, co se takové I€€ivo navaze na specifické proteinové receptory bunécné
stény bakterie, dochéazi k rozstépeni enzymu transpeptiddzy a karboxypeptidazy, ¢imz se

inhibuje proces transpeptidace, tj. stavby bunécné stény bakterii.

Léciva, kterd inhibuji syntézu proteinti lze rozd¢lit do dalSich dvou podskupin, a to na ty,
kterda se vazi na 30S nebo 50S ribozomalni podjednotku. Léciva vazici se na 30S
(aminoglykosidy, tetracykliny) zptisobuji chybnéd spojena mezi kodony a antikodony pfi
proteosyntéze, vedouci k produkci proteinii se Spatnymi aminokyselinami nebo zkracenych
proteinti. Tyto nespravné syntetizované proteiny se nasledné vkladaji do cytoplazmatické
membrany, coz vede k zaniku bakteridlni buiilky. Do skupiny IéCiv vazicich se na
podjednotku 50S patii makrolidova antibiotika (erythromycin, azithromycin) a lynkosamidy
(linkomycin, klindamycin). Ackoliv se strukturné 1iSi, tak makrolidova antibiotika
1 lynkosamidy maji podobny mechanismus G¢inku. Obé skupiny inhibuji syntézu proteinti

tim, Ze blokuji tvorbu peptidovych vazeb mezi specifickymi aminokyselinami.

Mensi skupinu antibakterialnich 1&¢iv tvoti latky, které naruSuji bunééné membrany bakterii.
Polymyxiny se vazi na lipopolysacharidovou slozku vnéj$i membrany gram-negativnich
bakterii a v kone¢ném disledku naruSuji jak wvn&jSi, tak vnitini buné€nou membranu
a usmrcuji bakterialni buriku. Cileni na buné¢nou membranu vSak neni selektivni a postihuje
tudiz 1 membrany bun€k ledvin a nervového systému. Vzhledem k témto zavaznym
nezaddoucim ucinkiim a Spatnému vstiebavani z traviciho traktu se polymyxiny pouzivaji
spiSe v lokalnich antibiotickych mastech (napf. polymyxin B v lé¢ivém piipravku
Neosporin). Naproti tomu skupina lipopeptidovych 1é¢iv (daptomycin) se zaméfuji na gram-

pozitivni bakterie, kde narusuji cytoplazmatickou membranu bakteridlni buiky.
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V neposledni fadé mezi antibakteridlni 1é¢iva patii ta, ktera inhibuji syntézu nukleovych
kyselin. Jejich mechanismus tc¢inku je velmi rozmanity. Nékterd zasahuji piimo do replikace
DNA (metronidazol), n¢ktera blokuji aktivitu RNA polymerazy (rifampin) a néktera
selektivné inhibuji aktivitu DNA gyrazy (fluorochinolony), enzymu, ktery je odpovédny za
spravnou replikaci DNA. Vyhodou téchto 1éCiv je to, ze enzymy RNA polymerazy u bakterii
jsou strukturné odlisné od enzymi u eukaryot, coz umoziuje selektivni toxicitu vici
bakterialnim bunkam. JesSté lepsi selektivni toxicitou se vyznacuji 1é€iva, ktera ovliviluji
intermedidrni metabolismus. Patii mezi n¢ jiz zminéné sulfonamidy nebo trimetoprim.
Inhibici enzymu, ktery se podili na tvorbé kyseliny dihydrofolové, sulfonamidy blokuji
bakterialni biosyntézu kyseliny listové a nasledn¢ pyrimidind a purini potiebnych pro
syntézu nukleovych kyselin. Tento mechanismus uc¢inku zajist'uje bakteriostatickou inhibici

rustu proti Sirokému spektru grampozitivnich a gramnegativnich patogent. [32, 35, 36].

2.1.3 Interakce antibakterialnich l1é¢iv

Znalost mechanismi uc¢inku rtznych antimikrobialnich latek umoziuje ptedvidat jejich
vzajemné interakce pii jejich kombinovaném pouziti. Kombinace antimikrobidlnich 1é¢iv se
nejCastéji pouzivaji k zajisténi Sirokospektralniho piisobeni pii 1é€be kriticky nemocnych
pacientli. AvSak s dostupnosti Sirokospektrych antibakteridlnich 1é¢iv se kombinace téchto
1éciv pouzivaji méné cCasto, s vyjimkou specifickych uceli. Diivodem jsou také obavy
tykajici se obtiznosti predpovédi ucinku kombinace proti konkrétnimu organismu a nejistotu
klinické relevance vysledkii in vitro. Tento ucinek je totiz ve vétSiné piipadi spiSe

antagonistické nez synergické povahy [32].

Interakce mezi antibakterialnimi 1é¢ivy miiZeme tedy obecné rozdélit do tfech kategorii:
synergismus, antagonismus a indiference. Synergismus nastava tehdy, kdyz je kombinovany
uginek dvou lékii vétsi neZ soudet jejich jednotlivych u¢inkd. Casto se s nim setkavame, kdyz
se spolecné pouzivaji dvé 1é€iva s riznymi mechanismy uc¢inku, naptiklad (-laktamova
antibiotika a aminoglykosidy. Naproti tomu antagonismus nastava, kdyZ je kombinovany
ucinek dvou 1é¢iv mensi nez G€inek jednoho z nich samostatné. K tomu miize dojit, kdyz se
Interakce antibakteridlnich lé¢iv je aditivni nebo indiferentni, pokud se ucinky

kombinovanych lé¢iv rovnaji souctu jejich nezavislych G€inkli méfenych samostatné [37].
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2.1.4 Antimikrobialni rezistence

Infekce zplisobené kmeny bakterii rezistentnimi na konven¢ni antibiotika piedstavuji
v poslednich dekadach stale vétsi problém. K antimikrobidlni rezistenci dochéazi tehdy, kdyz
viry, bakterie, plisné nebo paraziti nereaguji na antimikrobialni 1é¢bu u lidi a zvifat, coz
umoziuje preziti mikroorganismu v hostiteli. Rychlost, s jakou se u nékterych bakterii vyviji
rezistence znacné predbihd pomaly vyvoj novych antimikrobidlnich Ié¢iv. K odchodu
farmaceutickych spolec¢nosti z trhu s antimikrobidlnimi 1é¢ivy ptispiva nékolik faktord, jako
jsou slozité regulacni pozadavky, problémy pii objevovani lé¢iv a vysoké naklady na vyvoj
lé¢iv spolu s nizkou mirou navratnosti investic, kterou antibiotika poskytuji ve srovnani
s leky pro 1é€bu chronickych onemocnéni. Velky problém pifedstavuji meticilin-rezistentni
kmeny stafylokoku a enterokoky rezistentni na vankomycin. Jesté horsi je situace u infekci
zpusobenych nékterymi gramnegativnimi bakteriemi, jako jsou Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumanii a Escherichia coli, dale rody Klebsiella a Enterobacter, které jsou

obcas rezistentni vii¢i vS§em antimikrobialnim latkdm na trhu [32, 38].

Existuje n€kolik typt antibakteridlni rezistence, které mizeme klasifikovat podle jeho
mechanismu. Nékteré bakterialni buiiky maji tzv vlastni nebo vrozenou rezistenci, coz
znamena, ze tyto builky nemaji vazebné misto pro specifické antibiotikum, které se tak stava
neucinnym. Déle mize dochéazet k enzymatické inhibici nebo inaktivaci antibiotika, snizeni
intracelularni akumulace antimikrobialni latky pomoci efluxnich pump nebo strukturnim

zménam receptort pro antimikrobialni latky.

Ptistupy pfi hledani novych antibiotik zahrnuji naptiklad vyvoj analogt stavajicich latek;
identifikaci novych mechanismil plisobeni na zakladé biotechnologického ptistupu, véetné
vyuziti informaci ziskanych ze sekvenovani bakteridlniho genomu a klonovani geni; vyvoj
antibakteridlnich peptidovych molekul odvozenych z fagocytujicich bunék; kombinace
antibakteridlnich antibiotik s chemickymi latkami vykazujici antimikrobidlni aktivitu a dalsi

[32, 39].
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2.2 Antibakterialni vlastnosti biguanidi

Biguanidy jsou syntetické chemické slouc¢eniny odvozené od guanidinu, ve kterych jsou dva
guanidinové zbytky spojeny atomem dusiku do vysoce konjugovaného systému. Jedna se
ovysoce bazické molekuly, proto jsou k dispozici ve form¢ soli, vétSinou
hydrochloridovych. Biguanidy pfitahovaly velkou pozornost jiz v minulém stoleti a po
obdobi utlumu se o né v poslednich letech znovu projevil zajem. Pfedstavuji vyznamnou
tfidu terapeutickych latek vhodnych pro lécbu Sirokého spektra onemocnéni. Terapeuticky
ucinek biguanidi zahrnuje antidiabetické, antimalarické, antivirové a baktericidni plisobeni.
V soucasné dobé je v USA komercéné dostupnych sedm biguanidu a dalsi tfi jsou dostupné
na jinych ndrodnich trzich [40, 41]. Strukturni vzorce nejstudovanéjSich biguanidi

s antimikrobialnimi u¢inky jsou popsany na Obrazku 4.
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Obrazek 4 Chemicka struktura biguanidii s antimikrobidlni aktivitou [41]
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Biguanidy jsou jiz dlouhou dobu znamy svou antimikrobialni aktivitou proti Sirokému
spektru grampozitivnich a gramnegativnich bakterii, plisni, kvasinek a virii. Antibakterialni
pusobeni biguanidovych latek je spojovano s kladnym nabojem molekuly. Guanidinové
slou¢eniny mohou byt ve vod¢ ionizovany, ¢imz ziskavaji kladné naboje, které pak
elektrostatickou ptitazlivosti interaguji se zaporné nabitou bunécnou sténou bakterii, ni¢i ji
a bakterie tak usmrcuji. Tento mechanismus piisobeni vylucuje vznik bakterialni rezistence
na lé¢ivo, a navic kladné nabité guanidinové slouceniny neinteraguji s neutralnimi lidskymi
bunikami, takze mohou selektivné zabijet bakterie a vykazuji tedy nizkou toxicitu pro
Clovéka [42]. V nasledujici Casti prace jsou popsany antibakteridlni vlastnosti vybranych

zastupcl biguanidu.

2.2.1 Chlorhexidin

Chlorhexidin je antiseptickd latka pouzivand piedevSim k dezinfekci dutiny ustni
k predchazeni tvorby zubniho plaku, ¢imZ pomaha v boji proti zubnimu kazu a zanétu désni.
MéI by se vSak pouzivat s mirou a podle pokyni zubniho Iékaie, nebot’” dlouhodobé
pouzivani muze vést zloutnuti zubli. Své vyuziti ale nachazi i jako slozka dezinfek¢nich
prostiedkii pro domacnost, antiseptickych prostftedki na kizi/ruce, nemocni¢nich
dezinfek¢nich prostiedkti a v neposledni fadé¢ také v kosmetice. Jedna se o Sirokospektralni
baktericidni kationické c¢inidlo, jehoz mechanismus ucinku je zaméfen na poskozeni
bakterialni bunécné membrany elektrostatickymi interakcemi kationtového chlorhexidinu
s aniontovymi skupinami v bakterialni lipidové vrstvé, které snizuji zivotaschopnost bunék

nebo dokonce konci bunécnou smrti [43, 44].

