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ABSTRAKT

Hlavnim tkolem biomaterialti v medicin€ je nahrada poSkozené tkan¢. Biomateridl musi
splnovat celou fadu vlastnosti — napi. byt biokompatibilni. Biopolymery, které se bézné
vyskytuji v zivych organismech, tvoii Sirokou Skalu materialti vyuzitelnych K pifipravé bi-
omateriali. Typickym biopolymerem pro biomedicinské aplikace je fibrilarni bilkovina
kolagen a to piedevsim typ 1. V oblasti biomediciny je pouzivan tam, kde je nutna obnova
strukturalni celistvosti tkané. Pfi aplikaci jakéhokoli biomateridlu je vyhodné, pokud je
nejen biokompatibilni, ale je zaroven schopen zabranit priniku infekce, zejména nozoko-
minalni infekci. Cilem této prace je stanovit vliv riiznych koncentraci antibakteridlnich

latek imobilizovanych v kolagenovych filmech na bunéc¢nou proliferaci.

Kli¢ova slova: biomaterial, kolagen, nozokominalni infekce, antibakterialni latka

ABSTRACT

The major task of biomaterials application in medicine is replacement of damaged tissue.
Therefore biomaterials must fulfill a number of properties — eg. be biocompatible. Biopo-
lymers which are commonly found in living organisms are often used in preparation of
biomaterials. A typical biopolymer is fibrous protein collagen, especially type I. In the field
of biomaterials, the collagen is used when the tructural integrity of the tissue must be resto-
red. For the application of any biomaterial it is favorable to also purvey the antibacterial
properties. Thanks to that, the reduction of nosocominal infections can be expected. The
main aim of this study is to determine the effect of different concentrations of antibacterial

substances immobilized on collagen films on cell proliferation.

Keywords: biomaterial, collagen, nosocomial infections, antibacterial compound
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UvVOD

S rozvojem mediciny uzce souvisi i potfeba vyvoje novych biomaterialti pro doko-
nalej$i 1€cbu. Je snahou navrhovat takové biomaterialy, které budou bez jakychkoli neza-
doucich uc¢inkit dokonale nahrazovat ¢i 1é¢it poskozenou tkai lidského organismu. Cilem
prace je teoretické seznameni s pozadovanymi vlastnostmi, které jsou na biomaterial kla-
deny. Dale je zpracovan zakladni piehled pouzivanych polymera (pfirodnich i syntetic-
kych) slouzicich k vyrobé biomateridlti. V medicinskych aplikacich nachazi velké uplatnéni
prave kolagen, coz je vldknity biopolymer hojné se vyskytujici v télech zivocichi. Je vyu-
zivan ptedevs§im proto, ze jsou znamé jeho biologické, chemické, fyzikalni i mechanické

vlastnosti.

Pfi navrhu biomatiala je kladen velky diraz na jeho vlastnosti. Pro jeho spravnou
funkci je nesmirné dulezité dodrzeni pozadovanych vlastnosti. Prakticka ¢ast prace se za-
byva jednim ze zékladnich parametrti, ktery je na biomaterial kladen — stanovenim cytoto-
xicity. K testim cytotoxicity slouzi MTT test, ktery vyhodnocuje viabilitu bun¢k nakulti-
vovanych na zkoumaném biomaterialu. V této Casti je prezentovan i antibakterialni test.
Priprava biomaterialu, ktery by vykazoval antibakterialni Gi¢inek, by byla velmi vyhodna.

Mohlo by se tak potlacit riziko vzniku infekei pii aplikacich biomaterialu pacientovi.

Hlavnim cilem prace je stanovit vliv rliznych koncentraci biaoaktivnich latek na
bunécnou proliferaci, konkrétné na bunéfnou linii lidskych keratinocyt. Zkoumanymi
bioaktivnimi latkami jsou bronopol, benzylchlorid a extrakt z Pazitky pobfezni. Pficemz

tyto latky jsou imobilizované v kolagenovych filmech.
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. TEORETICKA CAST
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1 BIOMATERIALY

Biomaterialy jsou vSechny materialy, které mohou byt pouzity jako celek, nebo jako
soucast systému k 1éCb¢, rozsifeni nebo nahradé¢ tkané€, organu nebo funkcni Casti téla s
minimalnimi nezddoucimi G¢inky nebo odmitnutim ze strany organu (Shi, 2004). Na pfi-
kladu rozmanitosti pouzivanych materialti jako jsou kovy, keramika, sklo, polymery a riz-
né kompozity, je mozno demonstrovat, ze tato definice mize zahrnovat Sirokou $kalu ma-
teriali (Klee, Hocker 2000). V soucasné dobé se v biomedicinskych aplikacich vyuziva
mnoho typt polymert (Ratner et al. 2004), pficemz vyznamnou soucasti jsou biopolymery
(Tian et al. 2012). Biopolymery jsou nasledujici latky polymerniho charakteru — nukleové
kyseliny (deoxyribonukleova kyselina — DNA a ribonukleova kyselina — RNA), bilkoviny a
polysacharidy (Murray et al. 2002). Dalsi moznou definici je, Ze se jedna o material produ-

kovany biologickym systémem (Park, Lakes 2007).

1.1 Vlastnosti biomateriali v mediciné

Rozvoj 1ékarskych technik stanovuje vyssi pozadavky pro biomedicinské materialy
(Tian et al. 2012). Biomaterial musi byt schopen regulovat strukturu a funkci v tkani po-
moci interakce s transplantovanymi nebo hostitelskymi bunikami. Idealni biomaterial by
mél byt biokompatibilni, podporujici bunéénou interakci a vyvoj tkan¢ (Kim et al. 2000).
Biokompatibilita se zabyva interakcemi, které se konaji mezi biomateridlem a tkani téla.
To znamend, Ze material by nemél interagovat celkové s télem, ale pouze na misté v téle,
kde se nachazi pti provadéni své funkce, aniz by n&jak ovlivnil tkan (Williams 2003). Bio-
kompatibilni material by nemél napfiklad vyvolavat zddné zmény v okolni tkani, zadné
trombogenni, alergenni, karcinogenni a toxické reakce (Klee, Hocker 2000). Biomaterialy
by mély poskytnout vhodnou regulaci buné¢ného chovani, jako je ptilnavost, proliferace,
migrace, diferenciace a podpora rozvoje nové funk¢ni tkané (Kim et al. 2000). Skute¢nym
cilem vyzkumu biomaterialii je vytvofit povrch implantatu, ktery aktivné interaguje s bio-

logickym systémem a vyvola piesn¢ stejné reakce jako télesna tkan (Klee, Hocker 2000).

Spolu s rozvojem vyuzivani polymer v medicing se také zvySuje podil materiald, jez
jsou biodegradovatelné neboli biologicky rozlozitelné. Biologicky rozlozitelné polymery
jsou ty, které se rozkladaji in vivo bud’ na produkty, které jsou z téla odstranény jako bézné

metabolity, nebo na produkty, které mohou byt zcela odstranény z téla s nebo bez dalsich
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metabolickych transformaci (Nair, Laurencin 2006). Pti navrhu biologicky rozlozitelnych
materiald se musi vzit v ivahu mnoho diilezitych vlastnosti. Tyto materidly nesmé&ji vyvo-
lat trvale zanétlivé reakce, musi mit vhodné mechanické vlastnosti pro jejich zamyslené
pouziti. Musi se vyrabét netoxické rozkladné produkty, které mohou byt snadno vstiebatel-
né nebo vylucované, a musi zahrnovat odpovidajici propustnost a zpracovatelnost pro ur-
cené pouziti (Ulery et al. 2011). Je také nutno zohlednit, ze téméf okamzité po kontaktu
materidlu s krvi, je material potazeny bilkovinnym sérem v procesu zndmém jako bilkovin-

na adsorpce (Puleo, Bizios 2009).

Nevhodné vlastnosti pfirodnich materiala vedly k prizkumu syntetickych biologicky
rozlozitelnych polymert pro pouziti v 1ékafskych aplikacich. Mnoho aplikaci biomaterialti
vyzaduje materialy, které aktivné pracuji s hostitelskou tkani (Bettinger 2011). Hostitelska
odpovéd’ k biomateridlu je zasadnim stanovenim pro uspéch biomedicinskych implantatd
(Puleo, Bizios 2009). Nicmén¢ implantovany material mize mit dopad na lidsky organis-
mus a naru$it homeostazu téla tim, ze ovliviiuje bunéénou fyziologii a funkce organismu
(Hunt 2008). Kromé¢ toho, Ze by tyto materialy nemély vyvolat toxické nebo imunitni od-
povédi, mély by byt metabolizovany v téle po splnéni svych ukold (Tian et al. 2012). Po-
chopeni interakci, které probihaji mezi povrchem materidlu a souc¢ésti biologického systé-

mu je dilezity pozadavek vyvoje biomateriali (Klee, Hocker 2000).

Tkanové inZenyrstvi je interdisciplinarni obor, ktery aplikuje principy inZenyrstvi a
veédy o zivé prirodé k rozvoji biologickych ndhrad pouzivanych k obnoveni, udrzeni nebo
zlepSeni tkanové funkce. Hlavnim cilem tkanového inZenyrstvi je pfekonat nedostatek dar-

ct a imunitni odpor mezi receptory a darci (Tian et al. 2012).

1.2 Srovnani biopolymeri a syntetickych polymeri

Makromolekuly Ize obecné rozdé€lit na ptirodni polymery a syntetické polymery, pfi-
c¢emz kazda tfida ma vlastni specifické rysy (van Hest 2007). Ptirodni i syntetické polyme-
ry jsou molekuly dlouhych fetézct, které se skladaji z velkého poctu malych opakujicich se
jednotek - monomeri. Polymery samy o sobé obvykle nemaji negativni vliv na okolni tka-
né, nicméné, nizkomolekularni slou¢eniny pfidavané do polymeri mohou zptsobit ruzné

reakce, napf. alergické (Silver, Christiansen 1999).
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1.2.1 Prirodni polymery

Siroka 8kala piirodnich polymerd tykajicich se oblasti biomaterialti zahrnuje: 1) rost-
linné materidly - napiiklad celul6za i piirodni kaucuky 2) materidly zivocisSného piivodu,
kde zatazujeme kolagen a 3) jiné piirodni materialy, jako je deoxyribonukleova kyselina
(Ratner et al. 2004). Hlavnimi biopolymery pouzivanymi pii piipravé materialti pro biome-
dicinské aplikace jsou ptirodni polymery odvozené od Zivocisnych tkani - kolagen, chitin,

chitosan, keratin, hedvabi a elastin (Sionkowska et al. 2009).

1.2.1.1 Proteiny (bilkoviny)

Proteiny jsou polymery slozené z polypeptidovych fetézct (Snustad, Simmons
2009). Primarni struktura polypeptidového fetézce je urCena sekvenci aminokyselin
(Murray et al. 2002). Retézce, které obsahuji pouze nékolik aminokyselin, se nazyvaji oli-
gopeptidy. Delsi fetézce, které maji ve své struktuie né€kolik desitek aminokyselin, 0znacu-
jeme jako polypeptidy. Proteiny jsou latky tvorené nékolika stovkami aminokyselin. Ret&z-
ce spojenych aminokyselin jsou nasledné skladany do trojrozmérné struktury jedine¢né pro
kazdy protein (Alberts et al. 2002). Molekuly proteint se podileji na v§ech Zivotné dilezi-
tych procesech. Lze jednoduse fici, Ze maji funkci strukturni, metabolickou a informacni
(Necas 2000). V téle se vyskytuje cela fada bilkovin s odlisnou strukturou a funkei.

S ohledem na rozsah této prace jsou uvedeny pouze ptiklady.

Elastin je protein, ktery dodava tkanim roztazitelnost a smrstitelnost. Proto je pfi-
tomen zejména v plicnich tkanich a velkych arteriich (Murray et al. 2002) Elastin je jednou
z hlavnich latek vyskytujicich se v extracelularni matrix (Sionkowska et al. 2009). Je pte-
vladajicim proteinem ve stén¢ cév. Bylo zjisténo, Ze neaktivuje krevni desticky, takze je
perspektivnim materidlem pro syntetické cévni $tépy (Ulery et al. 2011). Elastin na bazi

hydrogelu je vhodnou nahradou chrupavkovych tkani (Lee, Henthorn 2012).

