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Abstrakt

Tématem této bakalatské prace jsou kovové nanocastice a jejich antibakteridlni ucinky.
Nanotechnologiim byla v poslednich letech vénovana velké pozornost jak v odbornych kruzich, tak

v médiich. Nékteré kovové nanocastice vykazuji prokazatelné antibakteridlni ucinky. V soucasné
dobé, kdy nartistajici rezistence patogennich bakterii k bézn€ uzivanym antibiotickym latkam
predstavuje zavazny problém, by mohly byt kovové nanocastice jednim z moznych feSeni. Interakce
nanocastic s bakteriemi ale nebyly dosud detailné prostudovany a pochopeny. Je také ziejmé, Ze jejich
pusobeni je ovlivnéno celou fadou fyzikalni a biologickych faktorti. Beze zbytku neni prozkoumana
ani jejich potencialni cytotoxicita pro eukaryotni organismy. Toto vSe jsou divody, pro¢ ma uziti
kovovych nanocastic v praxi prozatim své limity. Tato prace shrnuje poznatky, které jsou o

baktericidnich G¢incich riznych kovovych nanocastic momentalng€ znamé.

Kli¢ova slova: kovové nanocastice, nanotechnologie, antibakterialni u¢inky, nanostiibro, nanozlato,

nanoméd’

Abstract

This thesis deals with metal nanoparticles and their antibacterial effects. Nanotechnologies have been
paid intensive attention both in scientific and public area. Some metal nanoparticles possess provable
antibacterial potential. Nowadays, when the growing resistance of pathogenic bacteria represents an
important issue, metal nanoparticles could be one of the potential solutions to the problem.
Interactions of metal nanoparticles with bacteria have however not yet been fully understood. It is also
evident that their effects depend on various physical and biological factors. The cytotoxicity of
nanoparticles to eukaryotic organisms has not been explored in depth either. These all are the reasons
why the practical use of nanoparticles has still many limitations. This thesis summarizes information

available on the topic of bactericidal effects of metal nanoparticles.

Keywords: Metal nanoparticles, nanotechnology, antibacterial effects, nanosilver, nanogold,

nanocopper
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1 Uvod

Bakterie maji schopnost vytvofit rezistenci K bézné pouzivanym antibakterialnim latkam (Stoffels
et al. 2013). Proto se snizuje mnozstvi pouzitelnych funkénich antibakterialnich latek, které jsou pro
boj s patogennimi ¢i potencialné patogennimi bakteriemi nutné. Jednim z moznych feseni tohoto
problému by mohly byt kovové nanocéstice, které vykazuji antibakterialni ucinky. V dnesni dobé jsou
nanomaterialy pro své jedineéné vlastnosti zkoumany po celém svété. Nanocastice Se svym prumérem
pohybuji mezi 1-100 nm. Mezi kovové nanocastice (NPS), jejichz antibakterialni G¢inky byly
prokazany, patii nanocastice stiibra (AgNPSs), zlata (AuNPs), meédi (CuNPs), platiny (PtNPs), zinku
(ZnNPs) a niklu (NiNPs).

Antibakterialni u€inky stfibra jsou znamy jiz dlouho a sttibro bylo uzivano jiz v 19. stoleti
pii operacich jako veelku béZzny antibakterialni prostiedek az do doby objeveni prvnich antibiotickych
latek (Silver et al. 2006). Kovové NPs diky svému velkému specifickému povrchu a dalsim
jedine¢nym vlastnostem vykazuji uéinky, kterymi dokazou zahubit bakterialni buitku. To, co ¢ini NPs
tak dobrymi baktericidnimi latkami, je n€kolik riznych zasahovych mist v bakterialni bufice, coz
snizuje pravdépodobnost vzniku rezistence (Li et al. 2014). Navic ptsobi nanoc¢astice na Siroké
spektrum mikroorganismu. Antibakteridlni ucinky nanocastic jsou ovliviiovany fadou faktort.
Témi jsou naptiklad velikost a tvar NPs, struktura povrchu NPs a podobné. Vsechny procesy, které z

NPs iniciuji v bakterialni bunice, zatim jesté nebyly zcela pochopeny.

Tato prace je zaméfena predev$im na mechanismy, kterymi kovové NPs ptisobi na bakterialni
buniku a rovnéz na faktory, které tyto mechanismy a antibakterialni ucinky kovovych nanocastic

ovliviji.



2 Slozeni kovovych nanocastic
Kovové NPs je mozné vyrabét z celé fady kovu. Nejcastéji se kovové NPs vyrabéji ze stiibra a
zlata, méné Casto potom z médi, titanu, zeleza, niklu, ¢i platiny, popiipadé mohou byt atomy kova

soucasti heterogennich nanostruktur.

Atomy kovi mezi sebou tvoii krystalovou miizku a nachazeji se v pevném skupenstvi.



3 Syntéza kovovych nanocastic

Existuje n¢kolik metod, pomoci kterych je mozné kovové NPs syntetizovat. Jde o metody

chemicke, biologické a fyzikalni.

NPs vznikaji krystalizaci. Nejprve dojde k redukci soli a k nukleaci, po které se tvoii zarodky
krystalu. Zarodky dale vyrostou do zrn, ktera se vyvinou do ruznych tvart. Nastavenim vhodného pH,
teploty a poméru koncentraci reaktantd, lze urcit pti chemické syntéze velikost a tvar vznikajicich

nanocastic. Tvar je mozné také upravit pomoci obalovych molekul, viz kapitola 7.6 (Amin et al. 2014).

Pro chemickou syntézu kovovych NPs jsou potieba tfi zakladni latky. Prvni z nich je prekurzor.
Prekurzorem nanocastic mohou byt soli, ve kterych se vyskytuje atom kovu, ze kterého budou NPs
syntetizovany, miaze jimi byt naptiklad: AgNOs, HAuCl, (Annamalai et al. 2013), CuSQO,4.5H,0
(Shende et al. 2015). Druhou latkou potfebnou k chemické syntéze je tzv. redukéni molekula, ktera
provede redukci soli. Tteti latkou, ktera musi byt pii syntéze pfitomna, je stabiliza¢ni molekula, ktera
pokryva povrch NPs a proto se mize téz nazyvat obalova molekula. Jako obalova molekula mize

slouzit naptiklad NaBH, (Agnihotri et al. 2014), ethylenglykol (Sun a Xia 2002), ¢i jiné molekuly.

Dalsi moznosti vyroby NPs je syntéza tzv. biologickou metodou. Mezi jeji vyhody patii Setrnost
k Zivotnimu prostiedi, nizka naro¢nost na energii a také to, ze pfi ni neni nutné manipulovat
s zadnymi z toxickych chemickych latek (Singh et al. 2015). Tato syntéza vychazi z chemické metody,
ale v tomto ptipadé se jako redukéni a stabilizacni molekuly uzivaji molekuly biologického materialu,
kterym mohou byt napiiklad houby Verticillium (Mukherjee et al. 2001), extrakt ze Solanum
lycopersicums (Bindhu a Umadevi 2014), extrakt z ¢erstvych lista Panax ginseng (Singh et al. 2015),

extrakt ze semen Peganum harmala (Amin et al. 2014) a podobné.

Kovové NPs Ize také vyrobit pomoci fyzikalni metody. Jednim z piikladt této metody je syntéza
Vv keramickém ohtivaci. V tomto piipadé se syntetizuji AgNPs z Ag prekurzoru za teplot okolo
1000 °C. Po evaporaci se prekurzor v plynném skupenstvi dostane do generatoru, kde je zchlazen,
nacez dojde k nukleaci a k piechodu do pevné formy. Nevyhoda této metody spociva v tom, Ze trva

delsi dobu a je naro¢na na energii. (Jung et al. 2006).



4 Mechanismy piisobeni kovovych nanocastic

Mechanismy pasobeni NPs jsou mifeny na vice komponent bakterialni buriky. Interakce mezi NPs
a bakteriemi se mohou lisit podle druhu kovu, ze kterého jsou NPs vyrobené. NPs mohou naptiklad
pusobit na bakterialni membrany, na molekuly intracelularniho prostoru, jako jsou DNA a proteiny,
mohou indukovat produkci reaktivnich forem kysliku (ROS) a mohou ze svého povrchu uvoliiovat
toxické ionty. O procesech, které v bakterialnich bunikach pfi jejich interakcich
S nanocasticemi probihaji, toho ale i pfes mnozstvi studii neni tolik znamo. Experimenty, které
se tykaji mechanismt uc¢inku NPS, totiz nejsou standardizované a existuji riizné faktory, které mohly
vysledky laboratornich testd ovlivnit. VétSina publikovanych studii se tykd AgNPs, za nimiz nasledu;ji
studie, které se zabyvaji AuNPs, nasledné¢ médénymi nanocasticemi CuUNPS a existuje nékolik studif,
které se zabyvaji PtNPs. Kromé vySe zminénych kovi a jejich antibakterialnich uc¢inku bylo
prokazano, ze i ZnNPs vykazuji antibakterialni aktivitu (Babushkina et al. 2015) a rovnéz byl
pozorovan antibakterialni u¢inek NiNPs (Khan et al. 2013).