Diky jeho Uc¢innosti a bezpecnostnimu profilu je chlorhexidin povazovan za zlaty standard
ptichemickém potlatovani vzniku zubniho plaku a zdnétu désni. Spole¢né s antidiabetickym
metforminem, ptfibuznym biguanidem, patii na seznam zakladnich lécivych ptipravki
WHO. Pii fyziologickém pH je chlorhexidin kladné nabita molekula vykazujici Siroké
spektrum Uc¢inku, které zahrnuje bakteriostatické, sporostatické, mykobakteriostatické
a baktericidni plsobeni. Nedavné studie navic ukazaly, Ze chlorhexidin ptsobi také na
kvasinky, prvoky a ma i ur¢itou antivirovou aktivitu. Jeho plsobeni zahrnuje dva typy
aktivity. Zaprvé inhibuje schopnost adherence mikroorganismi k povrchu, ¢imz zabratiuje
ristu a rozvoji biofilmi. Zadruhé, diky své kationické povaze interaguje chlorhexidin
s negativné nabitou buné€nou sténou bakterii a vykazuje antimikrobidlni aktivitu interakci
s lipoproteiny a fosfatovou skupinou pfitomnou v membrané. To déle zplisobuje zvySenou

permeabilitu a naruSeni osmoregulace, coz vede k tniku nizkomolekularnich slozek, jako je
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fosfor a draslik. Tento mechanismus ptisobeni souvisi ptedev§im s jeho bakteriostatickou
aktivitou a reverzibilnimu poskozeni bun¢k pfi nizké koncentraci. Pfi vysSich koncentracich
vykazuje chlorhexidin baktericidni u¢inek tim, Ze siln¢ interaguje s lipidovou dvojvrstvou
a denaturuje cytoplazmu (viz Obrazek 5). Podobné¢ puisobi chlorhexidin také na buiiky hub.
Uginné prostupuje bunéénou sténou, plazmatickou membranou az do cytoplazmy kvasinek

a zpusobuje lyzu bun¢k [40, 41].
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Obrazek 5 Mechanismus ptsobeni chlorhexidinu [41]

2.2.2  Alexidin

Dalsim antiseptikem ze skupiny biguanidii je alexidin. ktery se od chlorhexidinu 1i8i
pritomnosti dvou hydrofobnich 2-ethylhexylovych skupin na misté¢ chlorofenyli. Tato
struktura podporuje jak elektrostatickou adhezi k negativnim nabojim bunécnych membran,
tak prinik do membrénovych lipidid. Ve srovnani s chlorhexidinem vykazuje alexidin
rychlejsi baktericidni aktivitu a zplsobuje vyrazné rychlejsi permeabilizaci bakterii. Pti
porovnani antibakteridlni aktivity dochdzelo pfi oSetfeni bunécnych suspenzi stejnymi
davkami alexidinu a chlorhexidinu k rychlému uvolnéni draselnych iontii z cytoplazmy,
které bylo v ptipad¢ alexidinu dokonceno béhem 5 minut, naopak v ptipadé chlorhexidinu
dochézelo k uvoliovani jesté po 60 minutdch. Nicméné kvili nizké rozpustnosti ve vodé
nelze alexidin formulovat ve vice nez 0,05 % roztoku, zatimco chlorhexidin se jako
antiplakovy prostiedek pouziva v 0,2 % koncentraci. Tento rozdil v koncentraci l1é¢iv ma za
nasledek vétsi vyslednou ucinnost chlorhexidinu oproti alexidinu. Pro zvySeni uc¢innosti se
pouziva aleixidn jako antibakteridlni ¢inidlo v kombinaci s chlornanem sodnym, jehoz

vysledna aktivita je srovnatelna s chlorhexidinem [41, 45].
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2.2.3 Picloxydin

Pikloxydin je dal$i biguanidova sloucenina, ve které jsou dvé para-chlorfenylové cCasti
spojeny pevnym piperazinovym linkerem. Studie in vitro ukazaly, ze antibakterialni
vlastnosti pikloxydinu jsou srovnatelné s chlorhexidine, a Ze jejich mechanismus uc¢inku
bakterialni buiiky je totozny. Podobné jako chlorhexidin a alexidin, i pikloxydin inhibuje
schopnost adherence mikroorganismi k povrchu, ¢imz zabraiuje ristu a rozvoji biofilmi a
zabrafuje vzniku zubniho plaku. Podobna aktivita je pfisuzovana shodné kationické povaze
téchto biguanidi. V soucasné dobé se vsak pikloxidin pouZziva ptedev§im v o¢nich kapkach

k 1é¢bée keratitidy, pti lokdlni terapii trachomu a jako povrchova dezinfekce [41, 46].

2.2.4 Polymerni biguanidy

Chlorhexidin, alexidin a pikloxydin jsou tfi zdkladni bisbiguanidové slouceniny
s antimikrobialni aktivitou. Pozdé&ji se vSak zaCalo uvazovat nad spojenim vice fragmenta
dohromady a vytvofenim polymernich biguanidia. Hlavnim pfedstavitelem a nejstudované;si
slouc¢eninou z této skupiny je polyhexamethylenbiguanid (PHMB), oligomer s primérnym
poctem dvanacti biguanidovych jednotek. PHMB je pouzivan jako antiseptikum v mnoha
oblastech mediciny, veterinarni mediciny, gastronomie a primyslu, a to pfedevSim diky
nizkému faktoru toxicity, chemické stabilit¢ a Sirokospektralnimu antibakterialnimu
pusobeni. Mechanismus u¢inku PHMB je podobny jako u dfive popsanych bisbiguanidu.
Jelikoz je PHMB kationtovy polymer, tak interaguje s negativné nabitymi fosfolipidy
a zpusobuje rozpad bunéénych membran, coz postupné vede ke zvySené propustnosti, ztraté
integrity a bunééné smrti. Soucasn¢ vsak neovliviiuje elektroneutralni lipidy, coz vysvétluje
jeho nizkou toxicitu k lidskym bunikdm. Interakce PHMB s fosfolipidy je nespecifickd, proto
polymerni biguanidy plsobi proti Sirokému spektru mikrobl,, véetné grampozitivnich
a gramnegativnich bakterii, bakterii vytvarejicich plaky a biofilmy, sporulujicich bakterii
a n¢kterych hub. Navzdory témto vyctim pozitivnich vlastnosti stdle nebyl plné schvalen
Utadem pro kontrolu potravin a lé¢iv v USA (FDA) a jeho pouziti je omezeno pouze na
nékteré¢ aplikace, zejména v obvazech na rany k oSetfeni riiznych typl ran, jako jsou
pooperacni incize, prolezeniny, viedy a popaleniny. Schvalen zistava tedy pouze
chlorhexidin, ktery lze pouZivat pro vétSinu klinickych u€elti. Oproti chlorhexidinu vSak
PHMB vykazuje niz§i minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a rychlejsi ucinek plisobeni.
Kdyz k tomu pfi¢teme jeho Sirokospektralni antimikrobialni aktivitu, vyjime¢né nizkou
toxicitu a biokompatibilitu, tak se PHMB jevi jako nejslibngjsi konkurent chlorhexidinu

jakozto antiseptikum pro klinické aplikace [41, 47].
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2.2.5 Antidiabeticka lé¢iva na bazi metforminu

Nedavno se také zacaly studovat antibakteridlni vlastnosti skupiny biguanidi bézné
pouzivanych jako antidiabeticka lé¢iva, mezi které patii metformin, phenformin nebo
buformin. Nejvetsi pozornost na sebe strhl pravé metformin, osvédcéeny 1€k prvni volby
u noveé odhalenych diabetikti. Né¢kolik studii jasné prokazalo, ze diabeticti pacienti uzivajici
metformin méli nizs$i pravdépodobnost vyskytu infekci, coz poukdzalo na jeho mozné
antibakterialni vlastnosti. Diky svému dobrému profilu nezddoucich ucinkl je metformin
velice atraktivni latkou pro feSeni problému multirezistentnich kmenid bakterii, na které
nepusobi konvenéni antibiotika. Ackoli neni mechanismus ucinku zatim zcela objasnén,
metformin mize vyvijet adjuvantni antimikrobialni aktivitu v kombinaci s konven¢nimi
antibiotiky prostfednictvim né€kolika moznych mechanismil. Ty zahrnuji zesileni aktivity
antibiotik, modifikace imunitni odpovédi hostitelskych bunek na infekci a schopnosti zvysit
intracelularni akumulaci riznych antibiotik narusenim wvnéjSich membran bakterii.
Metformin tedy mtize pravdépodobné piekonat bakterialni rezistenci nejen prosttednictvim
zvySeni antimikrobialniho ucinku antibiotik, ale také stimulaci imunitniho systému.
Jmenovité¢ byly tyto UCinky pozorovany pii studiich s meticilin-rezistetnim kmenem
Staphylococcus aureus, multirezistentnimi kmeny Pseudomonas aeruginosa a Escherichia
coli. Dale byly prokazany také antimykotické uinky pti studiich s houbami Aspergillus
niger nebo Candida albicans [23, 48].

Na zéklad¢ téchto poznatkli byla vypracovana studie, kde byl metformin pouzit jako
adjuvantni antimikrobiadlni ¢inidlo v kombinaci nékolika antibiotiky, jmenovité
levofloxacin, chloramfenicol, rifampicin, ampicilin a doxycyklin. Pro vyhodnoceni
antibakteridlni aktivity byla pouzita mikrodiluéni metoda v bujon. Nejenze metformin
vykazoval antibakteridlni ucinek v kombinaci s antibiotiky na testované kmeny
Staphylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa, ale také vykazoval nizkou toxicitu na
savCi buniky. Synergické studie prokdzaly, Ze metformin zvySuje ucinek kombinovanych
antibiotik, nebot’ tyto kombinace poskytuji bud synergicky, nebo aditivni ucinek

s vyznamnym snizenim MIC [23].

Dale byl metformin také pouzit v kombinaci s minocyklinem proti multirezistetnimu kmeni
Acinetobacter baumannii, ktery u oslabenych nebo starsich jedincti miize vyvolat zapal plic,
sepsi a zanéty. Tato studie prokazala synergicky uc¢inek metforminu s minocyklinem proti

minocyklin-rezistetni Acinetobacter baumannii, kdy metformin ni¢i vnéj$i membranu
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bakterie, zvysit jeji membranovy potencidl, ale pfili§ neovliviiuje propustnost membrany

a vyskyt ROS. Kombinace s minocyklinem navic pomahala pfedchazet tvorbé biofilmu [49].

Kromé kombinaci se star§imi antibiotiky se také zkousi nové ptistupy pro boj s patogennimi
bakteriemi a lécbu infek¢nich onemocnéni. Zajimavou moznosti je chemodynamicka
terapie, ktera byla navrzena pro biomedicinské aplikace zahrnujici 1€¢bu rakoviny, inaktivaci
bakteridlnich bunék nebo lécbu infekénich onemocnéni. Pii této metod¢ reaguji
nanomaterialy obsahujici multivalentni kovové prvky (napt. Cu, Fe, Mn a Mo), které reaguji
s molekulami vody za tvorby toxickych hydroxylovych radikali. Tyto radikaly zptisobuji
peroxidaci lipidi bunécné membrany, rozpad membrany a bunécnou smrt. Bylo zjisténo, ze
1 v tomto piipadé kombinace s metforminem zvysuje antibakteridlni aktivitu a tato metoda

ma velky potencial napft. pti lécbe infekci koZnich ran [50].
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II. PRAKTICKA CAST
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3 CILE PRACE

Cile této diplomové prace mizeme shrnout do nasledujicich bodu:

vypracovani reSerSe na metformin a jeho antimikrobialni vlastnosti
modifikace polymerniho povrchu s naslednou depozici metforminu,
charakterizace ptipravenych povrchli pomoci dostupnych metod,
vyhodnoceni antimikrobidlnich vlastnosti ptipravenych povrchi,

diskuze dosazenych vysledk.
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4 MATERIALY A ZARIZENI

4.1 Pouzité chemikalie

Deionizovana voda H,O

Ethanol C:HsO

Disiti¢itan sodny N2S>05 (SIGMA-ALDRICH)
Kyslina akrylova C3H40: (SIGMA-ALDRICH)
N-(3-Dimethylaminopropyl)-N*-ethylkarbodiimid hydrochlorid EDC (SIGMA-ALDRICH)
N-Hydroxysukcinimid NHS (SIGMA-ALDRICH)
Hydroxid sodny NaOH (SIGMA-ALDRICH)
Dimethylbiguanid hydrochlorid (SIGMA.ALDRICH)
Diiodomethan (SIGMA-ALDRICH)

Formamid (SIGMA-ALDRICH)

Zivny bujon (HiMedia laboratories, India)

SCDLP agar (HiMedia laboratories, India)

4.2 Pouzité pristroje a pomucky

Vysokofrekvencni (40 kHz) plazmovy reaktor Diener Pico (Diener electronic GmbH & Co.
KG, Némecko)

Analytické vahy S-64 (Denver Instrument, USA)

Magnetické michadlo mm7 (LAVAT a.s., Ceska republika)

Orbitalni multifunkéni tiepacka PSU-20i (SIA Biosan, LotySsko)

Systém pro méfeni kontaktniho uhlu (Advex Instruments, s.r.o., Ceské republika)
FT-IR spektrometr Nicolet iS5 (Thermo Fisher Scientific Inc., USA)

Horkovzdu$ny inkubator Memmert INB 400 (Memmert GmbH + Co. KG, Germany)
Ttepacka Vortex-1 plus (SIA Biosan, LotysSsko)

Biohazard box Safemate 1.2 (BioAir S.p.A., Italy)

Pocitacka kolonii Schiitt Count (schuett-biotec GmbH, Germany)
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Skenovaci elektronovy mikroskop Nova NanoSEM 450 (FEI Company, USA)

Rentgenovy fotoelektronovy spektrometr (XPS) ESCALAB 250Xi (Thermo Fisher
Scientific, United Kingdom)

Laboratorni sklo
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5 DEPOZICE METFORMINU