Keratin je hlavni strukturni vlaknity protein koznich derivati - vlasy, vlna, pefi,
nehty a rohy savct, plazi a ptaka (Vasconcelos et al. 2009). Tenké vrstvy keratinocytt jako
samotné buiiky nebo buiiky kultivované na polyuretanu a hyaluronové esterové membrané
byly vyvinuty jako epitelialni nahrady (Nair, Laurencin 2006). Lze identifikovat dveé velké
skupiny keratinti 1) a keratin, ktery je typicky pro savce a je podmnozinou mnohem veétsi

skupiny vlaknitych bilkovin 2) B keratin nachazejici se u ptaka a plazi (Whitford 2005).
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Fibrin je velky sitovany biopolymer skladajici se z fibronektinu. Podili se na pfiro-
zeném procesu srazeni. Je biokompatibilni, biodegradabilni a je schopen zvysit bunénou
proliferaci (Ulery et al. 2011). Fibrin je funk¢ni material pro tkanové inzenyrstvi. Bylo pro-
kazéano, ze stimuluje fibrinogen a tim migraci epidermalnich bun¢k a keratinocyt. Pouziti
fibrinu v tkanovém inZenyrstvi Ize rozd¢lit do tfi hlavnich oblasti: 1) pouziti samostatného
fibrinu jako materialu buné¢né matrix 2) jako materialu buné¢né matrix v kombinaci s po-
lymernim ,,scaffoldem® — podpirnym leSenim 3) jako davkovaci systém pro rustové fakto-
ry ¢i jiné 1é¢ivé latky (Fisher, 2006).

Zelatina je produktem tepelné degradace kolagenu, ktery ztratil mnoho vlastnosti
realného kolagenu (Ruszczak 2003). Zelatina mize snadno zesitovat riiznymi sitovadly
amize byt formovdna do podoby hydrogelti, které jsou schopné vstiebavani velkého
mnozstvi vody (Nair, Laurencin 2006). Proto se ze samostatné zelatiny nebo kombinované
s lipidy ptipravuji napiiklad polstaiky pro zastavu krvaceni (Mokrej§, Langmaier 2008).
Vzhledem k snadné zpracovatelnosti, biologické rozlozitelnosti a hydrogelovym vlastnos-
tem chemicky zesitovanych nebo polyelektrolytovych komplexti Zelatiny, byla rozsahle
studovana jako matrice 1ékd (Nair, Laurencin 2006). Piedevsim se jedna o vyrobu tvrdych
zelatinovych kapsli, m&kkych zelatinovych kapsli, tablet, potahovani tablet, ptipravu emul-
zi a (mikro)enkapsulaci. S uspéchem se Zelatina pouziva k prevenci vzniku kloubnich
onemocnéni (zejména kolennich a kycelnich kloubtl) a osteoporosy. Velmi rozsifené jsou
také aplikace Zelatiny pro pfipravu biomaterialti pro injekcni aplikace v kostni chirurgii

(Mokrej$, Langmaier 2008).

Albumin je bilkovina krevni plazmy o nejvyssi koncentraci. Diky své vysoké krevni
kompatibilit¢ byl rozsdhle studovan jako matrice pro intravaskularni systémy podavani
1ékt (Nair, Laurencin 2006). V podstaté je v téle vSudypfitomny a téméf vSechny tkané
maji enzymy, které ho mohou degradovat, a to déla albumin slibnym polymerem pro bio-
medicinské aplikace. V soucasné dob¢ je hovézi albumin dodavéan na trh jako lepidlo Bio-

GLue a byl FAD schvalen pro cévni chirurgii (Ulery et al. 2011)

Velmi vyznamnym proteinem v oblasti biomaterialt pro 1€kaiské aplikace je kola-

gen. Vzhledem k tématu mé prace se kolagenu vénuji v samostatné kapitole.
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1.2.1.2 Polysacharidy

Polysacharidy jsou vybornymi kandidaty pro aplikace v tkanovém inzenyrstvi praveé di-
ky jejich biologické rozlozitelnosti, biokompatibilité, rozpustnosti ve vodé a schopnosti

tvorit hydrogely.

Chitin a chitosan jsou typickymi polysacharidy moiskych Zivocicht. Chitin a jeho
deacetylovana forma, chitosan, v posledni dobé pfitahuji stale vét$i pozornost spocivajici
v pochopeni biologickych a fyzikaln¢ chemickych vlastnosti (Kurita 2006). Chitosany se
V praxi pouzivaji pfevazné¢ ve form¢ roztokl. Lze je zpracovat do formy vlaken a film.
V medicin¢ se uplatiiuji jako hydrogelové nosice 1é¢iv (Mokrejs, Langmaier 2008). Vyka-

zuji antibakterialni vlastnosti a podporuji hojeni ran (Ulery et al. 2011).

Celuldza tvoii strukturalni rdmec rostlin a je izolovana z mikrofibril. Derivaty celuldzy
byly rozsahle studovany pro biomedicinské aplikace jako obvazovy material v 1é¢€bé chi-
rurgickych fezt, popalenin, ran a riznych koznich onemocnéni. Vzhledem k tomu, ze deri-
vaty celulozy jsou rozpustné ve vodé a mohou tvofit viskdzni zelé, nasly uplatnéni jako
mast'ovy zéklad tzv. "hydrogelové zdkladny" a byly také zkoumany jako matrice pro fizené
uvolnovani 1é¢iv (Nair, Laurencin 2006). Jeden z etherti celulézy (hydrosypropyl-

methylcelulosa) je pouzivan jako povlak tablet ve farmacii (Mokrejs, Langmaier 2008).

CH,OH
CIQOH H O ~o.
(,HCOH oNoH H

CH,0H H
H OH
oH H\{

Obrazek 1 — Strukturni vzorec celuldzy (Nair, Laurencin 2006)

Skrob je polysacharid tvofeny kombinaci linearni amylozy z 20-30% a z rozvétvenych
polymerti — amylopektini ze 70 — 80% (Nair, Laurencin 2006). Skrob a jeho &aste¢n& hyd-
rolyzované produkty (dextriny, maltéza a glukoza) jsou vynikajicim substratem pro hro-
madnou vyrobu Siroké Skaly biotechnologickych produkti, jako jsou napiiklad organické
kyseliny, antibiotika, vitaminy ¢i hormony. Dehydrovany dimer, laktid, slouZi pfi polyme-
raci k otevieni kruhti, poskytuje tak vysokou molekulovou hmotnost polymeru polylaktid,

ktery je uzite¢ny v mnoha biomedicinskych aplikacich, jako jsou resorbovatelné stehy, pro-
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teticka zafizeni nebo systémy podavani 1ékua (Tharanathan 2005). Naptiklad Contramid je
obchodni nazev systému pomalého uvoliiovani 1é¢iv zalozeny na bazi Skrobu bohatého na

amylozu (Nair, Laurencin 2006).

Kyselina hyaluronova byla piivodn¢ izolovana Meyerem a Palmerem v roce 1934. Jde o
kyselinu, ktera se sklada z nerozvétveného fetézce opakujicich se disacharidovych jednotek
z B-glukuronové kyseliny a N-acetylglukosaminu (Murray et al. 2002). Kyselina hraje di-
lezitou strukturalni roli v kloubni chrupavce a kuzi (Ulery et al. 2011). Je nezbytna pro
kladeni odporu tlakové sily. Dulezita je jako plnivo prostoru v embryonalnim vyvoji (Al-
berts et al. 2002). Kyselina hyaluronova ma nékolik vlastnosti, které z ni ¢ini idealniho
kandidata pro obvazové materialy ran. Muze pusobit jako antioxidant volnych radikalt v
misté rany a tim modulovat zanét, mize pracovat s riiznymi biomolekulami a miize byt
rozpoznana receptory na ruznych buinikach ve spojeni s opravami tkani (Nair, Laurencin
2006). Napriklad sklivec ma velké mnozstvi této kyseliny, ktera ptispiva k viskoelastickym
vlastnostem (Ulery et al. 2011). Proto je kyselina hyaluronova vyuzivana ke zvySeni visko-
zity o¢nich kapek (Mokrejs, Langmaier 2008). Je znamo, ze urychluje regeneraci tkani a
podporuje mezenchymalni a epitelialni bunééné migrace a diferenciace, ¢imz se zvysuje

ukladani kolagenu (Nair, Laurencin 2006).

COOH

J‘;j‘ O HOH ZC
n
“O (o]
HO H()o
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NH

Obrazek 2 — Strukturni vzorec kyseliny hyaluronové (Nair, Laurencin 2006)

1.2.2 Syntetické polymery

Syntetické polymery jsou univerzalni s ohledem na jejich sloZeni a strukturu. Jsou

tedy velmi pfizptsobivé a mohou byt vhodné nasyntetizovany pro urcité aplikace (van Hest
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2007). Rostouci trend ve vyzkumu rozlozitelnych polymeru je ve vyvoji kombinovanych
polymert. Jedna se o polymery, ve kterych monomery obsahuji vice odbouratelnych skupin
(Ulery et al. 2011). Nové plastické materialy na bazi syntetickych polymera byly navrzeny
jako makromolekularni struktury. Tyto struktury napodobovaly do jisté miry nékteré pii-
rodni materialy, pfi¢emz vlastnily zna¢né zlepSené mechanické vlastnosti a trvanlivost

(Williams 2003).

Jednim ze zplsobt pfipravy polymernich materialti pro biomedicinské aplikace jsou
smési syntetickych polymert s piirodnimi (Sionkowska 2011). Vytvofenim novych materi-
ali kombinujicich vyhody jak syntetickych materiald, tak pfirodnich polymeri se zabyva
oblast tkanového inzenyrstvi (Kim et al. 2000). Smési syntetickych a ptirodnich polymert
ptedstavuji novou tfidu materialti s lepSimi mechanickymi vlastnostmi a biokompatibilitou
(Sionkowska et al. 2009).

V soucasné dob¢ se syntetické biopolymery staly atraktivnimi alternativami pro bio-
medicinské aplikace z nasledujicich dtvodu: 1) i kdyz vétsina biologicky odvozenych roz-
lozitelnych polymertt ma dobrou biokompatibilitu, nékteré mohou vyvolat imunitni odpo-
véd, které by bylo mozné piedejit pouzitim vhodného syntetického biopolymeru 2) che-
mické upravy biologicky ziskanych, rozlozitelnych polymerd jsou t€zké 3) chemické modi-
fikace mohou zpisobit zménu vlastnosti biologicky odvozenych, odbouratelnych polymert
(Tian et al. 2012).

Za prvni pokus pouziti syntetického materidlu se povazuje polymethylmetakrylat
(PMMA) (Nair, Laurencin 2006). PMMA je vinylovy polymer syntetizovany radikalovou
polymeraci z monomeru methylmethakrylatu. Jedna se o biokompatibilni, nerozlozitelny a
bioinertni polymer. Je jednim z nejtvrdSich polymert a proto se nejcastéji pouziva v orto-
pedickych a zubnich aplikacich. PMMA ma dlouhou historii jako biomaterial a je pouzivan
klinicky jako kostni cement pro fixaci kloubnich nédhrad. Pfedev§im je PMMA vyuzivan na
vyrobu kontaktnich ¢ocek (Ramakrishna et al. 2010). O pouzivani PMMA v oblasti kon-
taktnich ¢ocek se zaslouzil ¢esky védec Otto Wichterle. Wichterle je vynalezcem mékkych
kontaktnich ¢oc¢ek a byl pritkopnikem v oblasti designu, syntézy a aplikace novych polyme-
ri pro zdravotnické tcely. V roce 1952 jako prvni dokazal ve své laboratofi syntetizovat

hydrofilni polymer, ktery byl nasledné vyuzit v oénim lékaistvi (Sebenda, Hudlicky 1999).
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Polyethylentereftalat (PET) je termoplasticky, neodbouratelny polymer. PET byl po-
prvé predstaven v biomedicinskych aplikacich v 50. letech 20. stoleti v podob¢ stehd.
I v dnesni dob¢ se zna¢né€ pouziva v mnoha lé¢ebnych postupech napt. jako kardiovasku-
larni implantaty ¢i umélé cévy (Ramakrishna et al. 2010). DalSim bézné pouzivanym synte-
tickym materialem je kyselina polyglykolova (PGA). PGA byla jedna z piivodné sledova-
nych biologicky odbouratelnych polyesterti pro biomedicinské aplikace. PGA byla také
zkoumana jako materidl pro vyvoj vnitinich zatizeni kostni fixace. Nicmén¢ z diivoda vy-
soké rychlosti polymerni degradace a nizké rozpustnosti ve spojeni s akumulaci kyselych
degradacnich produkts, které mohou vést k zanétlivym reakcim, je jeji aplikace v oblasti
biomediciny omezena (Nair, Laurencin 2006). Kyselina polymlé¢na (PLA) je jednim z nej-
Castéji pouzivanych biologicky rozlozitelnych syntetickych polymert v biomedicinskych
aplikacich a to zejména pii navrhovani ,,scaffoldu® pro tkanové inzenyrstvi. Predev§im
diky svym funkénim charakteristikam, kdy upfednostiiuje rist bun€k a tkang. Mezi nejvice
zkoumanymi syntetickymi rozlozitelnymi polymery pro aplikace fizeného uvolnovani 1é¢iv
je kopolymer PGA a PLA (Ramakrishna et al. 2010). Jako velmi dulezity druh biokompa-
tibilnich a biodegradovatelnych syntetickych polymerut, které byly studovany pro biomedi-

cinské pouziti v mnoha oblastech, se jevi polyaminokyseliny (Tian et al. 2012).