4.1 Zmény na membranach a ve vnitinim prostoru bakterii

Bakterie pfi interakcich s NPs vykazuji velké zmény na bunéénych membranach, které jsou

jednémi z prvnich struktur, se kterymi NPs interaguji.

AUNPs, AgNPs, CuNPs i PtNPs jsou schopny narusit integritu bakterialnich membran, coz ma za
nasledek zvyseni membranové permeability. Praveé kvili zvySené propustnosti membran muiize
z vnitiniho prostoru bakterie vyhfeznout cytoplasma, poptipadé dal$i komponenty nachazejici
se uvniti bakterialni buriky, jako jsou DNA, ¢i ribozomy (Ansari et al. 2014; Badwaik et al. 2012;
Chwalibog et al. 2010; Kar et al. 2014; Li et al. 2009). Kvuli zvy$eni permeability z bakterialni bunky
také uniknou jeji zasoby kationtu K* a jejich hladina v intracelularnim prostoru bakterie, ktera
se setkala s AgNPs, poklesne (Lok et al. 2006).

Po styku AgNPs, AuNPs i CuNPs s bakterialni cytoplasmatickou membranou dojde ke snizent,
¢i k iplnému kolapsu transmembranového elektrochemického potencialu, coz ma za nasledek snizeni
produkce ATP a pokles jeho hladiny v buiice. To zapficini ztratu buné¢nych zasob energie (Cui et al.
2012; Deryabin et al. 2013; Lee et al. 2014; Lok et al. 2006). Pti interakci buriky s AgNPS jsou také ve
veétsi mife syntetizovany proteiny, jejichz syntéza byla zaznamenana i pii styku bakterii s inhibitory

ATPasy a s latkami narusujicimi chod oxidativni fosforylace, viz kapitola 5 (Lok et al. 2006).

Pred interakci s bakterialnim povrchem musi AgNPs nejdiive prekonat elektrostatickou bariéru
tvofenou odporem bakterialni buriky a nanocastice (Bondar et al. 2012; EI Badawy et al. 2011).
Teprve poté mohou AgNPs pusobit na molekuly, které se nachazeji na povrchu bakterii. V ptipadé
interakce AgNPs s gram-negativni bakterii musi dojit ke styku AgNPs piimo s vnéj$i membranou,

ktera je touto interakci nasledné destabilizovana (Lok et al. 2006). Toto poruseni je zpuisobené stykem



mezi AgNPs a molekulami vnéjsi membrany, kterymi mohou byt lipopolysacharidy (LPS), nebo L-
fosfatidyl-ethanolaminy (PE). AgNPs se pii interakci s LPS vazi na O-antigenovou ¢ast, se kterou
vytvoii vodikovou vazbu. Pti poskozeni funkce LPS vSak dochazi nejen ke zvyseni permeability, ale
také ke zménam fluidity membrany a ke zmén¢ lateralni organizace membrany. Pti styku s PE rozbiji
AgNPs fosfodiesterovou vazbu a odstépi polarni hlavic¢ku lipidu, ¢imz zméni amfifilni charakter
molekuly. Objevi se téz zména v konformaci alkylovych fetézcu PE (Ansari et al. 2014; Li et al.
2009). Poté, co AgNPs proniknou pies vnéjsi membranu, peptidoglykanovou vrstvu a periplasmaticky
prostor, jsou schopny inhibovat funkci dehydrogenaz v respiraénim tetézci (Li et al. 2009), coz

zpusobi dalsi snizeni bunééné respirace (Choi a Hu 2008).

Jednim z diikazl interakce AgNPs s povrchem Escherichia coli (E. coli) jsou viditelné
morfologické zmény na bakteridlnim povrchu, které jsou na membranach patrné jako jamky,
Viz Obrazek 1 Takto naru$ena membrana podporuje uz dive zminény fakt, ze je zvySena permeabilita

bakterialni buniky (Sondi a Salopek-Sondi 2004).

Obrazek 1: Morfologické zmény na bakterialnim povrchu po styku s AgNPs. Buriky E. coli byly 4
hodiny inkubovany v LB médiu s 50 pg.cm ® AgNPs. Snimek byl pofizen skenovacim elektronovym

mikroskopem (SEM), pfevzato z prace: (Sondi a Salopek-Sondi 2004)

Kromé jamek jsou rozpoznatelné i dalsi zna¢né zmény na morfologii povrchu E. coli. Na SEM
snimku (Obrazek 2) je patrné, jak se méni bakterialni membrana v zavislosti na koncentraci AgNPs
a jak je porusena jeji celistvost. Na poslednim obrazku (2d) je jiz naruseni buniky velice ziejmé.

Mizeme pozorovat velkou ztratu integrity a spoustu viditelnych fragmentt (Ansari et al. 2014).



Obrazek 2: Morfologické zmény na bakterialni membrané po jejich interakci s AGNPS. a) Burika E.

coli v médiu bez AgNPs. na obrazku b) bylo pfidano 10 pg/ml AgNPs a jiz jsou zde ziejmé jasné strukturni

a morfologické zmény. na obrazku c) bylo pfidano 20 pg/ml AgNPs a na obrazku d) 30 ug/ml AgNPs. Sipky
oznacuji hluboké poskozeni bunék E. coli. Zachyceno pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu (SEM).

Pievzato z: (Ansari et al. 2014)

Ptijde-li bakterialni bunka E. coli do styku s AgNPs, je ziejmé, ze dochazi k oddéleni membrany
od zbytku bakterie E. coli (Obrazek 3 b-d). Na obrazcich jsou také patrna dalsi po§kozeni membrany,
jako je naptiklad jeji potrhani (Ansari et al. 2014).

AUNPs mohou byt inkorporovany U gram-negativnich bakterii E. coli do vnéj$i membrany,
do peptidoglykanové vrstvy, do cytoplasmatické membrany, ¢i do cytoplasmy. V membranach
indukuji AuNPs strukturni zmény, jako je poruseni membrany, po kterém mutize dojit k prasknuti

bakterialni bunky (Badwaik et al. 2012; Zhao et al. 2010).
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Obrazek 3: Poskozeni membrany E. coli vlivem AgNPs (a) bunky E. coli, které nepftisly do styku
s AgNPs (b-d) E.coli, které do styku s AgNPs piisly. Bilé a ¢erné Sipky znac¢i ¢aste¢né naruSenou

membranu a Cervené AgNPs. Zachyceno pomoci TEM. Pievzato z prace: (Ansari et al. 2014)

Utinek AuNPs miize byt téz zavisly na druhu obalovych molekul, které se nachézi na povrchu
nanocastice. Byly-li vyrobeny ¢astice 0 priméru ~20 nm a byly na né pouzity dva druhy obalovych
molekul, citrat a PAH (polyallylamin hydrochlorid), u¢innéjsi byly AgNPs obalené PAH. AuNPs
obalené citratem vykazovaly jiny zpisob mechanického naruseni bakterialnich bunék E. coli, nez
AuNPs obalené PAH. Na AuNPs se vaze slabéji citrat nez PAH a je-li citrat na povrchu NPs, maji
nanocastice vyssi tendenci agregovat. AUNPs obalené citratem (Obrazek 4a) proniknou do buiiky bez
molekuly citratu, ktery se skrze membranu nedostane. V intracelularnim prostoru za¢nou vytvaret
vetsi struktury, ale nezpusobi lyzi bakterie. Oproti tomu AuNPs s PAH (Obrazek 4b) agreguji jiz
v médiu do dlouhych fetézct. Vytvoiené fetézce adheruji na membranu, kterou rozrusi, ¢imz dojde k
lyzi bakterie. Urychleni poruseni membrany muize mit nasvédomi také PAH, ktery pfijde
s membranou pifimo do styku. Potrhany jsou pftitomto procesu rovnéz agregaty AuNPs s PAH
na povrchu. AuNPs se poté vyskytuji ve vyhfeznuté cytoplazmé, ovSem jiz mezi sebou neagreguji
(Zhou et al. 2012).
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Obrazek 4: Model piisobeni AuNPs v zavislosti na riiznych obalovych molekulach: A) s citratem jako
obalovou molekulou AuNPs, B) s PAH jako obalovou molekulou na povrchu AuNPs; Pievzato z: (Zhou et al.
2012)

O procesech, které vyvolavaji CUNPS pisobenim na bakterialni butiku, toho zatim neni mnoho
znamo. CuNPs pfi styku s bakterialni membranou vytvati elektrostatickou interakci mezi povrchem
CuNPs a povrchem bakterialni membrany. Hlavnim dtivodem smrti bakterialni butiky p#i styku
s CuNPs je ale pokles transmembranového elektrochemického potencialu (viz kapitola 4.1) (Deryabin
et al. 2013).