Metformin byl na povrch polymerniho substratu deponovan pomoci tzv. ,,fyzikaIné-
chemického vicestupiiového procesu” (viz Obrazek 6), ktery zahrnuje oSetieni povrchu
plazmovym vybojem, néaslednou radikdlovou polymeraci kyselinou akrylovou a konecné
navazani metfominu na karboxylové skupiny. Jako polymerni nosi¢ byl pouzit nizkohustotni
polyethylen (LDPE), ktery byl nastfihan na filmy o rozmérech 50 mm x 50 mm. Pfed
samotnou upravou byly filmy oplachnuty deionizovanou vodou a nechaly se za laboratornich
podminek vysuS$it. Suché filmy byly nasledné oSetfeny plazmovym vybojem, ktery se
vyuziva pro tvorbu aktivniho povrchu za vzniku volnych radikald. V naSem ptipadé byl
pouzit vysokofrekvencni plazmovy reaktor Diener Pico (Diener electronic GmbH & Co. KG,
Neémecko) viz Obrazek 7. Vzorky byly vystaveny pusobeni plazmatu z obou stran po dobu
1 minuty pii vykonu 50 W, frekvenci elektromagnetického vinéni 40 kHz, pficemz pritok

plazmového plynu byl nastaven na 20 scc'min’!. Takto upravené filmy se nasledné vlozily
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Obrazek 6 Fyzikalné-chemicky vicestupiiovy proces

Nésledné byly filmy ponoieny do 1 % roztoku NaOH, aby doslo k neutralizaci a ukonceni
procesu polymerace. Pfed depozici metforminu byly vzorky jesté ponofeny do roztoku EDC
a NHS po dobu 4 h pro aktivaci karboxylovych skupin kyseliny akrylové. Tato dvé spojovaci
¢inidla se pouzivaji piedevSim pro sitovani amini a karboxylatd tvorbou kovalentnich

vazeb. EDC nejprve reaguje s karboxylovymi skupinami kyseliny akrylové za vzniku
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aktivniho meziproduktu o-acylmocoviny. Tento meziprodukt je vSak nestabilni, a aby se
zvysila jeho zivotnost a G¢innost, tak se na karboxylovou skupinu navaze NHS a vytvoii
reaktivni ester pro vazbu saminem. Nakonec je tato esterovd struktura vytésnéna
nukleofilnim utokem primarnich aminoskupin metforminu. V naSem piipadé byly
pfipraveny vodné roztoky metfominu o koncentracich 0,5; 1; 2; 5; 10 a 20 gl
Aminoskupina metfominu vytvoii amidovou vazbu s ptivodni karboxylovou skupinou
a vedlejsi produkt reakce se uvolni jako derivat mocoviny. Po vyjmuti z roztoku metforminu
byly vzorky oplachnuty demineralizovanou vodou a nechaly se vysuSit za laboratornich
podminek. Poté probihala charakterizace a vyhodnoceni antimikrobidlni aktivity

ptipravenych vzorki [51].

Obrazek 7 Vysokofrekvencni (40 kHz) plazmovy reaktor Diener Pico (Diener electronic
GmbH & Co. KG, Némecko)
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6 CHARAKTERIZACE SUBSTRATU

Osetfené povrchy s deponovanym metforminem byly dale charakterizovany pomoci
dostupnych metod, aby se ovéfila tispéSnost depozice metfominu na polymerni nosi¢. Tyto
metody zahrnovaly infracervenou spektroskopii s Fourierovou transformaci, méteni
mezniho uhlu smaceni a povrchové energie, skenovaci elektronovou mikroskopii,

rentgenovou fotoelektronovou spektroskopii a test antibakterialni aktivity.

6.1 Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR)

FTIR spektroskopie je vykonna analytickd technika, jejimz zakladem je absorpce
infracerveného zafeni molekulami vzorku, vcetné pevnych latek, kapalin 1 plynd. FTIR
spektroskopie poskytuje cenné informace o chemickém slozeni a struktuife materialt
meéfenim toho, jak absorbuji nebo vyzaiuji infraCervené svétlo. Metoda FTIR funguje tak,
ze infracervené zatreni prochazi vzorkem a méfi mnoZstvi svétla absorbovaného pfi riznych
vinovych délkach. Absorbované svétlo odpovida energii potfebné k excitaci specifickych
chemickych vazeb ve vzorku. Vysledné spektrum je grafem zavislosti absorbance (svisla
osa) na vlnové délce (vodorovna osa). InfraCervena oblast zafeni se nachdzi v rozsahu
vinovych délek ptiblizné 780 nm az 1 mm. Oblast vinovych délek vyuzivanych pti FTIR
spektroskopii je 2,5 pm az 15 pm, coZ odpovida vinoétu 666 az 4000 cm™. Vinodet je
jednotka vyuzivana v infracervené spektroskopii (IR) a udava se vtzv. reciprokych
centimetrech [cm™], jedna se tedy o prevracenou hodnotu vlnové délky. P¥i porovnani
s ultrafialovou (UV) spektroskopii je energie pii IR nizsi a nedochézi k excitaci elektronti
do vyssich stavii. Energii molekuly je moZzno ménit pouze urcitymi skoky (kvanty), kdy se
molekula deformuje pouze pii urcitych frekvencich, tedy pti urcité energii zafeni., ktera

odpovida riznym pohybiim (vibrace a rotace) uvnitf molekuly.

Ve FTIR spektroskopii se ddle vyuzivaji rizné techniky manipulace se vzorky, které jsou
pro urcité typy vzorkl ucinngj$i nez pro jiné. Pro ziskani co nejkvalitnéjSiho spektra ze
vzorku je tedy dualezit¢ veédét, kterd technika manipulace je pro dany typ vzorku
nejvhodnéjsi. V béZné praxi existuji Ctyfi techniky manipulace se vzorkem, které zahrnuji
transmisi, zeslabenou totalni reflektanci (ATR), difuzni odraz a spekuldrni reflektanci.
Nejpouzivanéjsi modifikaci FTIR spektroskopie je praveé analyza vzorkii pomoci zeslabené
totalni reflektance (ATR), kterd je zvlaste uziteCna pro analyzu tenkych vrstev a povrchi.
Jedna se o nedestruktivni metodu, ktera navic umoziuje zkoumani pevnych nebo kapalnych

vzorkill bez nutnosti rozsahlé ptipravy. Pii této metode je IR paprsek nasmérovan pod
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urcitym uhlem do opticky hustého krystalu s vysokym indexem lomu (viz Obrazek 8). IR
paprsek ptichazi do kontaktu s krystalem ATR a vytvari nékolikandsobné vnitini odrazy,
které pozd¢€ji vytvareji evanescentni vinu, jez presahuje povrch krystalu. Vzorek, ktery je
v kontaktu s evanescentni vinou, pohlcuje energii viny a nasledné dochazi k jejimu atlumu.
Zeslabeny paprsek se odrazi zpét do krystalu a poté vyjde z opacného konce krystalu a je
nasmerovan do detektory spektrometru. Detektor zaznamena zeslabeny IR paprsek jako

signal interferogramu, ktery lze poté pouzit k vytvoreni IR spektra [52].

Interakéni bod mezi
vzorkem a paprskem sy o vzorek

| |

ﬁ
/ T Vystupni paprsek
Dopadaijici paprsek ATR krystal sméfujici k detektoru

Obrazek 8 Interakce IR paprsku se vzorkem pii FTIR-ATR [52]
V naSem piipad¢ byl pro ziskani infraCervenych spekter pouzit ptistroj FT-IR spektrometr
Nicolet iS5 (Thermo Fisher Scientific Inc., USA), viz Obrazek 9. Jedna se o klasicky

spektrometr pro stiedni infradervenou oblast v rozsahu vinoétd 7800-350 cm™. Jeho

ptislusenstvi dovoluje analyzy jak pevnych, tak kapalnych i plynnych vzorkd.

Obrazek 9 FT-IR spektrometr Nicolet iS5 (Thermo Fisher Scientific Inc., USA)
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6.2 Mezni uhel smaceni a povrchova energie

Mezni thel je nejdilezitéjsim parametrem pouzivanym k vyhodnoceni smacivosti povrcht
pevnych latek. Mt se jako thel mezi te¢nou k povrchu pevného télesa a te¢nou kapky
kapaliny k zakladné (viz Obrazek 10). Mezni uhly jsou citlivé na mnoho faktord, jako je
geometrie povrchu, drsnost, znec¢isténi, deformace atd. Proto je nutné méfeni mezniho thlu
na jednom povrchu provadét kvantitativné, aby bylo dosazeno co nejptesnéjsiho vysledku.
Mezni thel je jedna z mala veliin, ktera charakterizuje fdzové rozhrani pevna latka-
kapalina-plyn. Vztah mezi meznim thlem a energii jednotlivych mezifazovych rozhrani

popisuje Youngova rovnice:

Yiv COSO = Vo, " Vo1, (1)

kde 6 zna¢i mezni tihel kapky kapaliny na pevném povrchu, yiy mezifdzovou energii rozhrani
kapalina-plyn, ysv mezifazovou energii rozhrani pevna latka-plyn a yq mezifazovou energii
rozhrani pevnd latka-kapalina. Po upravé tohoto vztahu je mozné odvodit vztah pro mezni

uhel, ktery urcuje tvar kapky:

cosf = Vsv IYSl. (2)
Yw

Na zéklad¢ velikosti mezniho thlu kapky na pevném povrchu je mozno délit kapaliny podle
toho, jak dobfe dany povrch smaceji. Pokud je mezni tthel v rozsahu 0°az 90°, tak kapalina
povrch smaci, ale v ptipad€, ze mezni thel nabyva hodnot od 90°az 180°, tak kapalina
povrch nesmaci. Jestlize se jako kapalina pouzije voda, tak je mozno povrch déle dé€lit na
hydrofilni (mezni uhel ma hodnotu mensi nez 90°) a hydrofobni (mezni tthel mé& hodnotu

v&tsi nez 90°) [53, 54].

Rozhrani Tekutina (s nizsi hustotou)
kapalina-tekutina

Trifazovy l/\' Kapalinahh Rozhrani
kontaktni bod " pevna latka-tekutina

Rozhrani Mezni uhel
pevna latka-kapalina

Obrazek 10 Mezni thel ptisedlé kapky kapaliny na pevném povrchu [53]
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V naSem ptipadé byly hodnoty mezniho uhlu ziskdny pomoci piistroje Surface Energy
Evaluation System (SEE systém) metodou prisedlé kapky (viz Obrazek 11). Jako smaceci
kapaliny byly pouzity deionizovand voda, diiodomethan a formamid, pticemz dana kapalina
byla na povrch vzorki vzdy nanesena ve formé kapek o obejmu 5 pl. Celkem bylo provedeno
minimalné¢ pét méteni u kazdého vzorku pro ziskani kone¢né primérné hodnoty. Z téchto
dat byla nasledné stanovena volna povrchova energie ptipravenych vzorkli pomoci metody

acid-base.

Obrazek 11 SEE systém (Advex Instruments, s.r.0., Ceska republika)

tot

Celkova volnd povrchova energie ¥ byla stanovena jako soucet disperzni slozky LW

a polarni acidobazické slozky AB:

ytot = yLW 4 48 (3)

kde LW charakterizuje disperzni Lifshitz-Van der Waalsovy interakce a AB charakterizuje
acidobazické interakce. Polarni slozka se dale déli na kyselou a bazickou ¢ast, jak popisuje

rovnice 2:

YA =2J0* v 4)

kde y" a y~ reprezentuji akceptor elektronu iontového paru (Lewisovu kyselinu) a donor

elektronu iontového paru (Lewisovu zasadu) [55].
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6.3 Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM)

SEM je typ elektronového mikroskopu, ktery poskytuje detailni obraz zkoumaného povrchu
bombardovanim vzorku fokusovanym svazkem elektront. Je to velice u¢innd metoda
pouzivana pii analyze organickych a anorganickych material v méfitku mikrometrti az
nanometrit. SEM pracuje pii velkém zvétSeni, které dosahuje 300 000%, u nékterych
modernich pfistroji az 1 000 000x, a vytvari velmi presné obrazy Siroké skaly materiali. Na
rozdil od béznych svételnych mikroskopii vyuziva zatizeni SEM jako zdroj zafeni svazek
elektronti a pro usmérnéni proudu elektronli se pouzivaji elektromagnetické cocky (viz
Obrazek 12). Cely vnitfni prostor mikroskopu je ve vakuu, aby nedochdzelo k interakci

elektronti s vnéjsi atmosférou.