1.3 Vznik biopolymert

S ohledem na zaméteni mé prace se budu v této kapitole vénovat piedevsim vzniku bil-
kovin, jez jsou velkou skupinou biopolymeri. Mezi bilkoviny fadime napft. kolagen, ktery
je hlavnim pfedmétem této prace. Zakladem vzniku je sled dé€ji, které probihaji v pribéhu
realizace informace zapsané v sekvenci nukleotidd. Tento sled d&ji se nazyva genova ex-
prese (Necas 2000). Zakladni informace je zapsana v nukleotidové sekvenci oznaCované
jako gen. Jedna se o tusek polynukleotidového fetézce vymezeny funkci, kterou nese
(Smarda 2003). Zakladnimi mechanismy genové exprese jsou transkripce, posttranskripéni

upravy, translace a posttransla¢ni tpravy (Necas 2000).

Prvnim krokem je transkripce nukleotidovych sekvenci DNA do sekvenci RNA. Tran-
skripce je iniciovana vazbou molekuly RNA polymerazy na specifickou sekvenci DNA
oznacované jako promotor (Necas 2000). Poté je od startovaciho bodu zahajena syntéza
RNA a proces pokracuje, dokud enzym nepokroc¢i k ukonc¢ovacimu bodu (Murray et al.

2002). Vzniklé vlakno RNA ma charakter primarniho transkriptu a oznacuje se jako hete-
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rogenni nuklearni RNA neboli hnRNA. Naslednymi posttranskripénimi upravami vznika

funk¢ni mediatorova (mRNA), ktera opousti jadro a vstupuje do ribozomu (Kocarek 2004).

Bezprostiedni produkt transkripce se nazyva primarni transkript. Aby se takovy produkt
stal pIn& funkéni, musi byt chemicky upravovan (Nedas 2000). Uprava je ¢asto takova, aby
nastalo vystépeni konkrétnich sekvenci a prob&hla modifikace koncti molekuly. Primarni
transkript je molekulou, jenz je téméf shodna s molekulou mRNA a proto je Casto tento
transkript oznacovan jako prekurzor mRNA s ozna¢enim pre-mRNA (Snustad, Simmons
2009). Ze vzniklych molekul se vysttihuji nekodujici ¢asti — introny. Naopak kodujici sek-
vence - exony - se tim padem spojuji dohromady. Procesem alternativniho sestfihu navic

muze vznikat vice mRNA na zaklad¢ jednoho genu (Necas 2000).

Dalsim krokem je translace. Dochazi k piekladu sekvenci obsazené v mRNA do sek-
vence aminokyselin (Murray et al. 2002). V cytoplazmé se mRNA ptipojuje k organelam
zvanym ribozomy, které jsou sloZeny z ribozomové RNA (rRNA). Pfipojovéni se d¢je na
5’-konci fetézce mRNA. Od tohoto mista dochdzi k syntéze molekuly proteinu (Kocarek
2004). Dalsim nepostradatelnym typem molekuly RNA je tzv. transferova RNA (tRNA).
Tato molekula tRNA slouzi pfi procesu translace jako adaptér mezi aminokyselinou a ko-
donem v mRNA (Snustad, Simmons 2009). Prvni tRNA zacne ¢teni informace na mRNA
tim, ze se antikodonem piilozi na startovaci kodon mRNA (Nec¢as, 2000). Informace
v mRNA, kterd je v ni uloZena, je ddna pofadim dusikatych bazi. Tato informace je prekla-
dana (translace) z mRNa do pofadi aminokyselin vznikajiciho bilkovinného polypeptido-
vého fetdzce (Smarda 2003). Nakonec se k ribozomu dostane stop kodon. Translace je

ukoncena a transla¢ni komplex se rozpadne (Necas 2000).

Piimy produkt translace (polypeptidovy fetézec) jesté neni biologicky funkéni. Musi
dojit k vytvofeni tzv. sekundarni, terciarni popiipad¢ kvartérni struktury. Tyto struktury se
vytvaii spontanné na zaklad¢ interakci aminokyselin v fetézci (Necas 2000). Tyto reakce
zahrnuji odstranéni sekvence na koncich molekuly, doplnéni novych skupin (fosfore¢nany,
nebo cukry), modifikaci existujicich skupin jako oxidace thiolovych skupin (Whitford
2005). Vytvofenim spravné struktury ¢asto pomahaji molekulové chaperony, coz jsou latky
navazujici se K funkénim skupindm polypeptidového fetézce a zabranujici vzniku nezadou-

cich kombinaci nebo uspofadani (Necas 2000).
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1.4 Extracelularni matrix

VétSina savcich bunék je ve tkdnich obklopena komplexni extracelularni matrix (ECM),
Casto oznacovanou také jako pojivova tkan. Pro bunky, které obklopuje, piisobi predevsim
jako podptrné leseni — ,,scaffold (Murray et al. 2002). Jedna se o trojrozmérnou sit’ sloze-
nou z heterogennich makromolekul (Fisher 2006). Hlavnimi slozkami jsou vlaknité bilko-
viny kolagen a elastin. Dale fada specializovanych bilkovin, napt. fibrilin, fibronektin, la-
minin (Murray et al. 2002). Dalsi skupinou tvotici ECM jsou proteoglykany. Ty jsou slo-
zeny z glykosaminoglykand, které se ptipojuji k jadru bilkoviny (Murray et al. 2002). Roz-
liSuji se Ctyfi hlavni skupiny glykosaminoglykant a to podle sacharidové jednotky, typu
spojeni mezi sacharidem a bilkovinou, po¢tu a umisténi sulfatové skupiny: 1) kyselina
hyaluronové 2) chondroitin sulfat a dermatan sulfat 3) heparan sulfat a 4) keratin sulfat

(Alberts et al. 2002).

Slozky ECM se vazi na bilkoviny oznacované integriny, které jsou soucasti bunécného
povrchu (Murray et al. 2002). Pfedstavuji velkou skupinu homolognich transmembrano-
vych adheznich receptorti buiika-matrix. Molekula integrinu se sklada ze dvou nekovalent-
né spojenych podjednotek, tzv. o a B. Integriny lidskych bun¢k jsou tvoieny z 24 typl o
podjednotek a 9 typd B podjednotek. Rozmanitost je dale zvysSena alternativnim sestfihem
RNA integrinu (Alberts et al. 2002). Tento mechanismus piedstavuje jednu z drah, kterymi

mize vnéjsi prostiedi komunikovat s nitrem buiiky (Murray et al. 2002).

Bunky podilejici se na tvorbé ECM rozliSujeme podle druhu tkané, ve které se nachaze-
ji. V pojivovych tkanich jsou to fibroblasty a v kostnich tkanich jsou to osteoblasty. Pfi-
¢emz ECM je v pojivové tkani mnohem hojnéjsi nez bunky, které ji obklopuji, a urCuje tak
fyzikalni vlastnosti tkani. Dokonce ovliviiuje organizaci bunééného cytoskeletu (Alberts et

al. 2004).
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Obrazek 3 — Fibroblast v pojivové tkani

(Alberts et al. 2004)

Velikost, hustota, a orientace kolagenu a dalSich ECM vlaken se 1i$i u riznych tkani a to
zpusobem souvisejicim s funkci dané tkané (Gillette et al. 2011). VSeobecné klicovou roli
ECM je regulace bunééné reakce v tkani. Interakce bunék s jejich ECM jsou kriticky zapo-
jeny do zprostitedkovani vyvoje, organizace a oprav mnoha tkani. Je dilezita pro reakce
jako jsou migrace bun¢k béhem tkanové formace, dale je zapojena do oprav tkani, risto-
vych reakci nebo do hojeni ran v tkani (Puleo, Bizios 2009). ECM je tedy komplexem latek
a hraje spoustu dulezitych roli v tkanovém inzenyrstvi (Fisher 2006). Hydrogely jsou atrak-
tivnim materidlem, protoze jsou strukturné podobné ECM mnoha tkani. A pravé proto byly
pouzity jako material scaffoldu pro fizené uvoliiovani 1é¢iv a ristovych faktort a jako ma-

terialy nahrad tkanového inzenyrstvi (Seo et al. 2006).
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2 KOLAGEN

Tradi¢né rozeznavame Ctyii hlavni typy zivociSnych tkani — pojivé tkané, epitely,
nervové a svalové tkand. Zivo&isné pojivé tkang jsou velmi variabilni. Mohou byt: 1) pevné
a pruzné jako §lacha nebo skara ktuze 2) tvrdé a hutné jako kost 3) pruzné a tlumici narazy
jako chrupavka 4) me&kké a prahledné jako sklivec vyplnujici vnitiek oka. U vSech téchto

tkani je pevnost v tahu zalozena na fibrilarnim proteinu kolagenu (Alberts et al. 2002).

2.1 Vlastnosti

Kolagen se vyskytuje u v§ech mnohobunéénych zivocichi a to v mnoha variantach.
Kolageny jsou hlavnimi proteiny kosti, S§lach a kiize a u savcl predstavuji 25% z celkového
mnozstvi proteinti (Alberts et al. 2002). Kolageny jsou vlaknité extracelularné lokalizované
strukturni proteiny, které zajistuji pevnost tkané vici tahu (Koolman, R6hm 2012). Dopo-
sud bylo identifikovano asi 28 typu kolagenu (Ferreira et al. 2012). Molekulova hmotnost
kolagenu je piiblizn¢ 300 000. Délka molekuly je 300nm a primér molekuly je 1,5nm
(Sano 2003).

Ruizné typy kolagent jsou znaceny fimskymi ¢islicemi. 90% obsahu vsech kolagent
v lidském téle se sklada z typu I, ktery se vyskytuje predevsim v kizi a kostech. Typ Il na-
chazime v chrupavce, typ Il v retikularnich vlaknech, typ IV v bazalni membrané. Podle

vlastnosti je I1ze rozdélit do skupin: 1) sitovité 2) asociované s fibrilami 3) podobné sitirce

perel 4) Kotvici 5) transmembranové (Koolman, R6hm 2012).

Kolagen je snadno dostupny, netoxicky a je skvélym zakladem pro biomaterialy.
Kolagen miiZze byt snadno upraven reakci funkénich skupin, zavadénim pticného spojeni
nebo St€penim biologické molekuly a tim se tak vytvoii Siroka Skala materiald, které maji
pozadované mechanické a biologické vlastnosti. Kolagen ma potencial jako biomaterial
Vv oblasti tkaniového inzenyrstvi kosti v disledku jeho hojnosti, biokompatibility, vysokeé
porovitosti, diky moznostem pro kombinaci s jinymi materialy, snadnému zpracovani, hyd-
rofilnosti, nizké antigenicité a absorpcénim schopnostem v téle. Kolagen miize mit spoustu
nevyhod, jako celd fada pfirodnich polymert. Nékdy mtze kolagen vykazovat Spatné vlast-
nosti praveé V oblasti zpracovani s moznou denaturaci. V nékterych ptipadech mize nastat
i riziko potencionalniho pfenosu patogent z zivoc¢isného zdroje kolagenu (Ferreira et al.