Uginek platinovych nano¢astic (PtNP) také prozatim ziistava do hloubky neprozkoumany, nejspis
kvuli jejich specifickému chovani. PINPS totiZ za riznych podminek neptisobi na vSechny bakterie
(Gopal, Manikandan, et al. 2013). PtNPs zpiisobily vyhieznuti DNA u gram-pozitivni bakterie Listeria
monocytogenes, ale pfi styku s gram-negativni bakterii Salmonella enteritidis zastala DNA uvnitf
bakterie (Sawosz et al. 2010).

4.2 Poruseni vnitinich struktur bakterialni bunky

Pii interakcich bakterialnich bunék s NPs se miize ménit také charakter bunéénych struktur, které

se nachazeji uvnitt bakterialni buiky, jako jsou ribozomy, nukleové kyseliny, nebo proteiny.

Stale neni jednoznaéné zjisténo, zda je pti styku s AgNPs naruSena struktura DNA. To, Ze
bakterialni burika po kontaktu s AgNPs tvoii protein RecA, napovida tomu, ze by mélo dochazet
k poruseni DNA (Lee et al. 2014), ovsem Vv jiné studii, jejimiz autory jsou Hwang a kol., nebyla
pozorovana zvysena translace proteinu RecA, coz indikuje opa¢nou situaci, kdy DNA poskozena neni

(Hwang et al. 2008).

Pro AuNPs je situace jina. Dostanou-li se AUNPs do vnitiniho prostoru bakterialni bunky, vazou

se pfimo na ribozomy a na nukleové kyseliny. AUNPS se mohou vazat jak na DNA nukleoidu, tak



i na DNA plazmidd. Plazmidy mohou byt touto vazbou s AUNPS pIné neutralizované a tudiZ mohou
AuNPs zpusobit jejich nefunkénost (Zhao et al. 2010)

Pii styku bakterie s CUNPS je DNA degradovana. Tato degradace vede butiku k SOS odpovédi.
Poruseni DNA ve vét$i mife zptsobuji pravdépodobn& Cu®* ionty, které jsou z CuNPs uvoliiovany

(Chatterjee et al. 2014) a také, v nizsi mite, ROS (Deryabin et al. 2013).

Jesté méné jsou prozkoumany antibakterialni G¢inky PtNPSs. | u nich se prokazalo, ze malé PtNPs
jsou schopné proniknout do vnitiniho prostoru burniky (Gopal, Hasan, et al. 2013) a uvnitf bunky
se pfimo navazat na molekulu DNA. Navazanim na DNA PtNPs zapfticini snizeni iniciace replikace

DNA, coz eventualné také narusi expresi proteind (Sawosz et al. 2010).

4.3 Indukce produkce reaktivnich forem kysliku

Schopnost nanoc¢astic indukovat ROS hraje nejspis V jejich antibakterialni aktivité velikou roli,

jelikoz tyto molekuly dokazou dale poskozovat bunku.

Pii interakci AgNPs s bakterii se koncentrace ROS v bakterialni butice zvysi (Choi a Hu 2008; Lee
et al. 2014; Zhang et al. 2013). Nebezpeci pro bakterialni buiky spoé¢iva pfedevsim v tom, ze mohou
AgNPs vstoupit do intracelularniho prostoru a zde indukovat produkci zejména superoxidovych
radikali, které jsou schopny poskozovat proteiny a membrany (Hwang et al. 2008). AgNPs mohou
Vv kyselém prostiedi kromé toho tvofit také hydroxylové radikaly z H,0,, které jsou schopné

napadnout a poskodit membranu, ¢imz ptispéji k dalsimu zvyseni jeji permeability (Loo et al. 2015).

Na rozdil od AgNPs a dalsich kovovych nanocastic nebyla zaznamenana indukce produkce ROS
Vv bakterialnich bunkach pii jejich styku s AUNPs (Cui et al. 2012; Zhang et al. 2013). Vysledek dalsi
studie, ktera byla ale provadéna na eukaryotnich bunkach, ovSem tvrdi, Ze zde AuNPs dokazou
generovat ROS (Fatima et al. 2015) a je tedy nejasné, zda AuNPs generuji ROS téz v prokaryotnich

organismech.

CuNPs svou piitomnosti rovnéz indukuji tvorbu ROS (Kar et al. 2014). Je-li CuNP inkorporovana
do cytoplasmatické membrany (Obrazek 5), dojde skrze CuNPs k pienosu elektronu z respira¢niho
fetézce na molekulu kysliku, ktera je nasledné proménéna v superoxidovy aniont. Superoxidovy aniont
se poté preménuje na peroxid vodiku, ktery zptisobi oxidativni stres (Deryabin et al. 2013). ROS timto
zpusobem zapficini rozsahlé peroxidace lipida a oxidaci proteint. Oxidace proteint je pti kontaktu
s CuNPs 25-50x vyssi nez oxidace proteinti bakterialni buniky, ktera nepftisla do styku s CuNPs. Jak
mira peroxidace lipida, tak oxidace proteint, je pfimo tumérna koncentraci CUNPs (Chatterjee et al.
2014).
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Obrazek 5: Tvorba ROS a predpokladany mechanismus antibakterialniho pisoben CuNPs; Prevzato a
upraveno z: (Deryabin et al. 2013)

V jedné z publikovanych studii bylo zjisténo, Ze také NiNPs dokazou indukovat produkci ROS
Vv bakterialni bufice, coZ by mohl byt jeden z jejich efekt Géinku (Zhang et al. 2013). U ostatnich

kovii nebyla produkce indukce ROS zatim prozkoumana.

4.4 Aktivita ionta

Otazka, kterou se zabyva nekolik studii, je, zda vykazuji kovové nanocéstice antibakteridlni ucinek,
¢i zda za jejich antibakterialnim u¢inkem stoji uvoliiovani toxickych iont Z povrchu nanocastic,
popfiipadé jak velkou roli ionty uvoliiované kovovymi nanocasticemi V jejich celkové antibakterialni

aktivité kovovych NPs maji.

To, 7e AgNPs uvoliiuji kationty Ag" je jiz dlouho zndmo (Hwang et al. 2008). Studie, které
se zabyvaji tim, zda jsou ionty Ag” hlavni pfi¢inou antibakterialni aktivity, kterou AgNPs vykazuji,
mluvi rozporuplné¢ a navrhuji dvé mozné hypotézy. Prvni moznosti je, ze za celou antibakterialni
aktivitu AgNPs jsou zodpovédné Ag” ionty a AgNPs samy 0 sobé zadnou toxicitu k bakterialnim
buiikam nevykazuji a funguji pouze jako nosice iontt, které kationtim Ag” zajisti snadny vstup
do intracelularniho prostoru. Je dlouho znamo, Ze k tomu, aby se z Ag® uvolnily Ag* kationty, je

potieba kyslik a kyselé prostiedi, coz popisuje rovnice:
4Ag(s) + O,(aq) + 4H™(aq) <-> 4Ag*(aq)+ 2H,0(l) (Liu a Hurt 2010)

Kdyz byly AgNPs uchovavany v anaerobnim prosttedi, aby z nich nemohly byt uvoliiovany ionty,

neprojevily témét zadny baktericidni ucinek, coz by mohl byt jeden z hlavnich dikaz, ze AgNPs

samy 0 sob¢ antibakterialni G¢inek nevykazuji (Xiu et al. 2012).

Druhou moZnosti je, Zze samotné AgNPs maji antibakteridlni G¢inky, které vylu€ovani iontii Ag”

posiluje (Kawata et al. 2009). K této hypotéze se ptiklani studie, kde byly AgNPs stabilizované
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a oCisténé od iontd a dalsich necistot a i presto byla antibakterialni aktivita zaznamenana (Ansari et al.

2014).

lonty Ag", které jsou z AgNPs vylucovany, maji pii interakci s bakterii samy n&kolik potvrzenych
Geinktl. Ag” se navazuji predevsim na thiolovou skupinu (-SH) aminokyselin, kterymi jsou glutathion
a methionin, a které se vyskytuji v proteinech membrany i v proteinech intracelularniho prostoru (Liau
et al. 1997). Navéaze-li se Ag” na tyto aminokyseliny v proteinech, miize proteiny pfipravit o jejich
béznou funkei (Feng et al. 2000).