Zdroj
elektrond

Elektromagnetické
Eotky

Skenovaci
civky

Zesilovac

Obrazovka

Koneéna cocka fﬁ

Vzorek

-

Detektor
elektrond

Obrazek 12 Casti SEM [56]

Vzorek pozorovany SEM musi byt vodivy, a proto se nevodivé vzorky musi piedem naprasit
vrstvou kovového prasku nebo grafitu. Pro analyzu povrchu se vyuziva interakce

elektronového svazku se vzorkem, pfiCemz samotné elektrony pronikaji do hloubky
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pfiblizné 1 um a generuji signal do detektoru k vytvoifeni obrazu. Pro tvorbu obrazu se
vyuzivaji jak zpétné odrazené elektrony, tak tzv. ,sekundarni elektrony, které¢ byly
vyrazeny z orbitalu atomového obalu vzorku primarnim svazkem. Je-li na kolektorové
stinitko privedeno kladné napéti, dojde k zachyceni sekundarnich i zpétné odrazenych
elektronti. V ptipadé detekce zaporného napéti na kolektorovém stinitku se vSak zachyti
pouze zpétné¢ odrazené elektrony. Obraz vzorku se vytvaii bod po bodu v zavislosti na
pohybu snimacich civek, které usmériuji pohyb elektronového paprsku do urcitych mist

v podobé¢ ptimek, dokud se na povrchu vzorku nevytvoii obdélnikovy rastr [56].

V naSem piipadé byly snimky pofizeny na skenovacim elektronovém mikroskopu Nova
NanoSEM 450 (FEI Company, USA) s Schottky field emission zdrojem elektron
(dopadova energie od 0,02 do 30 keV) s detektorem zpétné odrazenych elektroni (BSE)
a sekundarnich elektront (SE) s bodovym rozliSenim mensim nez 1,0 nm pii 15 kV nebo
mensim nez 1,4 nm pii 1 kV a v nizkovakuovém médu mensim nez 2 nm pii 3 kV (viz

Obrazek 13).

Obrazek 13 Skenovaci elektronovy mikroskop Nova NanoSEM 450 (FEI Company, USA)
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6.4 Rentgenova fotoelektronova spektroskopie (XPS)

XPS je vysoce specifickd nedestruktivni analyticka technika vyuzivana pro charakterizaci
chemického slozeni povrchii. XPS dokaze analyzovat jakykoli vzorek ve vakuu, vcetné
praski, vlaken a tenkych vrstev. Ackoli vzorky mohou byt plynné, kapalné nebo pevné,
vétSina vzorki analyzovanych metodou XPS je v pevném skupenstvi. Relativni koncentrace
riznych prvkl pfitomnych ve vzorku se urcuji z intenzit pikli objevujicich se ve spektru,
zatimco samotna poloha piku podava informaci o kvalitativnim sloZeni, tj. o jaky prvek se

jedna.

XPS je technika, pfi niz je vzorek bombardovan svazkem vysokoenergetického
rentgenového zafeni a fotoelektrony produkované vzorkem jsou nasledné detekovany
v zavislosti na jejich energii. Vazebnd energie se stanovi experimentdlné z naméiené
kinetické energie a zndmé hodnoty energie fotonli rentgenového svazku namifeného na

vzorek. Tento proces popisuje rovnice 5:
BE = hv —KE — ¢, )

kde BE je vazebna energie, hv je energie fotond rentgenového zateni, KE je kineticka energie

a ¢ je znama funkce konkrétniho spektrometru a vzorku.

Kuvolnéni elektroni z povrchu vzorku dochazi vlivem tzv. ,fotoelektrického jevu‘.
Fotoelektricky jev je fenomén, pii kterém dochazi k emitaci elektront z povrchu materialu
pii vystaveni elektromagnetického zéateni. Tento jev se Casto vysvétluje Casticovou povahou
svétla, které je slozeno z castic zvanych fotony. Rentgenové zareni je zareni o nizSich
vlnovych délkach nez napf. viditelné svétlo nebo UV zafeni, a tudiz se jednd o zafeni
s vysokou energii, diky které dochdzi k emisi vnitinich elektroni atomil. Pokud je energie
rentgenového zatfeni rovna energii potfebné k vyraZzeni elektronu, elektron opusti atom bez
piebyte¢né kinetické energie. AvSak ve vétSin¢ ptipadi je energie rentgenovych paprskil
vEétsi neZ energie potfebnd k odstranéni elektronu, a proto je elektron vyrazen s ur€itym

mnozstvim kinetické energie, kterou lze zméfit pravé pomoci XPS.

Vazebnd energie je mnoZstvi energie potiebné k vyraZeni elektronu z vnitiniho obalu (jadra).
Je to dulezitd veliina, protoZe slouzi jako aproximace vlastniho ¢isla (eigenvalue)
atomového orbitalu, které je specifické pro kazdy atomovy orbital. Experimentdlnim
stanovenim vazebné energie a jejim pouzitim jako aproximace vlastni hodnoty atomového

orbitalu je tedy mozné urc€it typ atomu [57].
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Pro zméfeni vazebné energie byl pouzit rentgenovy fotoelektronovy spektrometr ESCALAB
250Xi (Thermo Fisher Scientific Inc., USA), viz Obrazek 14. Toto zafizeni je uréeno pro
analyzu chemického slozeni a stavu povrchii pevnych latek a umoziuje kvalitativni
i kvantitativni detekci vSech prvkd kromé vodiku a helia. Spektrometr umoziuje 2D

snimkovani a mapovani i hloubkové profilovani s prostorovym rozlisenim pod 20 pum.

Obrazek 14 Rentgenovy fotoelektronovy spektrometr (XPS) ESCALAB 250Xi (Thermo
Fisher Scientific Inc., USA)
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6.5 Test antibakterialni aktivity

Antibakterialni vlastnosti ptipravenych povrchi byly vyhodnoceny podle upravené normy
CSN ISO 22196 Méfeni antibakterialni aktivity na plastech a jinych neporéznich povrsich.
Testovani bylo provadéno jak na osetifenych vzorcich, tak na vzorcich neosettenych, tedy na
neupraveném polymernim povrchu, které slouzily jako reference. Vzorky byly na zakladé
této normy nasttihdny na rozméry 25 mm x 25 mm. K testovani antibakterialnich vlastnosti
byly pouzity kmeny bakterii gramnegativni Escherichia coli a grampozitivni Staphylococcus
aureus. Bakteridlni suspenze byly pfipraveny v zivném bujénu a nasledné napipetovany na
povrch vzorkli o objemu 100 pl. Vzorky byly nésledné piekryty krycim filmem
z polypropylenu o rozmérech 20 mm x 20 mm. Takto pfipravené vzorky byly inkubovany
pti teploté 35 °C, relativni vlhkosti 100 % po dobu 24 h. Inkubovéany byly konkrétné vzorky
oSetfen¢ a polovina vzorku neoSetienych. Druhd polovina neoSetfenych vzorkii byla
zpracovana ihned po inokulaci promytim SCDLP agarem, ktery byl nasledné odebran. Tento
objem byl nasledné€ pouzit k vyhodnoceni antibakteridlni aktivity. Ostatni vzorky byly po

inkubaci zpracovany stejnym zptsobem.

Stanoveni poctu zivotaschopnych bakterii bylo provedeno plotnovou metodou jejiz
jednotkou vypoctu je pocet Zivotaschopnych (na plotnach rostoucich) bun¢k v 1 ml média

nebo vzorku, tzv. colony forming units (CFU-ml™!).
Pro kazdy vzorek byl stanoven pocet zivotaschopnych bakterii podle rovnice 3:

100X C XD XV
N A

[CFU - cm™2], (6)

kde N je podet Zivotaschopnych bakterii na cm? testovaného vzorku, C je primérny podet
kolonii, D je fedici faktor, V je objem SCLDP ptidaného ke vzorku vml a A je plocha

kryciho filmu v cm?.

Z platnych testii byla poté stanovena antibakteridlni aktivita pomoci rovnice 4:

R = Ut _At, (7)

kde R je antibakteridlni aktivita, Uo je primér z hodnoty dekadického logaritmu poctu
zivotaschopnych bakterii stanovenych po zpracovani neoSetienych vzorkd po ihned
inokulaci, U; je primér z dekadického logaritmu poctu Zivotaschopnych bakterii
stanovenych po zpracovani neoSetfenych vzorki po inkubaci 24 h a A je primér

z dekadického logaritmu poctu zivotaschopnych bakterii stanovenych po zpracovani



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 45

osetfenych vzorkl po inkubaci 24 h [58]. Efektivita antibakterialnich vlastnosti vzorkt byla
nasledn& vyhodnocena podle normy CSN EN ISO 20743 Textilie — Stanoveni antibakterialni
aktivity textilnich vyrobka, ktera klasifikuje efektivitu podle antibakterialni aktivity vzorkt

na slabou, vyznamnou a silnou (viz Tabulka 1) [59].

Tabulka 1 Efektivita antibakterialnich vlastnosti

Efektivita antibakteridlnich vlastnosti Hodnota antibakterialni aktivity R
Slaba I<R<2

Vyznamna 2 <R<3

Silna R>3

Testovani bylo provadéno v mikrobiologickém ochranném biohazard boxu Safemate 1.2
(BioAir S.p.A., Italy), viz Obrazek 15 a kultivace mikrobialnich bunc¢k probihala
v horkovzdusném inkubdtoru Memmert INB 400 (Memmert GmbH + Co. KG, Germany),
viz Obrazek 16.

Obrazek 15 Biohazard box Safemate 1.2 (BioAir S.p.A., Italy)
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Obrazek 16 Horkovzdusny inkubator Memmert INB 400
(Memmert GmbH + Co. KG, Germany)
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci

Infradervend spektra vzorkll byla naméfena pomoci pfistroje Nicolet iS5 a ziskand data
vyhodnocena v programu OriginPro 2024, kde byl vytvofen graf zavislosti transmitance
vzorku na hodnot¢ vlnoctu (viz Obrazek 18 a 19). Na obrdzcich miizeme vidét infratervena
spektra jednotlivych vzorkd, tj. vzorku ¢istého polymerniho nosi¢e LDPE, vzorku
oSetten¢ho plazmovym vybojem, vzorku s navazanou kyselinou akrylovou, vzorku
s deponovanym metfominem o koncentracich 0,5 g-1!, 1 g1 2 g1 5 g1 10 g1 220 g'I’!
a vzorku Cistého metforminu. Jednotlivé charakteristické piky byly vyhodnoceny podle

ptedchozich studii, viz Obrazek 17.
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Obrazek 17 FTIR-ATR spektrum metforminu [60]

FTIR spektrum cistého hydrochloridu metforminu, které zobrazuje vibraéni pasy
odpovidajici danym funkénim skupindm, je znédzornéno na Obrazku 17. Funk¢ni skupiny
ptitomné v metfominu zahrnuji H-N-H, N-H, C=N, C-N a C-H. Dva piky pfi vlnoc¢tech
3366,37 a 3289,50 cm’ jsou zplsobeny asymetrickymi a symetrickymi valenénimi
vibracemi N-H vazby. Pik pii vino¢tu 3150,38 cm™' charakterizuje valenéni vibrace C—H
vazby methylovych skupin. Vyrazné piky pii vinodtech 1621,83 a 1548,26 cm™ jsou
zpiisobeny valenénimi vibracemi C=N vazby, kterd je typicka pro skupinu biguanidi. Piky

pii vinoctech 1471,74, 1446,41 a 1417,58 cm! odpovidaji deforma¢nim vibracim funkéni
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skupiny NH». Piky vrozmezi vinoéti 1165,68-1038,79 cm™ byly pfifazeny valenénim
vibracim vazby C—N a posledni skupina pik{i v rozmezi 936,13-736,13 cm™! byla piifazena

deformacnim vibracim skupiny N—H pro primarni a sekunddrni aminy [60].

Na naméfenych spektrech (viz Obrazek 18 a 19) si jako prvni mizeme vSimnout
charakteristickych pikdl pro polyethylen (a) pfi vinodtech 2917, 2848, 1471 a 719 cm’!, které
odpovidaji vibracim vazby C-CH,. Tyto piky se objevuji ve spektrech vSech vzorkli az na

¢isty metfomin (f).