2012).
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2.2 Struktura

Kolagen ma komplexni hierarchickou konformaci, stejn¢ jako jiné proteiny, rozde-
lenou do ¢ty struktur - primarni, sekundarni, terciarni a kvartérni struktura (Ferreira et al.
2012). Hlavnimi aminokyselinami v kolagenu jsou glycin, prolin, hydroxyprolin a alanin
(Sionkowska et al. 2009). Zakladni stavebni jednotka kolagenu, tropokolagen, je sloZen ze
tii polypeptidovych fetézct, z nichz kazdy se sklada asi z 1 000 aminokyselinovych zbytkd.
Kazdy z polypeptidi tvoii levoto¢ivou Sroubovici. Tii levoto¢ivé helikalni polypeptidy
jsou stoceny dohromady a vytvaieji pravotocivou trojitou Sroubovici (superhelix), ktera je
stabilizovdna vodikovymi vazbami mezi jednotlivymi polypeptidovymi fetézci (Murray et
al. 2002). Kazdy z téchto tii fetézct ma opakujici se strukturu ,,Gly-Xaa-Yaa“. Xaa a Yaa
mize byt jakakoli aminokyselina, ale ¢asto je to bud’ prolin nebo hydroxyprolin. Vlastni
molekuly vétSiny kolageni se ptidruzuji k vytvoreni vyssiho tadu struktur jako fibril, siti
nebo supramolekularnich struktur a jsou zodpovédné za mechanické a vazebné vlastnosti,
které jsou charakteristické a rozhodujici pro funkci téchto biomolekul (Puleo a Bizios,
2009). Na koncich fetézct se nachazi nehelikalni ¢asti N-konec a C-konec. N-konec je za-
pojen do regulace vlaknité struktury. C-konec reguluje formaci trojité Sroubovice. Tyto
nehelikalni konce se nazyvaji telopeptidy. Pokud kolagen obsahuje telopeptidy je neimu-
nogenni (Ferreira et al. 2012). Kolagen, ktery je zbaven telopeptidl se oznacuje jako atelo-
kolagen (Sano 2003).

?:‘mz\—/ft

Tropocollagen

f Proteolytic T.
Telopeptides Enzyme Telopeptides

SLS

Ate|oco||agen Molecular Weight 300000
Length 300 nm
Diameter 1.5 nm

Obrazek 4 — Schéma molekuly kolagenu (Sano 2003)
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Polohy postrannich fetézcli aminokyselin Xaa a Yaa jsou smérem ven od stfedu
Sroubovice a tvofi Sroubovité vyvySeniny a mohou byt rozhodujici ve sbaleni molekuly
(Hollinger 2012). Tvorba pfi¢nych propojeni je nezbytna pro vytvoreni makromolekularni-
ho vlakna a nasledné pro jeho mechanickou stabilitu a jiné fyzikalni vlastnosti (Ruszczak
2003). Hydroxyprolin se v jinych proteinech b&ézné nevyskytuje, zatimco v kolagenu tvofi
vice nez 50% z celkového obsahu aminokyselin. Mnoho dlouhych kolagenovych molekul
je v extracelularnim prostoru zesit'ovano a tvoii neelasticka kolagenova vlakna, ktera maji

pevnost v tahu srovnatelnou s oceli (Alberts et al. 2002).

L
Kolagenova ” 10-30nm
fibrila

trojsroubovicova
P % A 4
molekula kolagenu :

jednoduchy polypeptidovy =~ @ e —
retézec kolagenu

Obrazek 5 — Organizace a struktura kolagenu (Alberts et al. 2004)
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2.3 Zdroje

Soucasnymi hlavnimi zdroji kolagenu jsou zviteci kiize a Achillovy Slachy a to ze skotu
¢i prasat (Ruszczak 2003). Pfirodni polymery, mezi které fadime pravé kolagen, jsou ob-
vykle nerozpustné ve vodé i v organickych rozpoustédlech. Vyjimkou je pravé kolagen,
ktery se extrahuje z tkan¢ mladych zvifat, kterd je rozpustna ve ziedéné kyselin€ octové.
(Jancar et al. 2009). Je tfeba zdlraznit, ze vlastnosti kolagenu se 1i§i v zavislosti na zdroji
zvifat a anatomické lokalizaci surového materialu. V zavislosti na piipravé a ¢isticich tech-
nologiich muze kolagen typu I odvozeny z klize obsahovat zbytky fibronektinu, elastinu,
glykosaminoglykand, nervové a cévni komponenty a rizné dalsi typy kolagenu (napt. III,

IV, VII) (Ruszczak 2003).

2.4 Kolagen v lékarstvi

Za poslednich deset let byl kolagen mezi nejvice pouzivanym biomaterialem pro biome-
dicinské aplikace, diky svym vynikajicim biologickym funkcim a fyzikéln€-chemickym
vlastnostem (Ferreira et al. 2012). Biomaterialy z kolagenu vykazuji nékolik vyhodnych
vlastnosti: jsou biokompatibilni, netoxické a maji dobfe zdokumentovany strukturalni, fy-
zikalni, chemické, biologické a imunologické vlastnosti (Ruszczak 2003). Aplikace vyrob-
ki z kolagenu v medicing, ale i farmacii a kosmetice je umoznéna fysiologickou blizkosti

zviteciho kolagenu s kolagenem lidskym (Mokrejs, Langmaier 2008).

Kolagen je vyuzitelny pfedev§im pro aplikace, kde material vyzaduje strukturalni celist-
vost (Groeber et al. 2011). Pfed pouzitim musi byt zbaven vSech nekolagennich kontami-
nujicich slozek, které jsou obvykle pfi¢inou imunologickych reakci implantat. Kolagenni
preparaty pro medicinské aplikace jsou vyrabény z kolagenu typu | (Mokrejs, Langmaier
2008). Vzhledem k tomu, Ze kostni ECM je velmi bohata na kolagen typu I, nalezl pravé
tento typ kolagenu dilezité uplatnéni v kostnim tkanovém inzenyrstvi, kde na bazi kolage-
nového scaffoldu poskytuje piirozenou biologickou informaci pozadovanou pro bunéénou
adhezi, proliferaci a orientaci. Pro aplikaci v kostnim tkanovém inzenyrstvi byly zkoumany
i porézni kolagenové scaffoldy s keramickymi casticemi (Ferreira et al. 2012). Velmi
vhodné jsou i kompozity kolagenu a hydroxyapatitu a to pravé diky své vynikajici biokom-

patibilit¢ a uzkému napodobeni kostni tkan¢ (Nair, Laurencin 2006). Na obrazku 6 je zna-
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zornén rist mineralll na kolagenovém vlaknu. Tohoto procesu se vyuziva v oblasti tkano-

vého inzenyrstvi kosti (Ferreira et al. 2012).

Obrazek 6 — Rust mineralu na vldknech

kolagenu (Ferreira et al. 2012)

Prestoze existuji velké rozdily v ziskavani kolagenu z riznych ptirodnich zdrojt, slouzi
jako vynikajici funkéni matrix biomateridlim pro tkaiiové inZenyrstvi a ndhrady organd,
jako jsou jatra, kuze, krevni cévy a tenké stfevo (Lee a Henthorn, 2012). Pro medicinské
aplikace se pouziva v ruznych fyzikalnich formach (Mokrejs, Langmaier 2008). Napiiklad
kolagenni houby byly rozsahle zkoumany jako obvazy na rany a popaleniny (Nair,
Laurencin 2006). Jako nosice 1é¢iv se vyuziva roztokova forma kolagenu. Vlakna slouzi
jako chirurgicky Sici material ¢i cévni nahrada. Filmy a folie jsou vhodné pro vyrobu kon-
taktnich cocek nebo jako nahrada rohovky. Mohou byt vyuzity i jako nahrada umélé ledvi-
ny (Mokrejs, Langmaier 2008). Diky své schopnosti byt sitovan riznymi latkami je kola-

gen také atraktivni pro pouziti v oblasti uvolniovani 1é¢iv (Groeber et al. 2011).

Chitosan-kolagenové kompozitni hydrogelové materialy maji potencialni vyuziti v rege-
nerativni medicing. Tyto materidly mohou byt pouzity pro zapouzdieni a doruceni, nebo
jako in situ materialti ve formé gelt pro regeneraci tkani (Ferreira et al. 2012). Hojné vyu-
zivana je gelova forma kolagenu a to zejména v tkanovém inzenyrstvi pro vytvoreni
scaffoldu pro husté pojivové tkang, jako jsou $lachy a vaziva. (Fisher 2006). Kolagen v
kombinaci s proteoglykany je metabolicky stabilni a byl rozsahle studovan jako uméla k-
ze, ktera urychluje hojeni ran (Nair, Laurencin 2006). Své uplatnéni nachazi kolagen i v

zubni medicing. Zde je vyuzivan vlaknity kolagenovy zubni obvaz (Ferreira et al. 2012).
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3 ANTIBAKTERIALNI LATKY

Cilem pouzivani antibakteridlnich latek je zniceni plivodce onemocnéni nebo alespon
omezeni jeho ristu bez poskozeni hostitelského organismu. RozliSujeme dvé velké skupiny
latek - antibiotika a chemoterapeutika. Antibiotika jsou produktem metabolizmu mikroor-
ganismu. Chemoterapeutika jsou uméle syntetizované antibakterialni latky. V praxi se
oznaceni antibiotika pouziva ne zcela spravné pro ob¢ skupiny latek, jak ptirodnich tak

chemicky syntetizovanych (Liillman et al. 2004).

3.1 Bakterie

Bakterie jsou prokaryotické bunky. Vyskytuji se bud’ jako jednotlivé izolované bunky
nebo ve shlucich a spolecenstvech. Obsahuji DNA v jednom kruhovém chromozomu, ktery
je volny v cytoplazmé a nemé membranu. Jsou vSak vybaveny vSemi nezbytnymi soucast-

mi biochemického aparatu (Necas 2000).

Cytoplazma bunky je obklopena cytoplazmatickou membranou. Membranu obklopuje
bunécna sténa. Na povrchu stény se mize vyskytovat bakteridlni pouzdro nebo vrstva slizu.
Z povrchu mohou vystupovat biciky, piipadné vyb&zky zvané pili neboli fimbrie.
V cytoplazmé nalézame nukleoid ¢ili jaderny ekvivalent, ribozomy, inkluzni téliska, vaku-
oly nebo granula. N&které bakterie jsou schopny produkovat i spory (Votava 2005).
Plazmidy jsou dalsi organelou Vv cytoplazmé buiiky a pro zivotné dulezité funkce nejsou
zcela nezbytné. Ovsem za urcitych podminek mohou byt tyto organely velmi vyhodné (Ne-
¢as 2000). Plazmid je organela sloZena z kruhové DNA, ktera je syntetizovana nezavisle na
chromozomu. Na plazmidech jsou naptiklad umistény geny rezistence k antibiotikiim nebo

geny urcujici produkei toxini (Schindler 2010).

3.2 Barvitelnost dle Grama

JelikoZ jsou bakterie pfili§ malych rozméru, je mozno je pozorovat pouze pod mikro-
skopem po obarveni. Z nékolika zplisobt jejich barveni je nejvyznamnéjsi barveni podle
Grama. Dansky lékai Hans Christian Joachim Gram (1853-1938) objevil, ze bakterie se
daji rozdé&lit do dvou skupin na zéklad€ schopnosti ¢i neschopnosti obarvenych bunék po-

drzet si barvivo v pfitomnosti alkoholu nebo acetonu (Votava 2005).
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Pomoci této metody zbarveni lze bakterie rozd¢€lit na grampozitivni (G+) a gramnega-
tivni (G-) bakterie. Postup barveni dle Grama je nasledujici: preparat bakterii se obarvi
krystalovou violeti — bakterialni buiiky se obarvi tmavomodie az modrofialoveé. Prida se
Lugoliv roztok — vznika komplex barviva sjodem. Nasleduje puisobeni alkoholu (96%
etanol) nebo acetonu. Jako grampozitivni se oznacuji ty bakterie, které si komplex krysta-
lové violeti s jodem podrzi a zlstavaji tmavémodré. Gramnegativni bakterie je tfeba do-
barvit konstantnim barvivem, napiiklad safraninem, tyto bakterie jsou pak ¢ervené. Tako-
véto rozdéleni bakterii souvisi se stavbou bunééné stény. Sténa gramnegativnich bakterii

obsahuje vice lipidl nez sténa grampozitivnich bakterii (Votava 2005).

3.2.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus (S. aureus) je grampozitivni bakterie kulovitého tvaru
(Schindler 2010). Ptiblizn€ u tfetiny populace Zije ve vztahu blizkém komensalismu na
ktzi nebo na sliznicich a nevyvolava zadné potize. OvSem pii poruse pfirozené odolnosti
se projevi jako patogen. Zacne pronikat do tkani (Votava et al. 2003). Nasledn¢ mtize zpi-
sobit Sirokou Skalu infekci — napf. plic, kosti, srdce a krevniho ob&éhu. Velmi ¢asto je rezis-
tentni vuci antibiotikim (Ducel et al. 2002). Navic mtze byt jednim ze zdrojt hnisavé in-

fekce operacéni rany (Votava 2005).