Ag" také narusuji proteiny respira¢niho fetézce, coz mé za nasledek jeho nefunké&nost a pifpadnou
smrt buiiky (Holt a Bard 2005). Vzhledem k tomu, 7e Ag" plisobi takovymito zplisoby na bakteridlni
buiiky, je jasné, e by se na miru uvoliiovani na Ag*' mélo piihlédnout jiz pred zatatkem syntézy
kovovych NPs, protoze ¢im vice je Z AgNPs uvoliiovano iontd, tim je jejich baktericidni efekt
znatelnéjsi (Samberg et al. 2010). M¢lo by se téz vzit v potaz, Ze protony, které se dostavaji na povrch
bakterii, kde vytvareji elektrochemicky gradient a které tvoti t€sn¢ nad membranou kyselé prostiedi,
mohou v aerovaném médiu pozitivné ovlivnit stupeti uvoliiovani Ag” z AgNPs. Proto AgNPs, které

se priblizi k cytoplasmatické membrang, nasledné produkuji vy$si mnozstvi Ag” (Xiu et al. 2012).

Timto problémem Se néktefi védci zabyvali také u AuNPs. Stejné jako u AgNPs existuje pro
AUNPSs teorie, Ze za jejich antibakteridlnimi u¢inky stoji aktivita kationtdt Au®*, které samy vykazuji
antibakteridlni aktivitu. To potvrzuje studie, ve které se AuNPs pomoci centrifugace ocist'ovaly
od iontd a ¢astic, nacez zacalo dochazet spolu se zvySujicim se po¢tem centrifugaci ke snizovani
antibakterialni aktivity AuNPs (Obrazek 6). Inhibice rustu bakterii klesla z poc¢ate¢nich 37 % na 1 %
po ¢tvrté centrifugaci. To indikuje, Ze ionty jsou z ¢asti, ne-li uplné, odpovédné za antibakterialni
efekt, protoZe po tom, co jsou ze vzorku AuNPs odstranény Au®*, AuNPs témé&f neinhibuji bakterialni
rast (Dasari Tp a'Y 2015). Této hypotéze ale odporuje jina studie, kde AuNPs vykazovaly
antibakterialni efekt i piesto, Ze byl proveden test na roztoku AuNPs, ktery mél odhalit pfitomnost

Au** iontd, ale pFitomnost kationti v ném nebyla prokazana (Badwaik et al. 2012).
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Obrazek 6: Inhibice ristu bakterii E. coli vlivem AuNPs v zavislosti na po¢tu centrifugaci,
pii kterych jsou postupné odstraiovany kationty Au®*. na obrazku je zfejmé, jak mira inhibice klesa
spolu s mnozstvim centrifugaci. Vpravo je inhibice zapfi¢inéna Au* ionty. Inhibition = inhibice.

NC=Pted centrifugaci. Pfevzato z: (Dasari Tp a 'Y 2015).
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5 Odpovédi bakterialni buiiky na interakci s kovovymi nanocasticemi

Poté, co piijde bakterialni buiika do styku s kovovymi nano¢asticemi, ma snahu
se ruznymi zpusoby adaptovat na stres, ktery nanoc¢astice vyvolavaji. Bakterie proto méni charakter

exprese proteintl, coz zvySuje Sance Na jeji preziti v prostiedi s kovovymi NPs.

Odpoved’ bakterialni bunky, ktera ptijde do styku s AgNPs, se do uréité miry podoba apoptoze
eukaryotickych bunék. K této situaci, podobné apoptoze, dochazi i pti styku bakterii
s baktericidnimi antibiotiky. Mezi znaky, které vykazuje bakterialni bunka, a které se také vyskytuji
u eukaryotickych bunék pti apoptdze, patii fragmentace DNA, snizeni elektrochemického potencialu,
a aktivace proteinti podobnych kaspaze. Dalsim znakem je zvySeni koncentrace Ca* v bakterialni
butice. AGNPs rovnéz neptimo ovliviuji distribuci fosfolipidii v cytoplasmatické membrané. Ca* totiz
stimuluje aktivitu enzymt skramblaz. Ty zpusobi piechod fosfatidylserinu (PS), fosfolipidu, ktery
se za obvyklych podminek nachéazi ve vnitinim listu cytoplasmatické membrany, do listu vnéjsiho
(Dwyer et al. 2012; Lee et al. 2014; Mirnikjoo et al. 2009).V eukaryotickych buikach je PS ptitomny
ve vrchni vrstvé cytoplazmatické membrany pii apoptdze signalem pro makrofagy, ktery poukazuje
na to, které bunky by mély byt makrofagy pohlceny (Fadok et al. 1992). V prokaryotickych butikach
dale dochazi také k expresi proteinu RecA, coz je pravdépodobné zptsobeno fragmentaci DNA.
Rovnéz byla zaznamenana bunécna filamentace zpiisobena proteinem SulA, ktery inhibuje déleni
buriky. Jak exprese RecA, tak filamentace jsou znamkou SOS odpovédi bunék v dusledku jejich
interakci s AgNPs (Dwyer et al. 2012; Huisman et al. 1984; Lee et al. 2014).

Bakterialni bunka pti styku s AgNPs zesili intenzitu translace obalovych proteini vné&jsi
membrany, OmpA, OmpC, OmpF, OppA a MetQ, jejichz zvySena translace se vyskytuje také
pti interakci bakterie s latkami, které inhibuji ATPasu a s latkami, které naruSuji chod oxidativni
fosforylace. Protoze jiz ale buiika nema kvuli poklesu transmembranového elektrochemického
potencialu energii na jejich translokaci skrze cytoplasmatickou membranu, zastavaji tyto prekurzory
proteinti akumulované v cytoplasmé, a tudiz nemohou plnit svou funkci. Téz je zvySena exprese
proteint teplotniho Soku 30S ribozomalni podjednotky, IbpA a IbpB. Funkci IbpA a IbpB je zvysit
bakterialni rezistenci k vy$sim teplotam a také k oxidativnimu stresu, coz se nejspis déje v tomto

ptipadé (Kitagawa et al. 2000; Lok et al. 2006).

U gram-negativnich bakterii E. coli a Salmonella typhi (S. typhi) byla pii jejich interakci s AgNPs
zaznamenana defosforylace dvou neidentifikovanych proteind. Zatim ale nebyla publikovana studie,

ktera by zjistila, o jaké proteiny se jedna (Shrivastava et al. 2007).

Odpovedi, které vykazuji bakterie pti styku s AUNPs se pon¢kud 1isi od odpovédi na AgNPs.
Gram-negativni bunky za¢nou pfi interakci s AuNPs tvofit vezikuly vnéjsi membrany (Obrazek 7)

a také pri interakci s AUNPs dojde k inhibici syntézy vétsiny proteint (Badwaik et al. 2012; Zhao et
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al. 2010). Napiiklad je negativné regulovana exprese gent, které koduji alfa a beta proteinové domény
v F1 podjednotce ATP-syntazy. Existuji ale i proteiny, jejichZ exprese je zvySena. Mezi tyto proteiny
patii proteiny pro chemotaxi a pro flagelarni motilitu. To je zpisobeno tim, ze bakterie v prvni

chvili odpovidaji na AuUNPs pokusem uniknout. Pro pohyb je ale spotfebovavana energie, které

V pozdg¢jsich hodinach dojde z diivodu diive zminéného kolapsu membranového potencialu,

¢i kvali nizké aktivité ATP-syntazy (Cui et al. 2012).

Obrazek 7: Vezikuly vnéj$i membrany vytvoiené po styku bakterialni buiiky s AUNPSs. E. coli pfi styku
s AuNPs. Sipka ukazuje na vytvatejici se vezikul vngj§i membrany. Zachyceno pomoci TEM. Pievzato z:

(Badwaik et al. 2012).