Pfi porovnani infracerveného spektra vzorku oSetieného plazmovym vybojem (b) s ¢istym
LDPE na Obrazku 18 si mizeme vSimnout, Ze nedoSlo k Zadné zméné€, nebot’ upraveny
povrch po oSetieni plazmatem nelze detekovat pomoci FTIR spektroskopie. Podobna situace
je u vzorku s navazanou kyselinou akrylovou (c), kde doslo pouze ke zvétSeni intenzity pika
charakteristickych pro vazbu C-CH,. Vrstva kyseliny akrylové na povrchu nebyla ovSem
dostate¢né¢ silna, aby ji spektrometr byl schopen zaznamenat, proto se na spektru neobjevuji
piky charakteristické, pro funk¢ni skupiny této latky. Déle bylo naméfeno spektrum vzorku
LDPE s deponovanym metforminem pfi koncentraci 0,5 g:I'! (d). Na tomto spektru bohuzel
nejsou viditelné piky charakteristické pro metfomin; spektrum je prakticky totozné se
spektrem pro vzorek Cist¢tho LDPE. Tato skuteCnost mize byt zpusobena heterogenni
povahou povrchu vzorku, kdy mnozstvi deponovaného metforminu neni vSude stejné nebo
prilis tenkou vrstvou metfominu na povrchu vzorku na to, aby ji spektrometr byl schopen
detekovat. Pfi zvyseni koncentrace metfominu na 1 g1 (e) uz vSak miizeme pozorovat
charakteristické piky pro funkéni skupiny metfominu. Konkrétné se jedna o pik pii vinoctu
3367 cm’!, ktery odkazuje na valenéni vibraci vazby N-H nebo pik pii vinoétu 3153 cm™,
ktery je charakteristicky pro valen¢ni vibraci vazby C-H. Déle miZeme pozorovat vyrazné
piky pfi vinodtech 1622 a 1564 cm™ pro valenéni vibrace vazby C=N a skupinu pik@
v oblasti 1420-1470 c¢cm™ odpovidajici deformacnim vibracim funkéni skupiny NH,.
Posledni vyraznou oblasti jsou piky pii vlnoétu 1065 cm™, charakteristicky pro valenéni
vibrace vazby C-N a pik pii vino¢tu 939 cm™, ktery odkazuje na deformaéni vibrace skupiny

N-H.

Pti zvySujicich se koncentracich na Obrazku 19 (b, d a e) jesté vice vzrostla intenzita pika
charakteristickych pro metformin, které dosahovaly maxima pii koncentraci 20 g-1" (e).
Vyjimkou byl vzorek s koncentraci 5 g-1"! (¢), kde se charakteristické piky neobjevily, coz

mohlo byt zplisobeno netspéSnou depozici nebo heterogenni povahou povrchu.
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Obrazek 18 Infracervena spektra vzorku ¢istého povrchu LDPE (a), vzorku oSetfené¢ho

plazmovym vybojem (b), vzorku s navazanou kyselinou akrylovou (c), vzorku
s deponovanym metfominem o koncentracich 0,5 g-1"! (d) a 1 g-1"' (e) a ¢isty metformin (f)

3368 3155 16221564 1065 939
[ X LDPE
(a) MET 2
— MET5
(b) — MeT20
—— MET
S (c) IR R
©
o
c
8 T T o
R s
E € M\f\(r—' j“r—www
NH,
o AN N
N-H C-H C:N?’E C-N N-H

T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 650
Vinoéet (cm™)
Obrazek 19 Infracervend spektra vzorku ¢istého povrchu LDPE (a), vzorku

s deponovanym metfominem o koncentracich 2 g-I"! (b), 5 g-1" (c), 10 g1 (d) a 20 g-1"! (e)
a Cisty metformin (f)
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7.2 Mezni uhel smaceni a povrchova energie

Hodnoty meznich thli byly stanoveny pomoci pfistroje SEE systém metodou ptisedlé
kapky, aby se zjistila smacivost povrchi, kterd ptimo souvisi s jejich povrchovou energii
kvtli interakcim mezi naboji molekul vody a polarni slozkou povrchu. Povrchova energie
vzorkll byla nésledné stanovena pomoci naméfenych meznich uhli tii riznych kapalin
metodou acid-base. Kapaliny, které byly pouzity pii tomto méfeni zahrnovaly
deionizovanou vodu, diiodomethan a formamid, pfi¢emZ na kazdy vzorek bylo naneseno
alespont 5 kapek od kazdé kapaliny. Tabulka 2 shrnuje primérné hodnoty namétenych
meznich uhld a jejich smérodatné odchylky méfeni a Tabulka 3 povrchovou energii ¢istych
neoSetienych vzorkd (LDPE), vzorkl oSetfenych plazmovym vybojem (LDPE PL), vzorkt
s deponovanou kyselinou akrylovou (AA) avzorki s deponovanym metforminem
o koncentraci 0,5 g-1' (MET 0,5), 1 g'I' (MET 1,0), 2 gI'' (MET 2,0), 5 g'I'' (MET 5,0),
10 g¢I'" (MET 10) a 20 g-1"' (MET 20).

Tabulka 2 Mezni thly kapek pouzitych kapalin na povrSich jednotlivych vzorkt

Vzorek Voda [°] Diiodomethan [°] Formamid [°]
LDPE 82,6 £1,9 57,0+£2,4 79,5133
LDPE PL 57,0£2,1 30,8 £1,5 37,6 £ 2,6
AA 62,0 £3,4 382+ 1,4 49,7+ 1,6
MET 0,5 54,723 33,8 £0,7 50,9+2,1
MET 1 57,3+£1,6 33,0+ 1,4 474 +1,5
MET 2 59,0£1,2 36,0 £0,7 48,8 £1,7
MET 5 60,8 £ 2,1 350£1,3 44,1 £ 0,6
MET 10 59,6 £2,0 352+ 1,4 51,2+ 1,7
MET 20 63,4 £3,1 32,2+£0,8 49,0 £ 1,2

Cisté LDPE filmy maji témé&f hydrofobni povrch s hodnotou kontaktniho tthlu deionizované
vody 82,6°, ktera byla nejvyssi mezi viemi vzorky. Cisty povrch mél tedy také nejnizsi
hodnotu povrchové energie 38,2 mJ-m?, a neni tedy vhodny pro naslednou chemickou
depozici. OvSsem po upravé plazmatem se situace zménila a mizeme vidét, ze hodnota
kontaktniho thlu deionizované vody drasticky klesla na 57,0° v diisledku vzniku oxida¢nich

hydrofilnich funkéni skupin a zvySenim plochy povrchu leptanim plazmou. Po oSetfeni
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plazmou bylo tedy dosazeno vhodnych povrchovych podminek pro dal§i chemickou

imobilizaci.

Tabulka 3 Povrchova energie vzorki

Vzorek yoUImIm?] | y*V [mI'm?] | y*B [mIm?] | y" [mIm?] ¥~ [mJm?]
LDPE 38,2 30,3 7,9 1,0 16,2
LDPE PL 49,5 43,9 5,6 0,4 19,2
AA 422 40,5 1,7 0,1 20,4
MET 0,5 46,2 42.6 3,6 0,1 32,0
MET 1 43,5 42,9 0,6 0,0 23,7
MET 2 42.3 41.6 0.7 0,0 23.9
MET 5 46,0 42.1 3.9 0.2 18,3
MET 10 432 41,9 1,3 0,0 24,9
MET 20 44.0 433 0.7 0,0 18.2

Navazani kyseliny akrylové na aktivovany povrch vzorkd zptisobilo mirny narist

kontaktniho whlu deionizované vody na 62,0°, coZz zna¢i UspéSné navazani kyseliny.

Depozice metforminu zptisobila pokles mezniho thlu u vody na hodnotu 54,7° a zaroven

zvyseni hodnoty povrchové energie na 46,2 mJ-m™, z éehoZ se da usuzovat, ze depozice

metfominu na povrch polymerniho nosi¢e probehla uspésné. Pii zvysSeni koncentrace

deponovaného metforminu doslo k mirnému nartistu mezniho thlu vody, ktera se pii vétSiné

koncentraci pohybovala kolem 60° a dosahla maxima pii koncentraci deponované¢ho

metforminu 20 g-I'! na hodnotu 63,4°.

Zmény kontaktniho thlu s deionizovanou vodou a povrchové energie jsou indikatory zmén

povrchovych podminek a imobilizace uvedenych chemickych latek. Po tomto testu je tedy

mozné piedpokladat, ze doslo k uspésné depozici metforminu na povrch LDPE.
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7.3 Skenovaci elektronova mikroskopie

Dalsi pouzitou metodou, tentokrate pro charakterizaci povrchové topografie, byla skenovaci
elektronové mikroskopie (SEM). SEM piedstavuje moznost rychlého a efektivniho
zobrazeni povrchovych struktur pti vysokém rozliSeni. Obecné jde o zobrazovani systémi,
které nejsou pozorovatelné pouhym okem, ptipadné optickym (svételnym) mikroskopem.
Postupné byly méteny vzorky cCistého neoSetfeného povrchu (LDPE), vzorku oSetfeného
plazmovym vybojem (LDPE PL), vzorku s navdzanou kyselinou akrylovou (AA)
a s deponovanym metforminem o koncentracich 0,5 g1' (MET 0,5) a 1 gI'' (MET 1).
Snimky z méfeni jsou uvedeny na obrazcich 20—24. V nasem piipadé byl pro vyhotoveni
snimkt pouzit ptistroj Nova NanoSEM 450 (FEI Company, USA). Pouzité zvétSeni bylo ve
vSech ptipadech 10 000% a napéti bylo pro vSechna méteni 5 kV.

Z mikroskopickych obrazka je ziejmé, Ze neoSetfeny povrch LDPE (viz Obrazek 20)
vykazuje jen velmi malé topografické nehomogenity, které zpravidla odpovidaji
pozustatklim procesu zpracovani piivodniho materialu. Situace se vSak vyznamné méni po
opracovani polymerniho substratu pomoci nizkoteplotniho plazmatu (viz Obrazek 21), kdy
je patrné, ze tato Uprava zapfiCinila vznik povrchovych nehomogenit. Tento jev je velmi
Casty a je 1 obSirn€ popsan 1 v literatufe. Na dalSich snimcich (viz Obrazek 22-24) je patrné,
ze po naneseni kyseliny akrylové a pozdéji metforminu tyto povrchové topografické utvary
Jiz mizi, coZ je dano tim, Ze jsou deponovanou vrstvou piekryty. Povrchy se pii zachovani
stejného zvétSeni tedy jevi opét jako pomérné hladké. Z namétenych dat je dale ziejmé, ze
koncentrace metforminu v roztocich pro depozici nema vyznamny vliv na povrchovou
topografii. VSechny vzorky s deponovanym metforminem vypadaji téméf identicky, coz

muze byt téz i dokladem toho, Ze depozice probéhla tispésné.

Je tieba zminit, ze dal$i vzorky, které byly pfipraveny v mezidobi, konkrétné¢ deponované
v roztocich metforminu o koncentracich 2 g-I'' (MET 2,0), 5 g-1"' (MET 5,0), 10 g'I'' (MET
10) a 20 g:I'! (MET 20) bude nutné v budoucnu pomoci SEM zobrazit. V soudasné dobé to
vSak nebylo mozné, nebot’ ndmi pouZzivany ptistroj Nova NanoSEM 450 byl toho ¢asu mimo

provoz.
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10 pm

Obrazek 20 Snimek SEM vzorku LDPE (zvétseni 10 000x)

Obrazek 21 Snimek SEM vzorku LDPE PL (zvétSeni 10 000x)
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Obrazek 22 Snimek SEM vzorku AA (zvétseni 10 000x)

10 pm

Obrazek 23 Snimek SEM vzorku MET 0,5 (zvétseni 10 000x)
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10 pm

Obrazek 24 Snimek SEM vzorku MET 1 (zvétseni 10 000x)
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7.4 Rentgenova fotoelektronova spektroskopie

Pro charakterizaci chemického slozeni pfipravenych povrchii byla pouzita metoda XPS,
ktera byla v naSem pfipadé¢ provadéna na ptistroji ESCALAB 250Xi (Thermo Fisher
Scientific Inc., USA). Pomoci této metody jsme byli schopni ziskat informace
o procentudlnim zastoupeni chemickych prvkii na vzorcich (viz. Tabulka 4). Nejvétsi
zastoupeni nalezelo uhliku C, kysliku O a dusiku N, pficemz byla detekovana 1 stopova

mnozstvi siry S, kiemiku Si a chloru Cl v podilu mensSim nez 1 %.

Tabulka 4 Procentualni zastoupeni chemickych prvki na vzorcich

Vzorek C [%] 0 [%] N [%]
LDPE PL 85,8 11,7 2,5
AA 89,2 9,0 1,8
MET 0,5 87,6 10,1 2,3
MET 1 87,2 9,2 3,6
MET 2 89,0 8,9 2,2
MET 5 88,3 8,0 3,7
MET 10 88,2 7,3 4,5
MET 20 82,1 8,9 9,1

Ze ziskanych dat je patrné, ze mnozstvi kysliku je nejvyssi po oSetfeni povrchli plazmovym
vybojem a pfi ndslednych modifikacich povrchu jeho obsah klesa, zatimco obsah dusiku
s rostouci koncentraci deponovaného metforminu roste. Na zdklad¢ této analyzy je tedy
mozné predpokladat uspésné navazani metfominu na povrch LDPE, ¢imz jsme si potvrdili

vysledky z predchozich metod charakterizace.