3.2.2 Escherichia coli

Escherichia coli (E. coli) je gramnegativni fakultativné anaerobni bakterii ty¢inkovitého
tvaru. U zdravého ¢lovéka je béznou soucasti stfevni mikroflory. Pro organismus je pro-
spesna tim, ze se podili na tvorbé vitaminl a to pfedev§im na vitaminu K. Jednd se ale o
podminéné patogenniho mikroba. Mimo stievo je E. coli témét vzdy patogenni (Votava et
al. 2003). E. coli je velmi ptizpusobivou bakterii chemickym podminkam. Lze ji péstovat

na jednoduché smési zivin v kKultiva¢ni nadobé¢ (Alberts et al. 2002).

E. Coli je v oblasti nozokomialnich infekci oznaovana za jednoho z ptivodci mocové
infekce (Votava 2005). Mocova infekce patii k nejéastéjsim nozokomialnim infekcim. Pfi-
¢emz 80% infekci je spojovano s pouzitim permanentniho mocového katétru (Ducel et al.

2002).
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3.3 Vlastnosti antibakterialnich latek

Antibakterialni latky jsou jednou ze skupin antiinfektiv. Vnitini tfidéni antibakteridlnich
latek je predevSim podle chemické struktury, které odpovida fada spolecnych vlastnosti,
jako je mechanismus pusobeni i rezistence, spektrum nebo nezadouci U¢inky (Votava
2005). U antibakterialnich latek se rozeznavaji dva typy jejich ucinku — bakteriocidni
a bakteriostaticky (Pankey, Sabath 2004). Latka, ktera ovlivituje buné¢nou sténu ¢i mem-
branu ma ucinek bakteriocidni, naopak bakteriostaticky pusobi latka inhibujici proteosyn-
tézu (Liilllmann et al. 2004). Rozdil v této antibakterialni aktivité je zobrazen na obrazku 7.
Osa x na grafu znazoriiuje dobu plisobéni antibakterialni latky a osa y pocet bakterii. Pokud
latka postihuje jen na malo bakteridlnich druhti, hovotfime o antibiotiku s uzkym spektrem.
Naopak, je-li latka G¢innd na mnoho bakterialnich kment, mluvime o antibiotiku se §iro-

kym spektrem (Liillmann et al. 2007).
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Obrazek 7 — Antibakterialni aktivita (Albritton et al. 2008)

Antibakterialni latka mize plsobit na riiznych mistech mikrobialni bunky a to riznymi
zpusoby (Votava 2005). Klicové pusobeni antibakterialni latky je zaméteno na: 1) inhibici
syntézy bunécné stény 2) funkci bunééné membrany 3) inhibici syntézy kyseliny tetrahyd-
rolistové 4) interferenci s bakterialni DNA 5) inhibici proteosyntézy (Liillman et al. 2004).
Latky, které inhibuji bunéénou sténu, jsou jako 1é¢ivo velmi vhodné a to z toho divodu, ze

lidské bunika bunécnou sténu nema. Ptikladem takovych antibakteridlnich latek mohou byt
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B-laktamova antibiotika zahrnujici napiiklad peniciliny ¢i cefalosporiny (Liillmann et al.
2007). Inhibice kyseliny tetrahydrolistové spociva v tom, ze lidsky organismus ji potiebuje
pro syntézu purinovych bazi a tymidinu, které jsou stavebnimi latkami vstupujici do synté-
zy DNA a RNA. Zatimco lidskému t¢lu je dod4dvana ve form¢ vitaminu jako kyselina listo-
va, bakterie si ji syntetizuje redukci kyseliny dihydrolistové. Na inhibici syntézy kyseliny
dihydrolistové plisobi tzv. sulfonamidy. Sulfonamidy jsou latkami plisobicimi bakteriosta-
ticky jak na G+ tak G- bakterie. Diaminopyromidiny jsou latky, které v bakterialni bunice
inhibuji reduktazu kyseliny dihydrolistové (Liillmann et al. 2004). Princip plsobeni latek,
které inhibuji funkci DNA, je takovy, Ze inhibuji transkripci genetického kodu z DNA.

Dochazi k poskozovani regula¢niho centra bunééného metabolismu (Liillmann et al. 2007).

Na druhou stranu se mohou bakterie jevit i jako uzite¢né. Naptiklad jsou zde bakterialni
polyestery a polyamidy. Jedna se o polymery produkované mikroorganismy v reakci na
konkrétni ziviny a kulturni podminky. Jsou to netoxické, biokompatibilni, biodegradabilni
materialy a jsou zkoumany pro celou fadu aplikaci v 1ékafskych a ptibuznych oborech

(Nair, Laurencin 2006).

3.4 Potencionalni rizika 1é¢by pomoci antibiotik

Bezesporu antibiotika zachranila zivoty milionim lidi. OvSem v dne$ni dob¢ je problém
v genetice bakterii, jak jednotlivych bunck, tak celych bakteridlnich populaci na Zemi.
(Schindler 2008).

3.4.1 Rezistence

V poslednich letech doslo k naristu poctu 1éka, které pokryji 1écbu témét vSech in-
fekénich onemocnéni. Na druhé strané se také vyvinuly bakteridlni kmeny, které jsou vici
takové 1écbé rezistentni (Liillmann a kol. 2004). Rezistence mize byt vlastnosti bakterie,
ktera je pro ni pfirozena (primarni) a tudiz pak nelze konkrétni antibiotikum pii konkrétni
infekci aplikovat (Schindler 2008). Rizikovéjsi faktor v oblasti mediciny piedstavuje zis-
kana (sekundarni) rezistence. Piivodni bakterie, ktera byla na antibiotikum citliva, se stava
rezistentni (Lochmann 2008). Navic selek¢ni tlak intenzivniho uzivani antibiotik podporuje

rezistenci vici antibiotikiim (Ducel et al. 2002).

Rezistence muze vznikat adaptaci na urovni fenotypu ¢i genotypu (Lochmann

2008). Necitlivost bakterie vici ucinku lé¢iva ma hned nékolik zpisobl vyvoje: 1) enzy-
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matickd inaktivace 1éCiva v bezprostfedni blizkosti bakterie ¢i dokonce v jejim nitru 2)
snizeny pfijem G¢inné latky do bakterie nebo zvyseny transport z nitra bakterie 3) znecitli-
véni mista v bakterii nebo kompenzace metabolického defektu vyvolaného t¢innou latkou

(Lillmann et al. 2004).

3.4.2 Nozokomialni infekce

Odolnost proti antimikrobialnim latkam je problémem ve zdravotnickych zatize-
nich a nemocnicich, kde je pienos bakterii zesileny. Onemocnéni, jez maji pavod ve zdra-
votnickém zafizeni, se oznacuji jako nozokomidlni. Nozokomidlni infekce jsou Casto zpu-
sobeny pravé organismy, které jsou viéi antibiotikim rezistentni. Ctyfi nejb&zng&jsi
nozokomialni infekce jsou infekce mocovych cest, infekce operacni rany, zéapal plic a pri-
marni infekce krevniho fecisté (Ducel et al. 2002). Zdroj infekce miize byt exogenni ¢i en-
dogenni. Exogenni znamena, Ze puvodcem infekce jsou jini pacienti, navstévy ¢i personal.
Endogenni zdroj naopak oznacuje za puvodce infekce vlastni mikrofloru pacienta (Votava

2005).

3.5 Biofilm

Pro bakterie neni problémem zit volné ve vodném prostiedi nebo na pevném pod-
kladu, kde mohou vytvotit biofilm (Schindler 2008). Rist v biofilmu bakteriim zarucuje
vyssi odolnost k preziti. Stavaji se odolné;jsi toxickym latkdm, UV zéfeni, ale 1 mechanic-
kému poskozeni a dokonce jsou i odolngjsi bakteriofagiim ¢i jinym predatorim (Rulik et

al. 2011). Pfiznivym prostfedim pro vytvafeni biofilmu jsou sliznice a vystelky dutin.

Biofilmy se mohou tvofit napfiklad na plastikovych ¢i kovovych protetickych im-
plantatech, které byly zavedeny do lidského organismu (Schindler 2008). Jedna se intra-
venozni katétry, umeélé srdecni chlopné, kloubni ndhrady, chirurgické stehy, cévni Stépy,
nitrodélozni téliska, mocové katétry nebo kontaktni ocky a jinak podobné nahrady. Prikla-
dy onemocnéni, které zapficinuje prave tvorba biofilmu, jsou zubni kaz, zanét stiedniho
ucha, zanéty zluovych cest ¢i zanét plic (Votava 2005). Na tvorbu biofilmu ma pak vliv
zejména zpusob zavedeni implantatu, péce o n¢j a doba, po kterou je zaveden do téla. Vel-
mi podstatnym vlivem je material implantatu. Povrchy téchto nahrad jsou diky svym fyzi-

kalné-chemickym vlastnostem vhodné pro adhezi a naslednou tvorbu biofilmu pro mnoho
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kmenii bakterii. Osidlovani implantati usnadnuje vrstva sérovych a tkanovych proteint

hostitele a to predevsim ty, co jsou soucasti krve.

Vznik a vyvoj biofilmu mé nékolik krokt, které jsou zobrazeny nize na obrazku 8.
Nad ur¢itym pevnym podkladem, ktery miize byt tvofen napf. jakymkoli implantatem se
nachazi kapalna faze, v nasem piipadé¢ jde o krev. Organické latky vysktujici se v krevnim
feCisti jsou zachytavany na pevny podklad. Dale dochézi k adhezi mikroorganisml na or-
ganické latky, které jsou pravé vyzivou pro mikroorganismy. Pfilnuté mikroorganismy se
mnozi vice a vice a biofilm v podstaté roste. Navic jsou zachytavany i dalsi bunky z okolni
kapaliny. U takto plné rozvinutého biofilmu dochazi k oddélovani drobnych mikroorga-

nismu, coz muze V lidském organismu vyvolat zavazné potize (Rulik et al. 2011).

Obrazek 8 — Princip vzniku a vyvoje biofilmu (Rulik et al. 2011)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 34

4 ZAKLADY KULTIVACE BUNECNYCH KULTUR PRO IN VITRO
TESTY

Testy provadéné na buné¢nych liniich se nazyvaji in vitro testy (Alberts et al. 2002).
V mnoha ptipadech se bunky izoluji a udrzuji v laboratofi za podminek, které umozni je-
jich preziti a rast. Takovy postup udrzovani je znamy jako kultivace (Lodish et al. 2013).
Vsechny bunééné linie slouzici k in vitro testovani pottebuji pro svij rust ziviny vV podobé
zivnych médii, vhodnou teplotu, pH a kyslik. Zmény v podminkach kultivace mohou zpi-

sobit ¢i zastavit rust nebo dokonce vyvolat apoptozu (Lee, Henthorn 2012).

Prvni fazi tkdnové kultury je primarni bunécénd kultura. Ke stanoveni primarni bunééné
kultury se bézné pozivaji zivo¢isné tkané nebo jejich embrya. Po izolaci pozadovaného
¢asti tkan€ dochazi k rozélenéni bunék bud’ mechanicky nebo enzymaticky (Lee a Hentho-
rn, 2012). Prvnim krokem pii izolaci bun¢k jednotného typu tkané, ktera obsahuje smés
bunéénych typt je narusit ECM, ktera drzi buniky pohromad¢ (Alberts et al. 2002).

Pro kultivaci riznych bunéénych linii se pouzivaji rizné typy médii. Vybér je vétsinou
empiricky a lze jej optimalizovat pro rizné bunééné linie a ucely. VéEtSina médii ma nasle-
dujici zakladni soucasti: vyvazeny solny roztok, esencialni aminokyseliny, glukozu, vita-
miny a antibiotika. K doplnéni médii se pouziva rtiznych sér. Séra obsahuji rustové faktory
a hormony, které bunka potiebuje ke svému rastu (Lee, Henthorn 2012). Nejvice pouziva-
na séra v tkanové kultufe jsou plivodem lidského séra, teleciho ¢i hovézi plodu nebo dospé-

1¢ koné (Alberts et al. 2002).