Bylo také pozorovano nékolik odpovédi bakterialnich bunék pii jejich interakci s CUNPs. Jednou
pozorovanou odpovédi byla filamentace bakterialni butiky. K té dochazi nasledkem depolarizace
cytoplasmatické membrany (Chatterjee et al. 2014). Filamentace byla pozorovana jak u gram-
negativnich bunék E. coli (Obrazek 8), tak i u gram-pozitivni bakterie Bacillus subtilis (Chatterjee et
al. 2012).
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Obrazek 8: Filamentace v disledku depolarizace membrany zpisobena stykem s CUNPS. Filamentarni
E. coli 0 délce 30 mikrometru v ptitomnosti CuNPs; Pofizeno pomoci AFM (Atomic force microscopy) Pievzato

z: (Chatterjee et al. 2012).
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6 Rezistence bakterii k u¢inkiim kovovych nanocastic

Dilezitou otazkou je také to, zda si bakterie dokazou vyvinout proti NPS rezistenci, piipadné jak
rychle ji dokazou rozvinout. Moznost vyvinuti bakterialni rezistence proti AUNPS je v porovnani
S béznou antibiotickou latkou gentamicinem méné pravdépodobné. Hodnota minimalni inhibicni
koncentrace (MIC) pro AuNPs se téméf nesnizuje ani po 20-30 generacich bakterii E.
coli i Staphylococcus aureus. Oproti tomu u bakterii osetfenych gentamicinem doslo spolu
s dalsimi generacemi k vyraznému snizeni MIC (Li et al. 2014; Zhao et al. 2010). N¢které studie

se také vénuji rezistenci bakterii proti AgNPS. Rezistence k AgNPSs se ani po péti generacich bakterii

nijak neprojevila, na rozdil od rychlého vyvinuti rezistence k tetracyklinu a clarithromycinu (Amin et

al. 2014).
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7 Faktory, které ovliviiuji antibakterialni aktivitu nanocastic

Existuje Siroké spektrum faktort, které dokazou ovlivnit jak silu antibakterialnich u¢inka NPs, tak
zpusob poskozeni bakterialni buniky. Kromé vlastnosti samotnych NPs, jako jsou napiiklad velikost
a tvar, to mohou byt také vlastnosti bakterii a vlastnosti prostiedi, ve kterém interakce
mezi nanoc¢asticemi a bakteriemi probihaji. Tyto faktory mohou mit riizné vyznamny vliv a jejich
pochopeni je nutnym ptedpokladem pro praktické vyuziti antibakteriadlnich €inki nanocastic,

popftipadé€ pro vytvaieni NPs s vyhodnéjsimi antibakterialnimi ucinky.

7.1 Vliv materialu nanocastic na jejich antibakterialni uc¢inky
se vyhradné jen silou baktericidnich G¢inkd, ale také riznym charakterem procest, které NPs
na bakterialnich buiikach zpisobuji, a 0 kterych pojednava kapitola ¢. 4. CuNPs prokazaly vyssi
antibakterialni uc¢inek nez ZnNPs a AgNPs (Babushkina et al. 2015; Yoon et al. 2008). AgNPs vsak
prokazaly vys$si antibakterialni G¢inek v porovnani s AUNPs (Fatima et al. 2015).

7.2 Vliv velikosti nanocastic na jejich antibakteridlni aktivitu

Velikosti nanoc¢astic se pohybuji mezi 1-100 nm v priméru @ mnoho studii dokazuje, Ze jejich
pramér je jednou z hlavnich vlastnosti, které maji vliv na jejich antibakterialni aktivitu. Nanocastice
se od vétsich téles lisi svym velkym pomérem povrchu a objemu, jinak fe¢eno specifickym povrchem.
Cim jsou nano&astice mensi, tim se zvétsuje jejich specificky povrch a snizuje jejich objem, tudiz je
pomgér povrchu a objemu vyssi. Timto zvySovanim specifického povrchu nanocastic se zvysuje
mnozstvi atomtl na povrchu nanocastic. To znamena, ze mens$i nanocastice maji vétsi moznost

interagovat s dal$imi ¢asticemi, plochami, ¢i v tomto piipadé s povrchem bakterie.

AgNPs s mensim primérem vykazuji vyraznéjsi antibakterialni u¢inek v porovnani
s vétsimi AgNPs (Agnihotri et al. 2014; Choi a Hu 2008; Lu et al. 2013; Panacek et al. 2006; Shameli
et al. 2012). Malé AgNPs s primérem ~1,5 nm mohou proniknout skrze membranu do intracelularniho
prostoru butiky a jejich antibakterialni aktivita je siln&j$i. AgNPs vétsi nez 10 nm nejsou schopny
do bakterialni buiiky proniknout, ale pfilnou na membranu a narusi jeji permeabilitu natolik, ze mize
dojit az k 1yzi bunky (Bera et al. 2014). To, ze mensi AgNPs vykazuji vy$$i antibakterialni aktivitu,
neni ale patrné pouze V rozmezi primért 1-10 nm, ale také v rozmezi velikosti 10-100 nm. NPs
0 pruméru ~25 nm mély nejnizsi MIC (minimalni inhibi¢ni koncentrace) pro nékolik riznych druht
bakterii a tedy vykazovaly nejvétsi antibakterialni aktivitu v porovnani s vét§imi NPS s praimérem ~35
nm, které byly u¢innéjsi nez NPs s praimérem ~ 44 nm a ~50 nm (Panacek et al. 2006). Pokud jsou
AgNPs vétsi, nebo vytvaii v roztoku veEtsi agregaty, dojde ke snizeni jejich specifického povrchu a tim
i ke snizeni jejich antibakterialni aktivity (Lok et al. 2007). Dal§im divodem lepsiho antibakterialniho

efektu mensich AgNPs miize byt i to, ze mensi AgNPs uvoliiuji snadn&ji ionty Ag”, které rovnéz
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dokazou poskodit bakterie, viz kapitola 4.4 (Sotiriou a Pratsinis 2010). Lze tedy fici, Ze by se velikosti
dala regulovat antibakterialni u¢innost AgNPs, protoze mensi nanocastice jsou hned z nékolika

davodu u¢inngjsi (Shameli et al. 2012).

Stejné jako u AgNPs, ma velikost, ¢ili specificky povrch, AUNPs vliv na celkovou antibakterialni
aktivitu. Také zde plati pravidlo, ze AuNPs s mensim primérem maji vyssi antibakterialni u¢inky nez
AUNPs s vétsim prumérem (Hayden et al. 2012; Lima et al. 2013). Vliv velikosti u AuNPs ale nejspis
nebude tak vyrazny, jako u AgNPs, protoze dalsi publikovana studie ukazala, ze vétsi AuNPs,

S primérem az ~120 nm, maji vys$si antibakterialni efekt nez AuNPs mensich pramért, ~60 nm a ~25
nm (Badwaik et al. 2012), ptipadn¢ byl antibakterialni efekt riznych velikosti AuNPs podobny
(Ameer Azam 2009), coz mohlo byt zpisobeno riznymi dal§imi faktory, jako je tvar, obalova

molekula, povrchovy naboj a podobné, které jsou pojednany dale.

U ostatnich kovovych nano¢astic nejsou antibakterialni uéinky v zavislosti na velikosti zatim pf#ilis
prostudované. Bylo vSak pozorovano, ze PtNPs 0 priméru 1-2 nm dokazou vstoupit do bakterialni
bunky, a zptsobit jeji smrt. VEtsi PtNPs, 0 pruméru 5-20 nm jiz antibakterialni G¢inek nemély

a s bakterialni membranou téméf neinteragovaly (Gopal, Hasan, et al. 2013).

7.3 Vliv tvaru nanocastic na jejich antibakterialni aktivitu

Sila antibakterialnich u¢ink NPs je také zavisla na jejich tvaru. Publikované studie, které

se soustredi na tvar, se tykaji predevsim AgNPs.

Kovové nanocastice mohou mit né€kolik riznych tvari. Takovymi tvary jsou napiiklad: podlouhlé

nanokabely a nanoty¢e, dale nanokostky, nanosféry a triangularni tvary (Obrazek 9).

Obriazek 9: Riizné tvary stfibrnych nanoc¢astic; a) Ag nanosféry, b) Ag nanokostky, c) Ag nanokabely;
d) triangularni platy. Snimky pofizeny pomoci SEM; Pievzato z: (Hong et al. 2015; Pal et al. 2007)

18



Krystalova miizka kovi, ze kterych jsou syntetizované NPs, ma strukturu fcc (kubicky plosné
centrovanou), viz Obrazek 10. Je nékolik moznosti pro uspofadani atomt v krystalové miizce na
povrchu NPs. Toto uspotadani je definovano Millerovym ¢islem. Millerovo ¢islo udava uspotradani
atomu skrze rovnobéznost ploch krystalové miizky s krystalografickymi osami v pofadi X, y a z. Je-
li strana plochy rovnobé&zna s osou, je tato strana oznacena jako 0. Neni-li zadna plocha rovnobézna
s danou osou, tato strana je oznacena jako 1. Troj¢isli nasledné znamena, se kterymi osami jsou hrany
ploch rovnobézné (x, y, z). Na vn€jsim povrchu kovi se objevuji predevsim krystalické plochy
s nizkym Millerovym indexem — (111), (100) a (110) (Obrazek 11). Struktura rozlozeni atomi
v krystalové miizce na povrchu (100) a (111) je ilustrovana viz Obrazek 12.