Tento trend shrnuje i1 nasledujici graf (viz Obrazek 25), na kterém miZeme vidét
procentualni zastoupeni kysliku a dusiku na zkoumanych vzorcich. Na vzorku oSetfeném
plazmovym vybojem je velké zastoupeni kysliku, coZ souvisi s timto procesem, kdy dochazi
k inkorporaci kysliku a jelikoz se jednalo o plazmovani ve vzduchu, tak bylo detekovano
1 malé mnoZstvi dusiku. S rostouci koncentraci deponovaného metfominu nasledné obsah
kysliku klesal a zaroven rostl obsah dusiku, ktery dosahl nejvyssi hodnoty pii koncentraci

deponovaného metforminu 20 g:1"! na hodnotu 9,1 %.
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7.5 Test antibakterialni aktivity

Testovani antibakterialni aktivity bylo provadéno na zakladé normy CSN ISO 22196 Méfeni
antibakteridlni aktivity na plastech a jinych neporéznich povrSich a efektivita
antibakterialnich vlastnosti vzorki byla nasledné vyhodnocena podle normy CSN EN ISO
20743 Textilie — Stanoveni antibakterialni aktivity textilnich vyrobkt. Pouzité bakterialni
kmeny zahrnovaly gramnegativni Escherichia coli (CCM 4517) a grampozitivni
Staphylococcus aureus (CCM 4516) ve formé bakteridlni suspenze o koncentraci 2,7:10°

CFU-ml! (Escherichia coli) a 2,6:10° CFU'ml! (Staphylococcus aureus).

Na nasledujicim grafu (viz Obrazek 26) je vyobrazeno mnozstvi zivotaschopnych
bakterialnich bun¢k na vzorcich, které nebyly inkubovany (Ihned), na inkubovanych
vzorcich cCistého neoSetfeného povrchu, ktery slouzil jako reference (LDPE), vzorcich
oSetfenych plazmovym vybojem (LDPE PL), vzorcich s navazanou kyselinou akrylovou
(AA) a s deponovanym metforminem o koncentracich 0,5 g:I'! (MET 0,5) a 1 g'I'' (MET 1).
Tabulka 5 déle shrnuje piesné hodnoty Zivotaschopnych bunék na vzorcich po inkubaci

a také antibakterialni aktivitu téchto vzorku.

1.2

:Jllllu

0
lhned LDPE LDPERF METO0,5 MET1

N [10° CFU-cm™]
o o
)} [0

o
=

N

W Escherichia coli m Staphylococcus aureus

Obrazek 26 Pocet Zivotaschopnych bakterii
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Tabulka 5 Antibakteridlni aktivita vzorkua

Escherichia coli Staphylococcus aureus

Vzorek

N [CFU-cm’] R N [CFU-em’] R
LDPE 4,6x10° Ui=5,8 2,5x10* Ui=5,1
LDPE PL 1,0x10° 0 5,7x10* 0
AA 1,2x10° 0 2,0x10° 0
MET 0,5 4,4x10° 0 9,4x10* 0
MET 1 2,4%10° 0,3 1,5x10° 0

Uz z grafu je patrné, Zze vzorky nevykazovaly vyznamnou antibakteridlni aktivitu, nebot’
pocty zivotaschopnych bakteridlnich bun¢k byly po inkubaci stejné ne-li vEétSi nez
u reference, tedy CcCistého LDPE. Toto tvrzeni se nasledné potvrdilo pii vypoctu
antibakteridlni efektivity vzorkd, kterd je uvedena v Tabulce 5. Jediny vzorek, ktery
vykazoval alespon néjakou antibakteridlni aktivitu, jejiz hodnota byla 0,3 byl MET 1 proti
bakterii Escherichia coli. Ani tento vzorek vSak nemtzeme povazovat za antibakterialni,
nebot podle normy (viz Tabulka 1) musi mit vzorek hodnotu antibakteridlni aktivity alespon

1, aby mohl byt zarfazen do kategorie se slabou antibakteridlni aktivitou.
Snimky Petriho misek po kultivaci bakteridlnich bunék jsou uvedeny na Obrazku 27 a 28.

V dobé odevzdani této diplomové prace nebylo mozno ziskat vysledky antibakteridlnich
aktivit pro vzorky s vyssimi koncentracemi metforminu pii depozici, tj. koncentrace
2 az 20 g-I'. Toto bude predmétem nésledujictho studia. Je vysoce pravdépodobné, Ze do

terminu obhajob diplomové prace budou vysledky jiz ziskany.
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Obrazek 27 Petriho misky po inkubaci vzorku se Staphylococcus aureus

Obrazek 28 Petriho misky po inkubaci vzorkd s Escherichia coli
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ZAVER

Cilem této diplomové prace byla depozice antidiabetického Ié¢iva metforminu na polymerni
povrch LDPE a stanoveni, zda tato latka vykazuje antimikrobidlni aktivitu. Metformin byl
na povrch LDPE deponovan pomoci vicestupnového fyzikalné-chemického procesu, ktery
zahrnoval oSetfeni povrchii plazmovym vybojem ve vzduchu, radikalovou polymeraci
kyseliny akrylové na vzniklé reaktivni radikaly na povrchu a kone¢nou depozici metforminu
na karboxylové skupiny. Nasledna charakterizace ptipravenych substratii byla provedena
pomoci metod FTIR, mezniho Uthlu smaceni a povrchové energie, SEM a XPS. Tato
charakterizace slouzila k ovéteni, zda byla depozice metforminu uspés$na ¢i nikoliv. Test
antibakterialni aktivity ptipravenych povrchii byl nakonec proveden podle norem CSN ISO
22196 a CSN EN ISO 20743, pti¢emz pouzité kmeny bakterii byly kmeny gramnegativni
Escherichia coli (CCM 4517) a grampozitivni Staphylococcus aureus (CCM 4516).

Prvni metodou charakterizace ptipravenych povrchi byla FTIR s modifikaci ATR. Tato
metoda neni ve vétSin€ pripadii ptilis citliva pro detekci tenkych povrchovych vrstev, nebot’
pronika do vétSich hloubek. Nicméné uz pii nizSich koncentracich deponovaného
metforminu jsme mohli pozorovat charakteristické piky pro funkéni skupiny metforminu
a mohli jsme tedy ptedpokladat, ze depozice probéhla uspésne. Nejvyssi intenzita pikt byla
zaznamenana pii koncentraci deponovaného metforminu 20 g-1"', naopak pii koncentracich
0,5 a 5 g'I'! nebyly detekovany zadné funkéni skupiny charakteristické pro metformin. Tato
skutecnost mohla byt zptisobena heterogenni povahou povrchu vzorkii nebo pfili§ slabou

deponovanou vrstvou metforminu.

Dalsi metodou charakterizace bylo méfeni mezniho thlu pomoci metody ptisedlé¢ kapky
a nasledné vyhodnoceni povrchové energie vzorki. I na zakladé vysledki této metody se da
predpokladat uspésnd depozice metforminu, nebot” mezni uhel deionizované vody prudce
klesl ve srovnani s Cistym LDPE z primérné hodnoty 82,6° na 54,7° a se vzrUstajici
koncentraci deponovaného metforminu rostla i hodnota mezniho thlu na maximalni hodnotu
63,4°pti koncentraci 20 g:1"'. Povrchova energie vzorkli s deponovanym metforminem

naopak vzrostla oproti ¢istému LDPE.
Povrchova topografie vzorkd byla vyhodnocena pomoci zobrazovaci metody SEM. Ze
ziskanych snimkt je zfejmé, Ze Cisty povrch LDPE vykazuje jen minimalni topografické

nehomogenity, av§ak plazmova Uprava zapfi€inila vznik téchto nehomogenit. Pro vzorky
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s deponovanym metforminem plati, ze tyto topografické Utvary mizi, coz je dano tim, ze

jsou deponovanou vrstvou prekryty.

Posledni metodou, kterou jsme pouzili k oveéfeni uspesné depozice metforminu byla prvkova
analyza XPS. Vysledky z této metody ukazaly jasny trend rostouciho podilu dusiku u vzorkt
s vet$i koncentraci metforminu, a naopak klesajici podil pfitomného kysliku, ktery vznikl po
oSetfeni povrchll plazmovym vybojem. Na zéklad¢ této a predchozich metod tedy mizeme

potvrdit, Ze depozice metforminu na povrch LDPE byla Gspé$na.

Prokéazani antibakteridlni aktivity metforminu na povrchu vzorkl vSak uz tak Uspésné
nebylo. Z vysledkii ziskanych z antibakteridlnich testi lze konstatovat, Ze deponovany
metformin na povrchu LDPE vykazuje pouze minimalni, ne-li nulovou antibakterialni
aktivitu. Jediny vzorek, u kterého byla namétena alespon néjaké antibakteridlni aktivita byla
vzorek se koncentraci deponovaného metforminu 1 gI"! vii¢i bakterii Escherichia coli.
Je v§ak nutné zminit, Zze u vzorkl s vét§i koncentraci deponovaného metforminu, t;.
2 az 20 g1, nebylo mozné v dobé odevzdani této prace ziskat vysledky antibakterialnich

aktivit a budou tedy pfedmétem dalsiho zkoumani.

Z doposud ziskanych dat se da konstatovat, Ze vyuziti metforminu jakozto antibakterialniho
¢inidla se zda byt velmi omezené, nebot” pii téchto koncentracich nevykazuje dostate¢nou
antibakteridlni aktivitu. Alternativou muze byt vyuziti metfrominu jako adjuvantni
antimikrobialni ¢inidlo pro dosazeni synergického uCinku v kombinaci s konven¢nimi

antibiotiky.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 63

SEZNAM POUZITE LITERATURY

1.

TRIGGLE, Chris R.; MOHAMMED, Ibrahim; BSHESH, Khalifa; MAREI, Isra; YE,
Kevin et al. Metformin: Is it a drug for all reasons and diseases? Online. Metabolism.
2022, roc. 133. ISSN 00260495. Dostupné
z: https://doi.org/10.1016/j.metabol.2022.155223. [cit. 2023-10-07].

YENDAPALLY, Raghunandan; SIKAZWE, Donald; KIM, Subin S.; RAMSINGHANI,
Sushma; FRASER-SPEARS, Rheaclare et al. A review of phenformin, metformin, and
imeglimin. Online. Drug Development Research. 2020, ro¢. 81, €. 4, s. 390-401. ISSN
0272-4391. Dostupné z: https://doi.org/10.1002/ddr.21636. [cit. 2023-10-20].

https://patentimages.storage.googleapis.com/1d/08/77/ca5el 6e7feea83/W0201915476

9A1.pdf
FENG, Jin; WANG, Xiaohui; YE, Xiaochun; ARES, Irma; LOPEZ-TORRES, Bernardo

et al. Mitochondria as an important target of metformin: The mechanism of action, toxic
and side effects, and new therapeutic applications. Online. Pharmacological Research.
2022, roc. 177. ISSN 10436618. Dostupné
z: https://doi.org/10.1016/j.phrs.2022.106114. [cit. 2023-11-29].

PERUSICOVA, Jindfigka. Pro¢ je metformin lékem prvni volby pro nemocné s diabetes
mellitus 2. typu? Interni medicina pro praxi. 2010, ro€. 12, ¢. 7 a 8, s. 385 — 386.

Total synthesis of metformin. Online. The Science Snail. 2020. Dostupné
z: https://www.sciencesnail.com/science/total-synthesis-of-metformin. [cit. 2024-04-

22].

FORETZ, Marc; GUIGAS, Bruno a VIOLLET, Benoit. Understanding the
glucoregulatory mechanisms of metformin in type 2 diabetes mellitus. Online. Nature
Reviews Endocrinology. 2019, roc€. 15, €. 10, s. 569-589. ISSN 1759-5029. Dostupné
z: https://doi.org/10.1038/s41574-019-0242-2. [cit. 2023-11-13].

LAMOIA, Traci E a SHULMAN, Gerald I. Cellular and Molecular Mechanisms of
Metformin Action. Online. Endocrine Reviews. 2021, ro¢. 42, ¢. 1,s. 77-96. ISSN 0163-
769X. Dostupné z: https://doi.org/10.1210/endrev/bnaa023. [cit. 2023-10-07].