Obrazek 9 — Zasobni 1ahev

média (Invitrogen protocol)

Sav¢i buiiky jsou nepfizptisobivé na ruzny rozsah teplot (Lee, Henthorn 2012). Opti-
malni teplota pro bunétné kultury je zavisla na: 1) télesné teploté zviiete, ze kterého byly

bunky ziskany 2) jakémkoli anatomickém kolisani teploty 3) zaclenéni bezpecnostniho
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faktoru pro drobné regulace inkubatoru. Teplota doporu¢ena pro vétSinu lidskych bunék a
bunék teplokrevnych Zivocisnych linii je 37°C (Freshney 2005). Mnoho bunécnych linii
vyzaduje také optimalni pH. Buné¢nym liniim vyhovuje hodnota pH 7,4 (Lee, Henthon
2012). Optimalni pH pro rist bunék se 1isi pomérné malo mezi riznymi bunéénymi kmeny.
Ovsem napftiklad linie fibroblastii rostou nejlépe pti pH 7,4 - 7,7 naopak transformované

bunky mohou Iépe rust pii pH 7,0 - 7,4 (Freshney 2005).

Kyslik je vyzadovan pro dychani a je tedy kliCovou zivinou pro pieziti kultur zivo¢is-
nych bunék, i kdyz pozadavky se 1isi podle druhu bunééné linie (Lee, Henthorn 2012). Pti-
¢emz vétSina bunénych linii preferuje nizsi tlak kysliku (Freshney 2005). Vzhledem
k nizké rozpustnosti kysliku ve vodé, musi byt kyslik k dispozici nepietrzité¢ a to obvykle

vétranim kultiva¢niho média (Lee, Henthorn 2012).
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5 METODY IN VITRO TESTOVANI BUNECNE PROLIFERACE

Nové materialy by mély byt hodnoceny in vivo a in vitro biologickym testovanim k za-
jisténi bezpecnosti a biokompatibility pfed pouzitim v lidském téle. Testy cytotoxicity se
bézné pouzivaji pro hodnoceni biokompatibility materiald. Spravné hodnoceni cytotoxicity

vyzaduje spravné a presné in vitro laboratorni zkousky (Wang et al. 2010).

51 MTT test

MTT test mtize byt pouzitelny pro predbézné detekcni kontroly materialli pro cytotoxic-
ké ucinky. Jde o relativné levny test a lze jej snadno provést. MTT test je pomérné spoleh-
livou metodu ve srovnani s jinymi testy (Wang et al. 2010). Jedna se o kvantitativni meto-
du zaloZenou na pouziti 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyl tetrazolium bromide
(MTT) (Dufrane et al. 2001). Test zahrnuje pfeménu ve vodé rozpustného MTT na neroz-
pustny formazan (Vybrant protocol, 2002). MTT je transformovano mitochondrialnimi
dehydrogenazami v zivych buiikach s modro-fialové barevnou srazeninou formazanu

(Wang et al. 2010).
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Obrazek 10 — Linerarni zavislost viability bunék a

absorbance (Vybrant Protocol, 2002)
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Nasledn¢ je koncentrace stanovena pomoci absorbance svételného zareni o vinové délce
570nm (Vybrant protocol, 2002). Absorbance formazanu ve viditelné oblasti je ve vzajem-
ném vztahu s Zivotaschopnosti bun€k neboli viabilitou, jak mizeme vidét na obrazku 10
(Wang et al. 2010). Vysledek nasledné poukazuje na velmi citlivé méfeni. Je zaznamenana
hustota bun&k priblizné 10° na jednu jamku testované mikrodesticky (Vybrant protocol,
2002).

Vysledky, jez jsou ziskany pomoci MTT testu poukazuji, Ze je tento test dostateCny
Kk prokazani viability bunéénych linii. Pfi navrhu biomateriala je dilezité dokazat jejich
dostate¢nou biokompatibilitu. Proto musi byt provedena tfada testl, které tuto vlastnost
dokazuji. Prvni etapou ditkazti biokompatibility je test cytotoxicity. MTT test se jevil jako
velmi dostacujici test, ktery studoval interakci mezi Zivou buiikou a biomateridlem (Dufra-

ne et al. 2001).

5.2 Fluorescen¢ni mikroskopie

Fluorescen¢ni mikroskopie se stala nezbytnym nastrojem v biologii, stejné jako ve véde
materiald, protoze ma atributy, které nejsou snadno dostupné v jiné optické mikroskopické
technice (Spring 2003). Piedevsim poskytuje efektivni a jedine¢ny ptistup ke studiu pevné
a zivé bunky. Jedna se o vSestrannou metodu s velkou specifi¢nosti a vysokou citlivosti

(Ishikawa-Ankerhold et al. 2012).

Podstata celé fluorescence je zndzornéna na obrazku 11. KdyZ organické nebo anorga-
nické vzorky absorbuji zafeni vV podobé¢ svételného kvanta a nasledné toto zafeni vyzafi, je
takovy proces typickym vysledkem fluorescence (Spring 2003). Elektron je excitovan na
vys$i energetickou drahu. Po urcité dobé elektron prechazi zpét do své ptivodni drahy. Pre-
byte¢na energie je ve formé emise vyzafena (Ishikawa-Ankerhold et al. 2012). Fluorescen-
ce je emisi fotonti pomoci atomti nebo molekul, jejichz elektrony jsou pifechodné stimulo-
vany k vys$simu budicimu stavu zafivou energii z vn&jSiho zdroje (Murphy 2001). Moderni
mikroskopy pro pozorovani fluorescen¢nich vzorkt jsou nakonfigurovany tak, aby svételna
excitace prostrednictvim objektivu prosla do vzorku a pak se selektivné pozorovalo emito-
vané fluorescencni svétlo, které ptichazi zpét ze vzorku (Lodish et al. 2013). Ovsem ve
vétsSing aplikaci fluorescencni mikroskopie je pocet fotontl, které se dostanou do oka nebo
na detektor, obvykle velmi nizky. Uvadi se, Ze G€innost zachycovani mikroskopy, je mensi

nez 30% (Spring 2003).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 38

Ground state Excited state Ground state

Excitation

L

Emission

Obrazek 11 — Princip fluorescence (Ishikawa-Ankerhold et al. 2012)

Fluorescen¢ni mikroskopie je Siroce vyuzivana pro studium intracelularni distribuce
a molekularnich mechanismti velkého mnoZstvi makromolekul a metabolitd (Murphy
2001). Nejcastéji se pouziva k detekci specifickych proteini nebo jinych molekul v bun-
kach a tkanich (Alberts et al. 2002). Je dulezité si blize uvédomit nékteré z hlavnich apli-
kaci, pro které je fluorescen¢ni mikroskopie pouzitelna. Patii mezi né napiiklad: 1) stano-
veni intracelularni distribuce makromolekul ve vytvotenych strukturdch, jako jsou napfi-
klad membrany 2) studium intracelularni dynamiky makromolekul spojenych se zdvaznymi
postupy disociace a diftze 3) studium proteinii a reakénich mechanismi pomoci flu-
orescenéniho pfenosu energie a fluorescenéni korela¢ni mikroskopie 4) stanoveni intracelu-
larnich koncentraci a zmén kontrakei iont, véetnd H*,Na",K*,CI',Ca** a mnoho jinych
kovii 5) studium Zivotaschopnosti bunék a ucinkt faktort, které ovliviuji rychlost apopto-
zy pomoci kombinace barev, které jsou trvalé a nestalé vici plazmatické membrané
6) zkoumani bunécnych funkei, jako je endocytdza, exocytdza, transdukce signalu a rege-

nerace transmembranovych potencialii pomoci fluorescenénich barviv (Murphy 2011).

Fluorescen¢ni mikroskop detekuje buniky takovym zplisobem, Ze se buiiky obarvuji flu-
orescenénimi barvivy (Alberts et al. 2002). Pfi¢emz koncentrace fluorescenéniho barviva je
zavisla na koncentraci iontli (Lodish et al. 2013). Dvé fluorescen¢ni barviva, ktera se bézné
pouzivaji, jsou: 1) fluorescin, které emituje intenzivni zelenou fluorescenci pii excitaci
s modrym svétlem a 2) rhodamin, které emituje tmavé Cervenou fluorescenci pii excitaci

zeleno-zlutého svétla (Alberts et al. 2002).
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II. PRAKTICKA CAST
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6 EXPERIMENTALNI USPORADANI

V experimentu se pracovalo s kolagenovymi filmy, které obsahovaly jednak antibakteri-
alni latky — benzylchlorid (BzCl) a bronopol a dale extrakt z Pazitky pobiezni (Allium
schoenoprasum). Pro stanoveni zda je antibakterialni latka G¢inna v pouzitych koncentra-
cich byla pouzita diskova difuzni metoda. Stanoveni cytotoxicity bylo provedeno dle ISO

10993-5 ,,Zkousky na cytotoxicitu in vitro,* s upravami.

6.1 Kolagenové filmy

Pro experiment byly pouzity kolagenové filmy, konkrétné s emulzi atelokolagu
z hovézi Achillovy Slachy (pH 3,5), ktera obsahovala 1,4% atelokolagenu (Vipo AS). Ate-
lokolagen byl rozpustén v 0,1M kyselin¢ octové, aby se piipravil 0,1% w/w roztok. Roztok
se nasledné michal pomoci tfepacky (IKA) po dobu 4 hodin pti 1000 otackach za minutu.
Nasledné se 2ml tohoto roztoku odlévaly na petriho misky. Rozpoustédlo bylo odpafovano

po dobu tii dnli za laboratornich podminek.

Soucasti kolagenovych filma byly nasledujici bioaktivni latky: 1) benzylchlorid o kon-
centracich 2%; 0,5% a 0,1% 2) bronopol o koncentracich 2%; 0,5% a 0,1% 3) extrakt
z Allium schoenoprasum (A. schoenoprasum) o koncentracich 25ug/ml; 50pg/ml; 75ug/ml
a 100pg/ml. Pficemz jedna petriho miska zustala pouze s atelokolagenem. Jako reference

byl pouzit riist bun¢k na tkanovém polystyrenu (PAA).

Obrazek 12 — Ukazka ptipraveného kolagenového filmu
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6.2 Pouzita bunééna linie

Pro testy cytotoxicity byla pouzita nasledujici bunééna linie. Jednalo se o linii lidskych
keratinocyta HaCaT (CLS - Cell Lines Service). Buriky byly ziskany z lidské kize 62letého
muze. Z pohledu ristovych vlastnosti jsou keratinocyty jednovrstevné. Tato bunécna linie
spada do kategorie biosafety level 1 (coz znamena, ze s buitkami se muze pracovat bez
jakéhokoliv omezeni, neobsahuji zadny patogen, ktery by mohl vyvolat onemocnéni, a
predstavuji minimalni potencialni riziko pro laboratorni pracovniky a Zivotni prostiedi).
Buiiky byly kultivovany v inkubatoru Heracell 1501 (ThermoScientific). Pro tyto buiky je
dulezité, aby inkubator udrzoval nasledujici kultivaéni parametry: koncentrace oxidu uhli-

¢itého (COy) 5%, teplota 37,0°C a stabilni vlhkost.

Obrazek 13 — Ukazka bunécéné linie HaCaT

K bunikam bylo ptidavano kultivacni médium, které je slozeno z Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM) s vysokym obsahem glukézy. Vysokym obsahem glukézy je mys-
lena jeji koncentrace 4,5¢/l. Soucasti kultivaéniho média je také ptidavek stabilniho L-
glutaminu. L-glutamin je esencialni aminokyselina a musi byt do médii pfidavana pro na-
slednou bunécnou kultivaci. Pfidavek takto stabilniho L-glutaminu zajisti pouzitelnost meé-
dia po dobu 18 mésict. Soucasti média jsou i vitaminy. Navic bylo médium podle doporu-
¢eni vyrobce obohaceno piidavkem 10% fetalniho hovéziho séra (PAA). Médium neobsa-
huje zadné latky, které by v danych koncentracich byly povazovany za zdravotné nebez-
pecné. Médium je nutné skladovat v fadné¢ oznacenych nadobach pfi teploté 2°C az 8°C.

Z fyzikalniho hlediska je pro médium vhodna koncentrace CO; 8,5%. Hodnota pH by se
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méla pohybovat v rozmezi 6,8 — 7,5. DMEM slouzi k péstovani celé fady bunécnych linii.