Kulatymi zavorkami se popisuji jednotlivé plochy a slozenymi zavorkami je popisovan cely tvar
slozeny z n€kolika stejnych ploch (Obrazek 13) (Miller 1839; Tilley 2006; Vavra a Losos 2011). Typ
ploch ma vliv na povrchovou energii kovovych nanocastic a tato povrchova energie je u ploch

s nizkymi Millerovymi indexy nejvyssi u rovin (110), nizsi u (100) a nejnizsi u (111) (Wen a Zhang
2007). Povrchova energie predstavuje miru porusenych vazeb pti vzniku nového povrchu (Holec a
Mayrhofer 2012). Lze fici, ze kazdy tvar ¢astic ma svij specificky pomér ploch na svém povrchu, viz
obrazek 13.

Obrazek 10: Struktura atomi krystalové miiZKky kubicky plo$né centrované. Tuto strukturu

krystalové miizky maji kovy. Pfevzato z: (To et al. 2013)
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Obrazek 11: Krystalografické osy x, y a z. Je na nich je zobrazeno usporadani atomu do tfech typt ploch,

jejichz hodnota je uréena Millerovym indexem. Zdroj: (Hook a Hall 1991)

Usporadani atomu, a tedy tvar, zavisi stejné jako velikost NPs na zptsobu syntézy nanocastice.
Pii syntéze se ve fazi nukleace vytvoii zarodky krystalu. Zarodky dale vyrostou do zrn, ktera mohou
byt deformovana. Jednou z moznych deformaci je tzv. dvojcaténi, které mize byt jednocetné
i mnohocetné. K dvojcaténi mize dojit, vytvori-li se v ur¢itém misté roviny krystalické miizky dalsi
rovina, ktera je symetricka s puvodni krystalickou miizkou (Buerger 1945). Tyto deformace dale

urcuji tvar NPs, jako je napiiklad dekahedron z mnohocetného dvojcéaténi, ¢i prava bipyramida

Z jednocetného dvojcaténi, viz obr. 14. Kromé tohoto defektu se mohou objevit i vrstevnaté chyby, ze

kterych vzniknou triangularni platy (Amin et al. 2014). Ruzné tvary lze definovat také uspofadanim

atomu na povrchu nanocastic.

Obrazek 12: Struktura krystalové m¥iZky na povrchu nanoéastic. Plochy (100) (a), plochy (111) (b).
Ptevzato z: (Kilin et al. 2008)
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Obrazek 13: Morfologie AgNPs s krystalickymi plochami (111) a jejich modely; Snimek ze SEM, vpravo
dole: model; a) ikosahedron AgNPs, b) dvojée, c) dekahedron. (Morones et al. 2005).
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Obrazek 14: Postupny vyvoj tvarta NPs, které se odvijeji od druhu zrna. Zelené plochy (100), oranzové
plochy (111) a fialové plochy (110). R=Pomér mnozstvi ploch (111)/(100). Zdroj obrazku: (Xia et al. 2009)
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Plochy s Millerovym indexem (100) maji vyS$$i energii nez plochy s indexem (111). To je davod,
pro¢ maji nanosférické AgNPs s pievladajicimi plochami (111) slabsi antibakterialni G¢inky nez
nanokostky, na kterych prevladaji plochy (100) (Hong et al. 2015; Xia et al. 2009). Naproti tomu
nanosférické AgNPs s prevladajicim povrchem (100) byly méné uc¢inné nez triangularni platy
s plochami (111) (Pal et al. 2007). Je to pravdépodobné dano tim, ze triangularni platy maji vyssi
povrchovou energii nez ostatni tvary kvuli velkému povrchu a to i pres to, ze se na nich vyskytuje
predevsim (111) plocha (Washio et al. 2006; Xia et al. 2009). Rovnéz pti charakterizovani ploch
AuNPs bylo zjisténo, ze jejich uc¢inné krystalické plochy se skladaji predevsim z (111) ploch
(Annamalai et al. 2013; Zhang, Zheng, et al. 2011).

Zatim nejsou experimentalné ovéteny vlivy tvaru na antibakterialni efekty nanocastic jinych kovu,
nez je stiibro. Gopal a kol. ale provedli experiment s PtNPs, po kterém usoudili, Ze je mozné, ze
u PtNPs bude mit vliv na antibakterialni u¢inek také tvar. PtNPs ve tvaru nanosfér totiz dokazou 1épe

proniknout skrze bakterialni poriny nez PtNPs v podobé nanokostek (Gopal, Hasan, et al. 2013).

| v ptipadé ruznych tvart hraje svou roli specificky povrch a styk bakterialni membrany s NPs, coz
je patrné predevsim U nanokabelll a nanoty¢i, které maji mnohem nizsi baktericidni aktivitu, nez
nanokostky a nanosféry (Hong et al. 2015; Pal et al. 2007). To, Ze nanokabely maji oproti ostatnim
nanocasticim nizsi antibakterialni efekt, Ize pficitat mensi ploSe styku povrchi. Plocha styku povrchu
AgNPs ve tvaru nanokabelu s povrchem bakterie je totiz kvili rovnému a dlouhému tvaru nanokabelu
zna¢né omezena a tim padem maji takové AgNPs snizenou moznost rozrusit membranu (Hong et al.

2015).

7.4 Pasobeni nanocastic na gram-negativni a gram-pozitivni bakterie

Jak je zminéno vysSe, pro antibakterialni G¢inky NPs je dilezity kontakt s povrchem bakterie. Tudiz
je pro né téz dulezité, jaky charakter ma povrch bunééné stény, nebo vnéjsi membrany bakterii. Dalo
by se piedpokladat, Ze kvili odliSnym molekulam na povrchu budou uréité rozdily ve stupni inhibice

mezi gram-negativnimi a gram-pozitivnimi bakterialnimi burnkami.

Tato problematika je vSak nejasna. Dle nékterych publikovanych studii mezi inhibici téchto dvou
skupin bakterii pomoci AgNPs neni velky rozdil (Agnihotri et al. 2014; Bera et al. 2014; Shameli et
al. 2012). Jiné studie prokazaly lepsi antibakterialni ucinky AgNPs na gram-negativni bakterie (dos

Santos et al. 2012) a dalsi naopak na gram-pozitivni (Shrivastava et al. 2007). AuUNPs se ukazaly

vvvvvv

Prozatim neexistuje ani jasny zaveér tykajici rozdilu miry antibakterialnich u¢inktt CuNPs na gram-
pozitivni a gram-negativni bakterie. Nékteré publikované studie prokazaly, ze jsou kK CUNPs odoln¢;jsi

gram-negativni bakterie (Ruparelia et al. 2008; Yoon et al. 2008), a v jinych, kde bylo
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testovano n¢kolik gram-pozitivnich a gram-negativnich druhd, nebyl zfejmy zadny vyznamny trend

Vv mife antibakterialni aktivity v zavislosti na charakteru povrchu bunky (Shende et al. 2015).

Tak vyzna¢né neshody v publikovanych studiich mohou byt zptisobeny
riznymi experimentalnimi podminkami a rozdilnymi vlastnostmi NPs, které byly pti pokusech
pouzity. Je tudiz pravdépodobné, ze mohou byt nanocastice s odlisnymi vlastnostmi rtizné specifické

k riiznym bakteriim.

7.5 Vliv koncentrace nanocastic na jejich antibakteridlni ac¢inky

Dalsim faktorem, ktery ovliviiuje antibakterialni G¢inek nanocastic, je jejich koncentrace, ¢i spiSe
pomér jejich mnozstvi K po¢tu Zivych bakterialnich bungk.

Cim vy3si koncentrace NPs je v médiu pfitomna, tim je antibakterialni efekt vyrazngjsi. (Agnihotri
et al. 2014; Badwaik et al. 2012; Sondi a Salopek-Sondi 2004; Yoon et al. 2008). To, Ze je
antibakterialni efekt zavisly na koncentraci, se projevi naptiklad v tekutém médiu. Tam se AgNPs
navazuji na ¢asti mrtvych bakterii a postupné se v médiu zacinaji srazet v agregaty, které uz
baktericidni u¢inky nevykazuji, ¢ili koncentrace volnych AgNPs, které maji antibakterialni G¢inky,

v médiu postupné klesa. Proto je v médiu na zacatku vyrazna lag faze, kterd je pfimo umérna
koncentraci. Lag faze trva az do doby, kdy se koncentrace AgNPs vykazujicich antibakterialni u¢inky
snizi natolik, ze bakterialni kultura mize zaéit rust. K naprosté inhibici bakterialniho ristu v tekutém
médiu je proto potieba vyssi pocatecni koncentrace t¢innych AgNPs. Musi byt alespon tak vysoka,
aby dokazala zahubit vSechny bakterialni buniky dfive, nez se koncentrace AgNPs vykazujicich
antibakterialni aktivitu vinou agregace snizi (Shrivastava et al. 2007; Sondi a Salopek-Sondi 2004).
Pro E. coli ve 100 ml komplexniho média média s 10” CFU/ml bylo toto inicialni mnozstvi AgNPs, po
jehoz ptidani nedoslo K ristu ani po 24 hodinach, 10 pg triangularnich AgNPs; pro jiné tvary je tato
koncentrace vyssi (Pal et al. 2007). MIC se pro bakterialni buiiky E. coli 0 hustot& 10°-10° CFU/ml
muze V zavislosti na velikostech AgNPs pohybovat mezi 20 — 110 ug/ml AgNPs a pro S. aureus za
stejnych podminek mezi 70-200 pg/ml (Agnihotri et al. 2014).