CAMPBELL, Jonathan E. a NEWGARD, Christopher B. Mechanisms controlling

pancreatic islet cell function in insulin secretion. Online. Nature Reviews Molecular Cell


https://doi.org/10.1016/j.metabol.2022.155223
https://doi.org/10.1002/ddr.21636
https://patentimages.storage.googleapis.com/1d/08/77/ca5e16e7feea83/WO2019154769A1.pdf
https://patentimages.storage.googleapis.com/1d/08/77/ca5e16e7feea83/WO2019154769A1.pdf
https://doi.org/10.1016/j.phrs.2022.106114
https://www.sciencesnail.com/science/total-synthesis-of-metformin
https://doi.org/10.1038/s41574-019-0242-2
https://doi.org/10.1210/endrev/bnaa023

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 64

Biology. 2021, ro¢. 22, ¢ 2, s. 142-158. ISSN 1471-0072. Dostupné
z: https://doi.org/10.1038/s41580-020-00317-7. [cit. 2023-11-15].

10. LEE, Shin-Hae; PARK, Shi-Young a CHOI, Cheol Soo. Insulin Resistance: From
Mechanisms to Therapeutic Strategies. Online. Diabetes & Metabolism Journal. 2022,
roc€. 46, ¢. 1, . 15-37. ISSN 2233-6079. Dostupné
z: https://doi.org/10.4093/dmj.2021.0280. [cit. 2023-11-15].

11. BERBUDI, Afiat; RAHMADIKA, Nofri; TTAHJADI, Adi Imam a RUSLAMI, Rovina.
Type 2 Diabetes and its Impact on the Immune System. Online. Current Diabetes
Reviews. 2020, ro¢. 16, ¢ 5, s. 442-449. ISSN 15733998. Dostupné
z: https://doi.org/10.2174/1573399815666191024085838. [cit. 2023-11-15].

12. GALICIA-GARCIA, Unai; BENITO-VICENTE, Asier; JEBARI, Shifa; LARREA-
SEBAL, Asier; SIDDIQI, Haziq et al. Pathophysiology of Type 2 Diabetes Mellitus.
Online. International Journal of Molecular Sciences. 2020, ro€. 21, €. 17. ISSN 1422-
0067. Dostupné z: https://doi.org/10.3390/ijms21176275. [cit. 2023-11-15].

13. HALUZIK, Martin. Metformin a jeho postaveni v 16¢bé diabetes mellitus 2. typu. Interni
medicina pro praxi. 2014, ro¢. 16, €. 2, s. 67-69.

14. KUAN, Isabelle H. S.; SAVAGE, Ruth L.; DUFFULL, Stephen B.; WALKER, Robert
J. a WRIGHT, Daniel F. B. The Association between Metformin Therapy and Lactic
Acidosis. Online. Drug Safety. 2019, roc. 42, ¢. 12, s. 1449-1469. ISSN 0114-5916.
Dostupné z: https://doi.org/10.1007/s40264-019-00854-x. [cit. 2023-11-29].

15. SALVATORE, Teresa; PAFUNDI, Pia Clara, MARFELLA, Raffaele; SARDU,
Celestino; RINALDI, Luca et al. Metformin lactic acidosis: Should we still be afraid?
Online. Diabetes Research and Clinical Practice. 2019, ro¢. 157. ISSN 01688227.
Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.diabres.2019.107879. [cit. 2023-11-29].

16. NASERI, Amirreza; SANAIE, Sarvin, HAMZEHZADEH, Sina; SEYEDI-SAHEBARI,
Sepideh; HOSSEINI, Mohammad-Salar et al. Metformin: new applications for an old
drug. Online. Journal of Basic and Clinical Physiology and Pharmacology. 2023, ro€.
34, €. 2,s. 151-160. ISSN 2191-0286. Dostupné z: https://doi.org/10.1515/jbcpp-2022-
0252. [cit. 2023-12-20].

17. PERUSICOVA, Jindtiska. Je Metformin pouze antidiabetikum? Interni medicina pro
praxi. 201, ro¢. 12, ¢. 7 a 8, s. 385-386.


https://doi.org/10.1038/s41580-020-00317-7
https://doi.org/10.4093/dmj.2021.0280
https://doi.org/10.2174/1573399815666191024085838
https://doi.org/10.3390/ijms21176275
https://doi.org/10.1007/s40264-019-00854-x
https://doi.org/10.1016/j.diabres.2019.107879
https://doi.org/10.1515/jbcpp-2022-0252
https://doi.org/10.1515/jbcpp-2022-0252

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 65

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

KULKARNI, Ameya S.; GUBBI, Sriram a BARZILAI, Nir. Benefits of Metformin in
Attenuating the Hallmarks of Aging. Online. Cell Metabolism. 2020, ro¢. 32, €. 1, s. 15-
30. ISSN 15504131. Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.cmet.2020.04.001. [cit. 2023-
12-22].

CHEN, Sheng; GAN, Donghao; LIN, Sixiong; ZHONG, Yiming; CHEN, Mingjue et al.
Metformin in aging and aging-related diseases: clinical applications and relevant
mechanisms. Online. Theranostics. 2022, ro¢. 12, ¢. 6, s. 2722-2740. ISSN 1838-7640.
Dostupné z: https://doi.org/10.7150/thno.71360. [cit. 2023-12-22].

ADAK, Tugba; SAMADI, Afshin; UNAL, Ayse Zeynep a SABUNCUOGLU, Suna. A
reappraisal on metformin. Online. Regulatory Toxicology and Pharmacology. 2018, ro¢.
92, S. 324-332. ISSN 02732300. Dostupné
z: https://doi.org/10.1016/j.yrtph.2017.12.023. [cit. 2023-12-22].

DUAN, Xuan; ZHOU, Meiying; ZHOU, Guangqin; ZHU, Qiyu a LI, Weihong. Effect
of metformin on adiponectin in PCOS: A meta-analysis and a systematic review.
Online. European Journal of Obstetrics & Gynecology and Reproductive Biology. 2021,
rocC. 267, S. 61-67. ISSN 03012115. Dostupné
z: https://doi.org/10.1016/j.ejogrb.2021.10.022. [cit. 2023-12-22].

ZHANG, Yueqi; WANG, Hongbing a XIAO, Hua. Metformin Actions on the Liver:
Protection Mechanisms Emerging in Hepatocytes and Immune Cells against NASH-
Related HCC. Online. International Journal of Molecular Sciences. 2021, ro€. 22, €. 9.
ISSN 1422-0067. Dostupné z: https://doi.org/10.3390/ijms22095016. [cit. 2023-12-22].

MASADEH, Majed M; ALZOUBI, Karem H; MASADEH, Majd M a ABURASHED,
Zainah O. Metformin as a Potential Adjuvant Antimicrobial Agent Against Multidrug
Resistant Bacteria. Online. Clinical Pharmacology: Advances and Applications. 2021,
roC. 13, s. 83-90. ISSN 1179-1438. Dostupné z: https://doi.org/10.2147/CPAA.S297903.
[cit. 2023-12-22].

MALIK, Faiza; MEHDI, Syed Faizan; ALI, Haroon; PATEL, Priya; BASHARAT,
Anam et al. Is metformin poised for a second career as an antimicrobial?
Online. Diabetes/Metabolism Research and Reviews. 2018, ro¢. 34, ¢. 4. ISSN 1520-
7552. Dostupné z: https://doi.org/10.1002/dmrr.2975. [cit. 2023-12-22].

DEROSA, Giuseppe; D'ANGELO, Angela; ROMANO, Davide a MAFFIOLI, Pamela.

Effects of metformin extended release compared to immediate release formula on


https://doi.org/10.1016/j.cmet.2020.04.001
https://doi.org/10.7150/thno.71360
https://doi.org/10.1016/j.yrtph.2017.12.023
https://doi.org/10.1016/j.ejogrb.2021.10.022
https://doi.org/10.3390/ijms22095016
https://doi.org/10.2147/CPAA.S297903
https://doi.org/10.1002/dmrr.2975

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 66

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

glycemic control and glycemic variability in patients with type 2 diabetes. Online. Drug
Design, Development and Therapy. 2017, ro¢. 11, s. 1481-1488. ISSN 1177-8881.
Dostupné z: https://doi.org/10.2147/DDDT.S131670. [cit. 2023-12-25].

ABRILLA, Aedrian A.; PAJES, A. Nico Nahar 1. a IMENO, Cecilia A. Metformin
extended-release versus metformin immediate-release for adults with type 2 diabetes
mellitus: A systematic review and meta-analysis of randomized controlled trials.
Online. Diabetes Research and Clinical Practice. 2021, ro¢. 178. ISSN 01688227.
Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.diabres.2021.108824. [cit. 2023-12-25].

TORUNOGLU, Sema Tuna; ZAJDA, Agnieszka; TAMPIO, Janne; MARKOWICZ-
PIASECKA, Magdalena a HUTTUNEN, Kristiina M. Metformin derivatives —
Researchers’ friends or foes? Online. Biochemical Pharmacology. 2023, ro€. 215. ISSN
00062952. Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.bcp.2023.115743. [cit. 2023-12-26].

CAO, Yufang; XU, Simeng; XU, Cangcang; XIAO, Di; CHEN, Zhuliang et al.
Synthesis, Anticancer Activity and Mechanism of Phenformin Derivatives.
Online. ChemistrySelect. 2022, ro¢. 7, ¢. 5. ISSN 2365-6549. Dostupné
z: https://doi.org/10.1002/slct.202104250. [cit. 2023-12-26].

LIU, Guanyi; LI, Dingyang; ZHANG, Liwei; XU, Quuping; ZHUANG, Dexuan et al.
Phenformin Down-Regulates c-Myc Expression to Suppress the Expression of Pro-
Inflammatory Cytokines in Keratinocytes. Online. Cells. 2022, ro¢. 11, ¢. 15. ISSN
2073-4409. Dostupné z: https://doi.org/10.3390/cells11152429. [cit. 2023-12-26].

CHEVALIER, Clémence; FOUQUERAY, Pascale a BOLZE, Sébastien. Imeglimin: A
Clinical Pharmacology Review. Online. Clinical Pharmacokinetics. 2023, ro€. 62, €. 10,
s. 1393-1411. ISSN 0312-5963. Dostupné z: https://doi.org/10.1007/s40262-023-01301-
y. [cit. 2023-12-26].

YANAI, Hidekatsu; ADACHI, Hiroki; HAKOSHIMA, Mariko a KATSUYAMA,
Hisayuki. Glucose-Lowering Effects of Imeglimin and Its Possible Beneficial Effects on
Diabetic Complications. Online. Biology. 2023, ro¢€. 12, ¢. 5. ISSN 2079-7737. Dostupné
z: https://doi.org/10.3390/biology12050726. [cit. 2023-12-26].

GIGUERE, S.; PRESCOTT, John F. a DOWLING, Patricia M. Antimicrobial Therapy
in Veterinary Medicine. Online. Ames, lowa, USA: Wiley, 2013. ISBN 9780470963029.
Dostupné z: https://doi.org/10.1002/9781118675014. [cit. 2024-01-02].



https://doi.org/10.2147/DDDT.S131670
https://doi.org/10.1016/j.diabres.2021.108824
https://doi.org/10.1016/j.bcp.2023.115743
https://doi.org/10.1002/slct.202104250
https://doi.org/10.3390/cells11152429
https://doi.org/10.1007/s40262-023-01301-y
https://doi.org/10.1007/s40262-023-01301-y
https://doi.org/10.3390/biology12050726
https://doi.org/10.1002/9781118675014

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 67

33.

34.

35.

36.

37.

38

39.

40.

MELANDER, Roberta J.; ZURAWSKI, Daniel V. a MELANDER, Christian. Narrow-
spectrum antibacterial agents. Online. MedChemComm. 2018, 10¢. 9, ¢. 1,s. 12-21. ISSN
2040-2503. Dostupné z: https://doi.org/10.1039/C7TMDO00528H. [cit. 2024-01-02].

LEVISON, Matthew E. a LEVISON, Julie H. Pharmacokinetics and Pharmacodynamics
of Antibacterial Agents. Online. Infectious Disease Clinics of North America. 2009, ro€.
23, ¢. 4, S. 791-815. ISSN 08915520. Dostupné
z: https://doi.org/10.1016/1.idc.2009.06.008. [cit. 2024-01-02].

CHAKRAVERTY, Raja; SAMANTA, Kalyan; MANDAL, Pallab; KARMAKAR,
Samit a KARMAKAR, Sanmoy. Mechanisms of action of antibacterial agents (AMA).
Online. In: How Synthetic Drugs Work. Elsevier, 2023, s. 421-429. ISBN
9780323998550. Dostupné z: https://doi.org/10.1016/B978-0-323-99855-0.00018-X.
[cit. 2024-01-03].

PARKER, Nina; SCHNEEGURT, Mark; TU, Anh-Hue Thi; FORSTER, Brian M. a
LISTER, Philip. Microbiology. Houston, Textas: OpenStax Collage, Rice University,
2016. ISBN 978-1-947172-23-4. Dostupné z
https://openstax.org/details/books/microbiology. [cit. 2024-01-03].