Soucasti média byla také antibiotika pro prevenci infekce a to penicilin a streptomycin.
6.3 Prekultivace

Pfed zapocetim vlastniho testu bylo nutné provést prekultivaci bunék. Nejdiive se odsa-
lo medium z kultivacni lahve. Poté se buiiky oplachly pomoci PBS (0,2 ml/cm?), které se
nasledn& odsalo. Pomoci trypsinu (0,1ml/cm?) byly naruseny mezibun&éné spoje a buiiky
tak byly pievedeny do suspenze. Doba plisobeni trypsinu byla individualni podle pozoro-
vaného uvolnéni bun¢k, maximalné vsak 20 minut. Pfi trypsinizaci dochazi k odd¢leni bu-
nek jak ode dna kultivacni 1dhve, tak jednotlivych bunék od sebe. Po oddéleni bunék se
pfidalo kultivaéni médium (0,1ml/cm?). Obsah kultivaéni lahve se pievedl do zkumavky,
ktera se nechala centrifugovat, aby se buiiky dokonale oddélily od média s trypsinem. Cen-
trifugace probéhla na centrifuze Ependorf 5702 R (Ependorf) po dobu 3minut, pii teploté
37°C arychlosti 1,1 10°rpm. Burniky se dokonale odd¢lily od média na spodni ¢ast zkumav-
ky. Médium se odsalo a buiiky se nafedily na poZzadovanou koncentraci 1.10° bun&k/ml
kultiva¢niho média. Ze zkumavky o pozadované koncentraci se vzdy odpipetovaly 2ml,

které se ptidaly na kazdou petriho misku. Nasledn¢ probihala tfidenni kultivace.

6.4 MTT test

Po trech dnech kultivace se u poloviny vzorkli provedl MTT test. Na Petriho misky se
ptidalo 5ul/ml MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide). MTT

je prasek Zluté barvy, rozpustny ve vodé 10g/1 (Duchefa biochemie).

MTT se nechalo v inkubatoru 4 hodiny pusobit. Pak se odpipetovalo 0,8ml roztoku
z misky, zbytek se odsal a 0,8ml se vratilo. Ptidalo se 1,6ml DMSO (dimethylsulfoxid),
které se nechalo 20minut pasobit. Poté se jiz méfila absorbance vzorki na mikrotitracnim
spektrofotometru Sunrise (Tecan). Vinova délka byla nastavena v oblasti viditelného svétla

na hodnotu 570nm (Vybrant protocol, 2002).
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6.5 Fluorescen¢ni mikroskopie

K druhé polovin¢ vzorkl se ptidalo 10ug/ml fluorescenéniho barviva Hoechst (Invitro-
gen protocol, 2005). Vzorky byly pozorovany na invertovaném fluorescen¢nim mikroskopu
(Olympus CKX 41). Existuji rizné druhy barviva Hoechst. Pfi experimentu se pracovalo
s druhem — penthahydrat(bis-benzimide) ¢ili Hoechst s ozna¢enim 33258, ktery je mirné

rozpustny ve vodé. Strukturni vzorec je znazornén na obrazku 14.
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Obrazek 14 — Struktura barviva Hoechst (Invitro-

gen protocol, 2005)

Hoechst je modré cytoplazmatickou membranou propustné fluorescencni barvivo, které
je velmi citlivé na konformaci DNA a stav chromatinu v bunikach. Hoechst barvivo je vel-
mi uzite¢né pro zivotné dulezité rozpoznani poskozené DNA a dalsi zivotaschopnost bur-
Ky. Mé&feni spociva v tom, ze se sleduji posuny emisnich spekter barviva. Barviva mohou
byt vybuzena jednak xenonovou nebo obloukovou lampou, ale i UV laserem. Pfidani kon-
centraci barviva ke vzorkim je pfizpiisobeno konkrétnimu bunécnému typu. Rizny piida-
vek koncentrace nasledné vede 1 k riznym typlim inkubacnich podminek. Kone¢né zbarve-
ni mize ovlivnit fada faktori a to napf. ristové médium, hustota bunék ¢i ptitomnost dal-

Sich typt bunék (Invitrogen protocol, 2005).
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Obrazek 15 — Emisni a excitacni spektrum barviva Hoechst

(Invitrogen protocol, 2005)

6.6 Antibakterialni testy

Antibakterialni testy byly provedeny pomoci diskové diftizni metody neboli Kirby-
Bauerovy metody. Metoda se pouziva jiz od roku 1966 a je pojmenovana podle prikopnikt
W. Kirbyho a W. Bauera. Jedna se o jednu z metod, které se vyuziva ke stanoveni citlo-

vosti k antibiotiktim.

Schéma s jednotlivymi kroky diskové difuzni metody je zndzornéno na obrazku 16. Do
petriho misky je nalita Zivna plda, na kterou se inokuluji bakterie (A). Pomoci dispenzoru
¢ili davkovace (B) anebo ru¢né se na povrch agaru nanesou kolecka filtra¢nich papiri, na
které jsou naneseny latky, které maji byt testovany (C). Ptipravené vzorky se inkubuji po
dobu 16 az 18 hodin. Nakonec se méfi primér inhibicni zony a to s pfesnosti na milimetr.
Pramér inhibi¢ni zony, kterd je produkdvana, indikuje nachylnost nebo rezistenci bakterii

vii¢i antibiotiku (Hudzicki, 2009).


http://www.microbelibrary.org/library/8-authors/3208-jan-hudzicki

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 45

ASM MicrobeLibrary © Hudzicki

\
s

.

1

ASM MicrobeLibrary © Hudzicki

Mlll“ll”l!!l]”lﬂllli]

| ~ CENTIMETERS

C D

Obrazek 16 — Princip diskové difizni metody (Hudzicki, 2009)

Jednoduse tato metoda spociva v naneseni zkoumané latky na papirovy disk umistény na
zivnou pudu. Je-li od disku pozorovan rist inhibi¢ni zony, jinymi slovy bakterie nedokazi
proristat az k samotnym vzorkiim disku, je zkoumana latka uc¢inna a vykazuje antibakteri-
alni ucinek. Rostou-li vsak bakterie az k samotnym disku a neni tak pozorovan jakykoli
prumér inhibi¢ni zony, je takovéto antibiotikum neuc¢inné a nevykazuje zadny antibakteri-
alni uc¢innek.

Vzorky kolagenu s riznymi koncentracemi extraktd z A. schoenoprasum byly naneseny
na sterilni kolecka filtraéniho papiru o priméru 8mm. Zivnou piidou byl Mueller-Hintontv
agar, ktery byl nao¢kovan dvéma patogennimi mikroorganismy. Konkretné se jednalo o
dva druhy bakterii: 1) Escherichia coli (E. coli) (CCM4516) a 2) Staphylococcus aureus (S.
aureus) (CCM4517). Vzorky byly inkubovany 2 dny pfi teploté 35°C. Pramér inhibi¢ni

z6ny byl kontrolovan prvni i druhy den kultivace.
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7 VYSLEDKY

Hlavnim cilem prace byla snaha pfipravit biomaterial, ktery bude biokompatibilni a za-
roven antibakterialni. Existuje mnoho potencionalnich materiala, které jsou pro takovéto
ucely vhodné. My jsme si vybrali kolagen, protoze je ¢asto studovan, vyskytuje se v lid-
ském téle, je obecné biokompatibilni a netoxicky. Jednim z test urCujicich biokompatibili-
tu je cytotoxicita. V nasem piipad¢ jsme vyuzili pro testovani cytotoxicity jsme vyuzili
bunééné linie lidskych keratinocyti. K vyhodnoceni viability bunék byl pouzit test MTT a
fluorescenéni mikroskopie. Antibakterialni efekt byl stanoven pomoci diskové difuzni me-

tody.

7.1 Test cytotoxicity

Vysledky testovani cytotoxicity jsou prezentovany ve form¢ grafii a tabulek. Osy X gra-
fi znazornuji zastoupeni jednotlivych kolagenovych filmi s ptidanim riznych koncentraci
ucinnych latek. Osy y predstavuji absorbanci viditelného svétla pfi hodnoté vinové délky

570nm v ramci vyhodnoceni MTT testu.
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Graf 1 — Cytotoxicita kolagenovych filmu s antibakterialnimi latkami

Graf 1 je zobrazenim vysledkt cytotoxicity kolagenovych filmt s riznymi koncentra-
cemi ucinnych antibakterialnich latek. Pozorujeme, ze rtst bunék na samostatném kolage-

novémm filmu (bez jakékoli koncentrace antibakterialni latky) se témét shoduje s referenc-
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nim vzorkem (tkdnovy polystyren). Vzorek kolagenového filmu s koncentraci 0,1% brono-
polu vykazuje jiz snizenou absorbanci viditelného svétla, tedy snizeny viabilitu bunék. Ko-
lagenové filmy, které obsahovaly 2% bronopolu a 0,5% bronopolu vykazuji podstatné sni-
zeny rist bunék. Vzorky kolagenovych filmt s 2%; 0,5% a 0,1% benzylchloridu neabsor-
bovaly témét zadné viditelné svétlo. Lze tedy fici, ze kolagenové filmy s témito koncentra-
cemi benzylchloridu vyrazné snizily rast bunék. Benzylchlorid ve vSech testovanych kon-

centracich a bronopol v koncentracich 2% a 0,5% méli vyrazny vliv na bunéénou viabilitu

Tabulka 1- Viabilita bunék kultivovanych za pfitomnosti G¢innych antibakterialnich latek

Vv riznych koncentracich

Vzorek Promér + SD p %
Atelokolagen 0,5602 + 0,0422 0,0335 89,7
2% BzCl 0,1377 + 0,0076 0,0000 22,1
0,5% BzCl 0,1313 + 0,0033 0,0000 21,0
0,1% BzClI 0,1331 + 0,0061 0,0000 213
2% Bronopol 0,2182 + 0,0075 0,0000 34,9
0,5% Bronopol 0,1692 + 0,0044 0,0000 27,1
0,1% Bronopol 0,4429 + 0,0063 0,0000 70,9
0,6244 + 0,0202 100

Reference

Poznamka: p vyjadfuje hladinu vyznamnosti pti porovnani s referenci. % vyjadfuji procentualni
pokles bunééné viability ve srovnani s referenci pti¢emz: hodnota rovna 100 znamena 100% pie-
zitelnost bunék; >80 vyjadruje necytotoxicky efekt; 60—80 slaba cytotoxicita; 40—60 stfedni cyto-
toxicita, <40 silna cytotoxicita.

V tabulce 1 jsou zaznamenany prumérné hodnoty absorbanci se smérodatnou od-
chylkou, které koreluji s bunéc¢nou viabilitou. Sloupec s hodnotami p je vyjadfenim hladiny
vyznamnosti rozdili mezi absorbanci jednotlivych vzorki a referenci (vyhodnoceno pomo-
ci T-testu). Dale je uveden procentualni pokles viability bunek, coz odpovida vyhodnoceni
pomoci ISO normy. Hodnota 100 znamena 100% piezitelnost bun¢k a odpovida referenci.

Hodnoty mezi 80 — 100 jsou vyjadienim necytotoxického efektu. Rozmezi hodnot 60 — 80
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poukazuje na slabou cytotoxicitu, 40 — 60 stiedni cytotoxicitu. Hodnota, ktera je niz$i nez

40 je ukazatelem silné cytotoxicity.

Z uvedenych hodnot mizeme urcit, ze samotny atelokolagen nevykazuje zadny cy-
totoxicky efekt. Kolagenovy film s koncentraci bronopolu 0,1% vykazuje hodnotou 70,9%,
coz odpovida slabému cytotoxickému efektu. Zbylé koncentrace vykazuji silnou cytotoxi-
citu. Pro nasledujici zamyslené aplikace biomateridlu je teoreticky pouzitélné material s
koncentraci 0,1% bronopolu. V ptipadé BzCl pak vSechny testované koncentrace vykazuji

silnou cytotoxicitu. Pro zamyslené aplikace tedy nejsou tyto koncentrace vhodné.
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Graf 2 - Cytotoxicita kolagenovych film s extraktem A. schoenoprasum

Na grafu 2 jsou zaznamenany vysledné hodnoty cytotoxicity kolagenovych filmt
s extraktem A. schoenoprasum. Vsechny zkoumané koncentrace pazitkového extraktu sni-
zovaly viabilitu bun¢k vyjadienou absorbanci svétla o vinové délce 570nm,. U koncentrace
75ng/ml byla absorbance o néco malo vyssi nez u ostatnich koncentraci. U koncentraci
25pg/ml; 50pg/ml a 100pug/ml byla absorbance nizsi nez 0,2 U koncentrace 75ug/ml ex-
traktu absorbance ptfesahovala hodnotu 0,2. Tyto hodnoty jsou velmi nizké oproti hodnoté
absorbance reference, ktera je 0,6. Hodnosta absorbance vzorku kolagenového filmu bez
pfidani jakékoli koncentrace extraktu pfesahovala hodnotu referen¢niho vzorku, teda doslo
ke zvySené viabilité. Toto neodpovida vysledku ptfedchazejiciho testu, kde atelokolagen

vykazoval niz$i hodnotu absorbance. To muze byt ddno nehomogenitou pfipravenych
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vzorkl, coz je obecny problém biopolymert Na grafu si mizeme také vSimnou velmi nizké
smérodatné odchylky Rozptyl hodnot absorbanci je tedy velmi nizké a blizky primérné

hodnoté.