MIC AuNPs je pro S. aureus 330 ug/ml a pro S. typhi 370 pg/ml (Lokina et al. 2014). MIC CuNPs pro
E. coli byl 3 pg/ml pro kulturu o hustoté 10’ bundk/ml (Chatterjee et al. 2012).

Koncentraci NPs je mozné ovlivnit také dobu, za kterou bude zcela inhibovan rust bakterialni
kultury. Rychlost antibakterialniho u¢inku CuNPs je zavisla na koncentraci CuNPs, které jsou
bakterialni buiiky vystavené. Cim vyssi je koncentrace CuNPs, tim dfive jsou bakterie zahubeny

(Deryabin et al. 2013).
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7.6 Vliv povrchovych vlastnosti nanocastic na antibakteridlni ac¢inky
nanocastic
Na antibakterialni Gu¢inek NPs by mohly mit kromé dalSich vliv takeé jejich fyzikalni vlastnosti,

zejména jejich naboj, respektive zeta potencial, a hydrofobicita.

Povrchovy naboj NPs Ize odvodit z hodnoty zeta potencialu (Bondar et al. 2012). Castice v roztoku
jsou obklopeny ionty, které tvofi tzv. elektrickou dvojvrstvu. Elektricka dvojvrstva se sklada se dvou
vrstev, vnitini Sternovy vrstvy, ve které jsou ionty pevné vazané K ¢astici, a vn&jsi vrstvy, kde jsou
ionty vazany slabgji. Povrchu elektrické dvojvrstvy se fika rovina skluzu. Obé vrstvy s ionty jsou ale
k télesu pfitahovany a pii pohybu télesa se od ni ani jedna z vrstev neoddéluje. Elektrokineticky zeta
potencial je potencialovy rozdil mezi okolnim médiem a elektrickou dvojvrstvou, tedy potencial
Vv misté, které se oznacuje jako rovina skluzu. Zeta potencial ma vzdy opa¢né znaménko nez ionty
vnéjsi vrstvy, je zpusoben elektrickym nabojem nanocastice a zavisi na pH a dalsich vlastnostech
prostiedi, ve kterém se téleso nachazi. Je-li hodnota zeta potencialu 0, je ¢astice v izoelektrickém bod¢
a ma nejnizsi stabilitu. Hodnota zeta potencialu zavisi U kovovych nanoéastic také na druhu molekuly,

ktera obaluje jeji povrch (McNaught a Wilkinson 1997).

Obalové (stabiliza¢ni) molekuly na povrchu NPs jsou nutné pro jejich syntézu. Vazi se na povrch
NPs a obvykle jde 0 molekuly citratu, PVP (polyvinylpyrrolidon), nebo BPEI (vétveny
polyethylenimin), ale mohou byt pouzity i jiné molekuly (Ivask et al. 2014). Mezi nejucinnéjsi
obalové molekuly na povrchu AgNPs mezi H,, citratem, PVP a BPEI patii AgNPs s vétvenym
polyethyleniminem (BPEI). Je tomu tak, jelikoz NPs s BPEI na povrchu maji vysokou kladnou
hodnotu zeta potencial +41 mV, zatimco NPs s H,, PVP, popftipadé s citratem vykazuji niz§i hodnoty
zeta potencialu. Gram-pozitivni bakterie druhu Bacillus ma v téchto podminkach zeta potencial ~-37
mV (El Badawy et al. 2011; Ivask et al. 2014). Nanog¢astice s kladnou hodnotou zeta potencialu maji
proto k zapornému zeta potencialu povrchu bakterie vyssi afinitu, ¢ili snadnéji a Iépe piilnou k jeji
membrané. Pro silnéjsi antibakterialni G¢inek je vhodné&jsi, aby byl mezi hodnotou zeta potencialu
nanocastice a povrchem buiiky co nejvyrazngjsi rozdil, coz je dGvod, pro¢ mely nejvyssi
antibakteridlni efekt castice pokryté BPEI. Tento faktor vSak nema na vyslednou antibakterialni
aktivitu nanocastic veétsi vliv, nez je jejich tvar a velikost. Je to spiSe tak, ze po tom, co nanocastice
prostoupi elektrostatickou bariéru mezi svym povrchem a povrchem bakterialni bunky, za¢nou mit
vliv ostatni vlastnosti, jako je tvar a velikost AgNPs. Nutno vSak podotknout, Zze kromé naboje
povrchu AgNPs musime vzit vzdy v potaz také naboj kazdé bakterialni membrany (Deryabin et al.
2013; El Badawy et al. 2011). Obalové molekuly jsou uzivané i pro svij stabiliza¢ni Gi¢inek na
nanocastice. Bez jejich pfitomnosti by nanocastice agregovaly a usazovaly se, coz by snizovalo jejich

antibakterialni uc¢inek (EI Badawy et al. 2010).
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Obalové molekuly mohou rovnéz zapticinit zmeénu tvaru NPs (Obrazek 15). Zména tvaru se se
odviji dle toho, na jaky druh povrchu NP se obalova molekula Iépe vaze a ktery stabilizuje. Piikladem
muze byt citrat, ktery se preferencné vaze na (111) plochy AgNP, ¢imz tyto plochy stabilizuje.
Dutivody silngjsi vazby citratu s (111) je zptisoben tim, ze molekula citratu tvoti s atomy AgNP 4
vazby, naproti tomu s plochou (100) tvoti molekula citratu pouze 2 vazby. Je tomu tak proto, Ze citrat
a plocha (111) maji shodnou symetrii (Obrazek 16) (Kilin et al. 2008). To, Ze je preferenéné
stabilizovana plocha (111), vede ke krystalovému rustu ostatnich ploch, které nejsou chranéné, a proto
se na né snadno aduji molekuly atomtt Ag. Diky tomu vznikaji tvary AgNPS, na jejichz povrchu
ptevladaji (111) plochy, coz muze byt napiiklad oktahedron (Zeng et al. 2010). Jako obalova molekula
mize slouzit také PVP. Na rozdil od citratu se vaze na (100) plochy a nechava obnazené
a nestabilizované ostatni plochy, které rostou (Sun et al. 2003). To zpuisobi zménu tvaru, ve kterém je
hlavnim druhem plochy (100), coz je napt. nanokostka. Tvar nanocastic je mozné pomoci obalovych
molekul ménit také pozdé&ji. Pfidame-li k nanokostkam molekuly citratu (v tomto piipadé Nas-citrat),
zméni se nanokostka s pievladajicimi plochami (100) v oktahedron s plochami (111) (Zeng et al.

2010). Obalové molekuly mohou téZ ovliviiovat mechanismus G¢inku, viz kapitola 4.1.

_Ag'+AA | G
NasCA cappmg

Ag +AA
PVP capping

{100y [E{111}

Obrazek 15: Pfeména nano zrna ve sférickém tvaru na jiné tvary v pfitomnosti riiznych obalovych
molekul. Citrat (NazsCA) stabilizuje plochy (111), coz ma za nasledek tvorbu oktahedronu
s prevladajicimi plochami (100). PVP stabilizuje plochy typu (100), coZ ma za nasledek tvorbu nanokostek

a nanoty¢i s prevladajicimi plochami (100). Pfevzato z: (Zeng et al. 2010).
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Obrazek 16: Vazby molekuly citratu na rizné plochy NPs. Vazba na plochu (100) dvéma vazbami (a);
Vazba na plochu (111) &tyimi vazbami (b). Cervené atomy: kyslik, $edomodré: uhlik, bilé: vodik, $edé: atomy
kovu. Pievzato z: (Kilin et al. 2008).