BOLLENBACH, Tobias. Antimicrobial interactions: mechanisms and implications for
drug discovery and resistance evolution. Online. Current Opinion in Microbiology.
2015, roc. 217, S. 1-9. ISSN 13695274. Dostupné
z: https://doi.org/10.1016/j.mib.2015.05.008. [cit. 2024-01-03].

. TANG, Ka Wah Kelly; MILLAR, Beverley C. a MOORE, John E. Antimicrobial

Resistance (AMR). Online. British Journal of Biomedical Science. 2023, ro¢. 80. ISSN
2474-0896. Dostupné z: https://doi.org/10.3389/bjbs.2023.11387. [cit. 2024-02-01].

ABUSHAHEEN, Manar Ali; MUZAHEED; FATANI, Amal Jamil;, ALOSAIMI,
Mohammed; MANSY, Wael et al. Antimicrobial resistance, mechanisms and its clinical
significance. Online. Disease-a-Month. 2020, ro€. 66, ¢. 6. ISSN 00115029. Dostupné
z: https://doi.org/10.1016/j.disamonth.2020.100971. [cit. 2024-02-01].

KATHURIA, Deepika; RAUL, Akshay D.; WANJARI, Pravin a BHARATAM, Prasad
V. Biguanides: Species with versatile therapeutic applications. Online. European
Journal of Medicinal Chemistry. 2021, ro¢. 219. ISSN 02235234. Dostupné
z: https://doi.org/10.1016/j.ejmech.2021.113378. [cit. 2024-01-25].



https://doi.org/10.1039/C7MD00528H
https://doi.org/10.1016/j.idc.2009.06.008
https://doi.org/10.1016/B978-0-323-99855-0.00018-X
https://openstax.org/details/books/microbiology
https://doi.org/10.1016/j.mib.2015.05.008
https://doi.org/10.3389/bjbs.2023.11387
https://doi.org/10.1016/j.disamonth.2020.100971
https://doi.org/10.1016/j.ejmech.2021.113378

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 68

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

GRYTSALI, Oleksandr; MYRGORODSKA, Iuliia; ROCCHI, Stéphane; RONCO, Cyril
a BENHIDA, Rachid. Biguanides drugs: Past success stories and promising future for
drug discovery. Online. European Journal of Medicinal Chemistry. 2021, ro¢. 224. ISSN
02235234. Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.ejmech.2021.113726. [cit. 2024-01-
25].

LI, Rui; YANG, Guoxing; WANG, Yudan; LIU, Lijia; WANG, Qiang et al. Synthesis
of antibacterial polyether biguanide curing agent and its cured antibacterial epoxy resin.
Online. Designed Monomers and Polymers. 2021, roC. 24, €. 1, s. 63-72. ISSN 1568-
5551. Dostupné z: https://doi.org/10.1080/15685551.2021.1900025. [cit. 2024-01-25].

LEHOCKY, Marian. Biofunkcionalizace povrchtt polymert: Polymer surface
biofunctionalization: teze piednasSky k profesorskému jmenovacimu fizeni v oboru
fyzikalni chemie. Brno: Vysoké u€eni technické v Brné, nakladatelstvi VUTIUM, 2023.
ISBN 978-80-214-6157-4.

OZALTIN, Kadir; DI MARTINO, Antonio, CAPAKOVA, Zdenka; LEHOCKY,
Marian; HUMPOLICEK, Petr et al. Plasma Mediated Chlorhexidine Immobilization
onto Polylactic Acid Surface via Carbodiimide Chemistry: Antibacterial and
Cytocompatibility Assessment. Online. Polymers. 2021, roc. 13, ¢. 8. ISSN 2073-4360.
Dostupné z: https://doi.org/10.3390/polym13081201. [cit. 2024-01-26].

DA SILVA, Thais M; ALVES, Flavio RF; LUTTERBACH, Marcia TS; PAIVA,
Mauricio M a FERREIRA, Dennis de Carvalho. Comparison of antibacterial activity of
alexidine alone or as a final irrigant with sodium hypochlorite and chlorhexidine.
Online. BDJ Open. 2018, 7ro¢. 4, ¢ 1. ISSN 2056-807X. Dostupné
z: https://doi.org/10.1038/bdjopen.2018.3. [cit. 2024-01-29].

KHOLINA, E. G.; KOVALENKO, I. B.; BOZDAGANYAN, M. E;
STRAKHOVSKAYA, M. G. a OREKHOV, P. S. Cationic Antiseptics Facilitate Pore
Formation in Model Bacterial Membranes. Online. The Journal of Physical Chemistry
B. 2020, ro¢. 124, ¢ 39, s. 8593-8600. ISSN 1520-6106. Dostupné
z: https://doi.org/10.1021/acs.jpcb.0c07212. [cit. 2024-01-29].

SZKOLUDA, Patrycja a Tomasz M. KARPINSKI. Polyhexanide (PHMB) — properties
and applications in medicine. Online. European Journal of Biological Research. 2020,
roc. 10, ¢. 3, S. 225-231 ISSN 2449-8955. Dostupné
z: https://doi.org/10.5281/zenodo.3956819. [cit. 2024-01-29].


https://doi.org/10.1016/j.ejmech.2021.113726
https://doi.org/10.1080/15685551.2021.1900025
https://doi.org/10.3390/polym13081201
https://doi.org/10.1038/bdjopen.2018.3
https://doi.org/10.1021/acs.jpcb.0c07212
https://doi.org/10.5281/zenodo.3956819

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 69

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

Meherunisa Jaiswal S, Seth V. Study of Metformin Effect on Antimicrobial Property.
Online. International Archives of BioMedical and Clinical Research. 2018, ro¢. 4, €. 3,

s. 85-87. Dostupné z: https://doi.org/10.21276/iabcr.2018.4.3.4. [cit. 2024-01-29].

GUO, Tingting; SUN, Xiaoli; YANG, Jie; YANG, Liying; LI, Mengying et al.
Metformin reverse minocycline to inhibit minocycline-resistant Acinetobacter
baumannii by destroy the outer membrane and enhance membrane potential in vitro.
Online. BMC Microbiology. 2022, ro¢. 22, ¢ 1. ISSN 1471-2180. Dostupné
z: https://doi.org/10.1186/s12866-022-02629-4. [cit. 2024-01-29].

WANG, Xueyu; WANG, Shaobo; GAO, Jiao; YAO, Shuncheng; XU, Teng et al.
Metformin capped Cu(OH);Cl nanosheets for chemodynamic wound disinfection.
Online. Nano Research. 2023, ro€. 16, ¢. 3, s. 3991-3997. ISSN 1998-0124. Dostupné
z: https://doi.org/10.1007/s12274-022-4457-5. [cit. 2024-01-29].

KARAKURT, Ilkay; OZALTIN, Kadir; PISTEKOVA, Hana; VESELA, Daniela;
MICHAEL-LINDHARD, Jonas et al. Effect of Saccharides Coating on Antibacterial
Potential and Drug Loading and Releasing Capability of Plasma Treated Polylactic Acid
Films. Online. International Journal of Molecular Sciences. 2022, ro¢. 23, €. 15. ISSN
1422-0067. Dostupné z: https://doi.org/10.3390/ijms23158821. [cit. 2024-03-18].

MOHAMED, M.A.; JAAFAR, J.; ISMAIL, A.F.; OTHMAN, M.H.D. a RAHMAN,
M.A. Fourier Transform Infrared (FTIR) Spectroscopy. Online. Membrane
Characterization. Elsevier, 2017, s. 3-29. ISBN 9780444637765. Dostupné
z: https://doi.org/10.1016/B978-0-444-63776-5.00001-2. [cit. 2024-02-07].

MARMUR, Abraham; DELLA VOLPE, Claudio; SIBONI, Stefano; AMIRFAZLI,
Alidad a DRELICH, Jaroslaw W. Contact angles and wettability: towards common and

accurate terminology. Online. Surface Innovations. 2017, 1o¢€. 5, €. 1, s. 3-8. ISSN 2050-
6252. Dostupné z: https://doi.org/10.1680/jsuin.17.00002. [cit. 2024-02-08].

KWOK, D.Y. a NEUMANN, A.W. Contact angle measurement and contact angle
interpretation. Online. Advances in Colloid and Interface Science. 1999, ro€. 81, €. 3, s.
167-249. ISSN 00018686. Dostupné z: https://doi.org/10.1016/S0001-8686(98)00087-
6. [cit. 2024-04-29].

SWILEM, Ahmed E.; LEHOCKY, Marian, HUMPOLICEK, Petr; KUCEKOVA,
Zdenka; NOVAK, Igor et al. Description of D-gluicosamine immobilization kinetics onto

poly(lactic acid) surface via a multistep physicochemical approach for preparation of


https://doi.org/10.21276/iabcr.2018.4.3.24
https://doi.org/10.1186/s12866-022-02629-4
https://doi.org/10.1007/s12274-022-4457-5
https://doi.org/10.3390/ijms23158821
https://doi.org/10.1016/B978-0-444-63776-5.00001-2
https://doi.org/10.1680/jsuin.17.00002
https://doi.org/10.1016/S0001-8686(98)00087-6
https://doi.org/10.1016/S0001-8686(98)00087-6

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 70

56.

57.

58.

59.

60.

novel active biomaterials. Online. Journal of Biomedical Materials Research Part A.
2017, ro¢. 105, ¢ 11, s. 3176-3188. ISSN  1549-3296. Dostupné
z: https://doi.org/10.1002/jbm.a.36158. [cit. 2024-03-23].

MOHAMMED, Azad; ABDULLAH, Avin. Scanning electron microscopy (SEM): A
review. Proceedings of the 2018 International Conference of Hydraulics and

Prneumatics — HARVEX. Baile Gavora, Romania, 2018, s. 77-85. ISSN 1454-8003.

MAHONEY, Janet; MONROE, Caroline; SWARTLEY, Anya M.; UCAK-
ASTARLIOGLU, Mine G. a ZOTO, Christopher A. Surface analysis using X-ray
photoelectron spectroscopy. Online. Spectroscopy Letters. 2020, ro€. 53, ¢. 10, s. 726-
736. ISSN 0038-7010. Dostupné z: https://doi.org/10.1080/00387010.2020.1824197.
[cit. 2024-04-24].

CSN ISO 22196. Méreni antibakterialni aktivity na plastech a jinych neporéznich
povrsich. Praha: Ceska agentura pro standardizaci, 2021, 24 s. Tiidici znak 640782.

CSN EN ISO 20743. Textilie — Stanoveni antibakteridlni aktivity textilnich vyrobkii.
Brno: Textilni zkuSebni ustav, 2022, 24 s. Tridici znak 800068.

SABBAGH, B.A.; KUMAR, P.V.; CHEW, Y.L.; CHIN, J.H. a AKOWUAH, G.A.
Determination of metformin in fixed-dose combination tablets by ATR-FTIR
spectroscopy. Online. Chemical Data Collections. 2022, ro¢. 39. ISSN 24058300.
Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.cdc.2022.100868. [cit. 2024-04-14].



https://doi.org/10.1002/jbm.a.36158
https://doi.org/10.1080/00387010.2020.1824197
https://doi.org/10.1016/j.cdc.2022.100868

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

71

SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
LDPE Nizkohustotni polyethylen

DM2T Diabetes mellitus 2. typu

WHO Svétova zdravotnicka organizace
IR Inzulinova rezistence

ROS Volné kyslikové radikaly

GIT Gastrointestindlni trakt

PCOS Syndrom polycystickych ovarii

NASH Nealkoholicka jaterni steatohepatitida

XR Extended release
MIC Minimalni inhibi¢ni koncentrace
MBC Minimalni baktericidni koncentrace

DNA Deoxyribonukleova kyselina
RNA Ribonukleova kyselina
USA Spojené staty americké

PHMB Polyhexamethylenbiguanid

FDA Utad pro kontrolu potravin a 16¢iv

EDC N-(3-Dimethylaminopropyl)-N*-ethylkarbodiimid hydrochlorid
NHS N-Hydroxysukcinimid

FTIR Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci

IR Infracervend spektroskopie

uv Ultrafialové zateni

ATR Zeslabena totalni reflektance

SEE Surface Energy Evaluation

SEM Skenovaci elektronova mikroskopie

BSE Zpétné€ odrazené elektrony
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SE

XPS

BE

SCDLP

CFU

PL

MET

AA

Sekundarni elektrony

Rentgenova fotoelektronova spektroskopie
Vazebna energie

Kineticka energie

Soya Casein Digest Lecithin Polysorbate
Colony forming units

Plazmovy vyboj

Metformin

Kyselina akrylova
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