Tabulka 2 - Viabilita bunék kultivovanych za pfitomnosti extraktu Allium schoenoprasum
v riznych koncentracich

Vzorek Primér + SD p %
Atelokolagen 0,6119 +0,0123 0,0001 109,2
A. schoenoprasum 25ug/ml 0,1877 = 0,0045 0,0000 335
A. schoenoprasum 50ug/ml 0,1731 + 0,0090 0,0000 30,9
A. schoenoprasum 75ug/ml 02215 + 0,0036 0,0000 39,5
A. schoenoprasum 100ug/ml 0,1708 + 0,0041 0,0000 30,5
Reference 0,5604 + 0,0078 100

Poznamka: p vyjadfuje hladinu vyznamnosti pti porovnani s referenci. % vyjadiuji procentualni
pokles bunééné viability ve srovnani s referenci pti¢emz: hodnota rovna 100 znamena 100% pie-
zitelnost bunék; >80 vyjadruje necytotoxicky efekt; 60—80 slaba cytotoxicita; 40—60 stfedni cyto-
toxicita, <40 silna cytotoxicita.

K zobrazeni vysledkt MTT testu kolagenovych filmu s extraktem A. schoenepra-
sum na grafu 2 se vztahuje tabulka 2. Vysledky MTT testu v podobé ¢iselnych hodnot po-
tvrzuji grafické zobrazeni. Primérné hodnoty absorbanci v§ech vzorkt kolagenovych filmi
s koncentracemi extraktu A. schoenoprasum dokazuji velmi nizkou viabilitu bun¢k. Hod-
noty procentudlniho poklesu viability bun¢k jsou v rozmezi 30,5% — 39,5%. Koncentrace
ptidané ke kolagenovym filmim tedy vykazuji silnou cytotoxicitu. Naopak vzorek ateloko-

lagenu bez pridani koncentraci extraktu piesahuje hodnotu 100.
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7.2 Fluorescen¢ni mikroskopie

Fluorescen¢ni mikroskopie je opticka metoda, ktera detekuje ptitomnost fluorescen-
¢nich sond v bunkéch. Oproti klasické mikroskopii poskytuje vyrazné vyssi kvalitu obrazu,
pokud jsou bunky kultivovany v strukturach kolagenu. Je to dano zobrazenim pouze kon-
krétnich struktur, v naSem ptipadé DNA, zatimco zobrazeni kolagenu a dalsich struktur je
vyrazn¢ omezeno. Nutnosti je pouziti fluorescencnich molekul, které se vazi na makromo-
lekularni struktury buniky. Fluorescenéni molekuly absorbuji svételné paprsky o uréitych

vlnovych délkéach a nasledné paprsky emituji o vyssi vinové délce. Podle vysledného ba-

revného spektra tak miizeme uréit pfitomnost urcitych struktur ¢i latek burky.

Obrazek 17 — Vysledné snimky fluorescenéni mikroskopie
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Pouzitou fluorescen¢ni molekulou bylo modré fluorescencni barvivo Hoechst, které se
vaze na molekuly DNA. Na celkovém obrazku 19 vidime fotografie potizené z fluorescen-
¢ni mikroskopie. Na snimku A je vzorek atelokolagenu bez piidani jakékoli koncentrace
ucinné antibakterialni latky ¢i extraktu z pazitky. Podle hustoty jader, znazornéné pomoci
barviva Hoechst, miZeme usoudit, Ze buné¢na linie poristala kolagenovy film pomérné
dobte. Takto husty rast bunécné linie ovsem nepozorujeme na fotografii B u vzorku kola-
genového filmu, ktery obsahuje extrakt z pazitky o nejvyssi pouzité koncentraci 100pug/ml.
Koncentrace bunéénych jader je v tomto piipad¢ vyrazné nizsi, coz odpovida nizkému vy-
skytu bunék. Snimek C predstavuje samotna kolagenova vlakna, ktera jsou cela porostla
keratinocyty. Na fotografii D je zachycen rist keratinocytt, predstavujici vzorek reference.
Buniky na tomto snimku nejsou kultivovany na Zadném kolagenovém vlédknu, ani zde neni
piidana jakakoli koncentrace G¢inné antibakterialni latky nebo extrakt z pazitky. Na snimku

pozorujeme jasné modie zafici utvary ptedstavujici hustotu bunéénych jader.

7.3 Antibakterialni testy

S ohledem na casové moZznosti, byly provedeny antibakteridlni testy pouze na vzorcich
s extraktem A. schoenoprasum. V tabulce 3 jsou zaznamenany vysledky antibakterialnich
testi kyseliny octové, samotného kolagenu a jednotlivé vzorky polyfenolickych latek o
koncentracich 1%; 2,5%; 5% a 10%. Tyto vzorky byly podrobeny antibakteridlnimu testu

diskovou difuzni metodou.

Obrazek 18 — Ilustrativni vzorky podrobené antibakterialnimu

testu
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Na obrazku 22 jsou zobrazeny dva vzorky, s kterymi se u antibakterialniho testu pra-
covalo. Pfi provadéni antibakterialniho testu byl pozorovan rust bakterii E. Coli a S. au-
reus. Vysledek testu ukazal, Ze béhem prvniho ani druhého dne inkubace nebyla na vzor-
cich pozorovana zadna inhibi¢ni zéna. Testovatovné koncentrace tedy nevykazovaly zad-

nou antibakterialni aktivitu.

Tabulka 3 — Vysledky antibakterialniho testu polyfenolickych latek

Vzorek 1. den inkubace 2. den inkubace

0,1M CH3;COOH - -

Kolagen - -
1% -
2,5% - -
5% - -

10% - )
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8 DISKUZE

Pfi navrhu biomateriald, které maji nésledn¢ nachézet sva uplatnéni v biomedickych
aplikacich, se musi dodrzet cela fada pozadovanych vlastnosti. DileZitou vlastnosti, kterou
je nutno zabezpecit u kazdého biomaterialu, je jeho biokompatibilita (Kim et al. 2000).
Proto jsou biomaterialy podrobovany fad¢ testi, aby se tato vlastnost prokéazala. Zakladnim
testem, ktery se provadi pti dokazovani biokompatibility je test cytotoxicity (Dufrane et al.
2001). Bakalafska prace se zabyva testovanim upravenych kolagenovych filmt. Rtzné fy-
zikylani formy kolagenu se zcela bézné pouzivaji v oblasti epidermalnich nahrad pfi riz-
nych poranénich kiize ¢i pfi popaleninach (Nair, Laurencin 2006). Davod, pro¢ se kolagen
tak hojné pouziva jako biomaterial jen ten, ze se jedna o material, ktery ma vynikajici a
dobie prozkoumané vlastnosti jak biologické, tak i fyzikalné-chemické (Ferreira et al.
2012). Kolagen vykazuje celou fadu vlastnosti, které jsou z pohledu navrhu biomateriald

velmi vyhodné. Piedevsim je kolagen biokompatibilni a netoxicky (Ruszczak 2003).

Test cytotoxicity kolagenovych filmi byl proveden pomoci MTT testu. Kolagenové
filmy navic obsahovaly G¢inné antibakterialni latky bronopol a benzylchlorid, protoze je
velmi vyhodné, aby pouzivany biomaterial byl antibakterialni. Mohly bychom tak pfi apli-
kacich biomateridlli pfedchazet vzniku infekci u pacientt, protoZe infekce, které mohou byt
spojeny s pouzivanim polymera v 1ékatskych aplikacich jsou hlavnimi klinickymi kompli-
kacemi. V roce 2005 byla provedena studie, ktera se zabyvala antibakterialnimi vlastnostmi
polyetylenu (PE), ktery ma v biomedicinskych aplikacich mnoho uplatnéni. Vrstva PE byla
upravena pomoci bronopolu. Takto modifikovany PE vykazoval lepsi antibakterialni u¢i-
nek vuci bakteriim E. coli i S. aureus (Zhang et al. 2006). To Ze i benzylchlorid je G¢inna
antibakterialni latka dokazuje studie, ktera se zabyvala ptipravou vodé nerozputného anti-
bakterialniho materialu. Byly zde pouzity dvé antibakterialni ¢inidla a jako silnéjsi se jevila

prave latka benzylchlorid (Gao et al. 2007).

U vzorkt kolagenovych filmi s vybranymi koncentracemi antibakteridlnich latek bro-
nopolu a benzylchloridu byla pomoci MTT testu prokazana snizend viabilita bunécné linie
HaCaT. Pouzité koncentrace antibakteridlnich latek vykazovaly cytotoxické ucinky na bu-
nécnou linii, se kterou se pracovalo. Pouze u vzorku s koncentraci 0,1% bronopolu byl za-
znamenan ucinek mirné cytotoxicity. Lze piredpokladat, ze ¢im by se jesté vice snizovala

koncentrace bronopolu, tim by se vice zvySovala viabilita bunék. Je zfejmé, Ze by se nasla
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takova koncentrace, ktera by nevykazovala zadny cytotoxicky uc¢innek. Byla by tak splnéna

podminka nutné biokompatibility a velmi vyhodny antibakterialni G¢inek biomaterialu.

Dale byly na vzorcich kolagenovych filmi zkoumany polyfenolické latky, které byly
ziskany z Pazitky pobfezni (A. schoenoprasum). Takto ziskany extrakt polyfenolickych
latek z A. schoenoprasum piidany ke kolagenovym filmim v riznych koncentracich byl

podroben jak testu viability bungk, tak antibakterialnimu testu.

Existuji studie, které se zabyvaji antiproliferaénim ucinkem fenolickych slouc¢enin
v fad¢ jedlych kvétt. Jednou ze zkoumannych bylin byla i A. schoenoprasum. Tato studie
pfedpokladala, ze fenolické slouceniny obsazené v 1é¢ivych bylindch podstatné snizi bu-
néénou proliferaci. Vysledky prokazaly snizenou viabilitu bunééné linie HaCaT
Vv piitomnosti extraktu z A. schoenoprasum (Kucekova et al. 2011). V ramci praktické ¢asti
bakalaiské prace byl proveden test bunécné viability na kolagenovych filmech s rozdilnymi
koncentracemi polyfenolickych latek z A. schoenoprasum. Vysledek testu potvrzuje snizeni
bunécné proliferace linie HaCaT za pfitomnosti poly fenolickych latek z A. schoenopra-
sum. Tato skutecnost, zZe polyfenolické latky inhibuji rist bun¢k, poukazuje na potencio-

nalni vyuziti pfi 1é€b€ a prevenci nadorovych onemocnéni (Kucekova et al. 2011).
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ZAVER
Hlavnim cilem této bakalatrské prace bylo stanovit vliv riznych koncentraci bioak-

tivnich latek na buné¢nou proliferaci. Byly provadény testy téchto latek: bronopol, benzyl-

chlorid a polyfenolické latky (extrakt z Pazitky pobtezni).

Bronopol a benzylchlorid jsou latky, u kterych je jejich antibakteridlni i¢inek znam.
Pti testu cytotoxicity, ktery byl provadén pomoci MTT testu, tyto ucinné antibakteridlni
latky o zkoumanych koncentracich vyrazné snizovaly prolifera¢ni uc¢inek bunécné linie
HaCaT. Pouze jedinad koncentrace (0,1%) latky bronopolu vykazovala G¢inek mirné cyto-
toxicity. Je zfejmé, Ze o néco nizsi koncentrace by vykazovaly jesté nizsi cytotoxicky Gci-
nek. Biomateridl s takovou koncentraci bronopolu by jednak byl antibakteridlni a zaroven
by spliioval by i podminku biokompatibility. V testech se také potvrdilo, Ze vzorky atelo-

kolagenu vyrazné podporuji bunéénou proliferaci.

U polyfenolickych latek byl zkouman vliv riznych koncentraci na bunéénou proli-
feraci. Navic byl proveden antibakteridlni test. Pfi antibakteridlnim testu nebyl prokézan
antibakterialni G¢inek polyfenolickych latek. Naopak pifedpokladana snizena viabilita bu-
n¢k se prokdzala. VSechny pouzité koncentrace polyfenolickych latek vykazovaly silny

cytotoxicky ucinek.
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Food and Drug Administration
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