U AuNPs se studovala i hydrofobicita jejich povrchu. Jsou-li povrchy AuNPs vysoce hydrofobni,
budou na povrchu membrany agregovat mezi sebou a do buiiky se nedostanou. Agregace AuNPs také
vykazuje urc€ité vzory, jez se lisi dle toho, zda ptijdou AUNPs do styku s povrchem gram-pozitivni,
nebo gram-negativni bakterie. Na gram-pozitivni bakterii se tvoii agregaty rychleji, zatimco na gram-
negativni Se agregaty tvoii pomaleji a oproti agregatim gram-pozitivnich bakterii jsou mensi (Hayden

et al. 2012).
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8 Cytotoxicita
O cytotoxicité nekterych nanocastic, zejména AgNPs, pro eukaryotni buiiky existuje nékolik
publikovanych studii a jsou 0 ni vedeny rozsahlé diskuze. To, jak to skute¢né je a jaké riziko se

v kovovych NPs skryva, zatim nema jasny zaver.

AgNPs byly shledany nékolika studiemi v mnozstvi 100-150 pg/ml jako cytotoxické (Fatima et al.
2015), zatimco jiné poukazaly na to, Ze cytotoxické v mnozstvi, kdy jiz vykazuji antibakterialni
aktivitu, nejsou (Gogoi et al. 2015; Mohanty et al. 2012). U AuNPS rovnéz nema zkoumani miry
toxicity pro eukaryotni buriky zatim jasny vysledek. Nékteré studie je uvadéji, ze AuNPs nevykazuji
zadnou cytotoxicitu (Fatima et al. 2015). Naproti tomu jiné studie prokazaly, ze v malych velikostech
(1,2-1,4 nm) AuNPs cytotoxické jsou, coz napovida tomu, ze by tento faktor mohl mit vliv
na cytotoxickou aktivitu stejné, jako ma na antibakterialni (Pan et al. 2007). CuNPs dle jedné studie
vykazuji toxicitu pro eukaryotni buiiky, v tomto piipadé proti hepatocytim (Gallyas et al. 2016).
Avsak studii tykajicich se cytotoxicity CUNPs a ostatnich kovii zatim nebylo publikovano dost na to,

aby bylo mozné vyvodit jasny zaveér.
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9 Pouziti

Antibakterialni G¢inky, které nanocastice vykazuji, mohou byt vyuzity riznym zptusobem také
v praxi. Jejich vyuziti do budoucna by mohlo piivést lepsi obranu proti infekcim, které bakterie
zpusobuji napiiklad v ustech, nebo by mohly efektivné zabranovat usazovani bakterii na povrchu

nemocnic¢nich potieb, ¢i potravin.

Jednim ze zpusobu, jakym lze AgNPs pouzit, je dekontaminace vody od bakterialniho zne¢isténi.
K tomu dopomaha nanostruktura Fe;0,—SiO,—Ag, ve které jsou AgNPs na povrchu ¢astic Fe;Oy, které
obaluje SiO;. Sloucenina SiO, chrani ¢astice Fe3O, pted oxidaci a pevné piipoji AgQNPs K jejimu
povrchu. Tyto nanostruktury ve vodé pasobi jako t¢inna antibakterialni latka a jejich vyhoda spociva

téZ v tom, Ze mohou byt z vody snadno odstranény pomoci magnetu (Zhang, Niu, et al. 2011).

Antibakterialni u¢inky AgNPs mohou mit fadu moznosti aplikace v medicinské praxi. Napiiklad by
se daly pouzit jako antibakterialni povrchy obvazi a pro dalsi biomedicinské materialy (Bera et al.
2014). Baktericidni efekt AgNPs byl rovnéz uspésné testovan na aerobnich i anaerobnich bakteriich,
které se nachazi v stni dutiné. Vysledky napovédély, ze by AgNPs mohly mit vyznam v dentalnim
1ékatstvi, AgNPs byly totiz také testovany na bakteriich, které se nachazi na povrchu zubi, a které
byly ucinkem AgNPs zahubeny. Proto by bylo mozné ptedejit zubnim kaziim a parodontalnim
onemocnénim. Kromé toho by mohly byt AgNPs pokryté zubni implantaty a mohly by byt pouzivany
i k vyplachu ust (Lu et al. 2013). Jako alternativa v zubnim 1ékai'stvi proti tvorbé bakterialniho filmu
by také mohly fungovat NiNPs, které prokazaly svou antibakterialni aktivitu proti bakteriim bézné se
vyskytujicim v tstech (Khan et al. 2013). AgNPs mohou byt rovnéz inkorporovany do kanyl, ¢imz by
bylo mozné piedejit vzniku biofilmu pti podavani transfiizi. Tento antibakterialni efekt AgNPs byl ale
zkouman prozatim jen in vitro (Maki 2010). N¢které navrhované aplikace AgNPs se Vv prvni fadé
soustiedi na jejich schopnost uvoliiovat Ag" kationty. AgNPs jsou v tomto piipadé inkorporovany
do plazmového polymeru ve formé SiOx, ¢i ve formé hexamethyldisiloxanu, diky kterému jsou
z AgNPs kontinualng uvoliiovany kationty Ag®. Timto povlakem by mohl byt potahovan napiiklad
povrch implantatt, ¢imz by mély byt chranény pied tvorbou biofilmu (Kuzminova et al. 2016).

AgNPs by téz mohly byt u¢innym pomocnikem V potravinaiském prumyslu. Protoze jsou G¢inné
proti béznym patogentim, jako jsou Klebsiella planticola, Klebsiella pneumoniae, Serratia
nematodiphila, Escherichia coli, Salmonella typhimurium a Vibrio parahaemolyticus. Bylo by mozné
uzivat je jako AgNPs pro dezinfekci potravin, pro jeho ¢isténi, ptipadné by AgNPs mohly byt
zavadény do potravinovych obaltl, aby se piedeslo zachycovani bakterii. To by snizilo riziko
kontaminace jidla bakteriemi, které by mohly zpusobit infekci (Rajeshkumar a Malarkodi 2014; Zarei
et al. 2014).
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AgNPs jsou také efektivni v piipadé, Zze jsou umistény na filtry z aktivovanych uhlikovych vlaken,
kde jsou AgNPs schopné inhibovat bakterie, které by potencialné mohly proniknout do struktury filtru
(Yoon et al. 2008). AgNPs maji téz potencial kK vyuziti v textilnim primyslu a mohly by byt
integrované naptiklad do textilii laboratornich plastt (Xue et al. 2012). Dale by se antibakterialni
aktivita AgNPs dala vyuzit ptidanim do natért, které by se daly pouzit k pokryti skla, dieva, ¢i dalSich

materiald, ¢imz by se predeslo usazovani bakterii na plochach (Kumar et al. 2008).

Protoze AuNPs jsou uvadény jako viibec, ¢i malo cytotoxické pro eukaryotické buriky, existuje
snaha navazovat na né obalové molekuly v podob¢ béznych antibiotickych molekul, jako je
vancomycin, ¢i amoxicillin. AUNPs, ke kterym byly piipojené tyto antibiotické latky, prokazaly nizsi
MIC, nez tyto antibiotické prostiedky samotné, coz neplatilo pouze pro bézné gram-pozitivni a gram-
negativni bakterie, ale také pro bakterie jinak rezistentni na tato antibiotika a to jak in vitro, tak in vivo.
Moznym diivodem pro lepsi baktericidni ucinek by mohla byt vy$si moznost interakce bakterialniho
povrchu s antibiotickou molekulou, ktera je navazana na povrchu AuNPs. (Kalita et al. 2016; Lai et al.
2015).

V CR jsou Vv soucasné dobé vyrabény ponozky, tri¢ka a dali textil s obsahem AgNPs, které slibuji
ochranu proti bakteriim. Ve svété jsou poté Kk dostani povleceni s AgNPs, plySové hracky, deky
a nékteré dalsi produkty. Také jsou Kk dostani zubni pasty S ptidanymi AuNPs, jejich ucinek vSak neni
ovéten (Project on Emerging Nanotechnologies" 2016).
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10 Zavér

Kovové nanocastice maji prokazané antibakterialni u¢inky na mnoho bakterialnich druhti a to
véetné kment, které jsou rezistentni K béznym antibiotickym latkam. Jako prvni interaguji NPs
s molekulami membrany, popfipadé s molekulami buné¢né stény bakterii a tyto molekuly porusi. NPs
jsou schopny narusit elektrochemicky transmembranovy potencial, mohou indukovat tvorbu ROS,
jsou schopné uvoliovat toxické ionty a nékteré také dokazou interagovat s DNA. Antibakterialni
ucinky zavisi na mnozstvi faktoru, které zahrnuji druh kovu, tvar, velikost, hodnota zeta potencialu,
vlastnosti povrchu buiiky a rovnéz druh bakterii. Pomoci upravy vlastnosti nanocastic by se jejich
ucinky daly ptizpusobit bakterialnim druhtim, proti kterym bychom antibakterialni aktivitu
vyzadovali, a které bychom chtéli zahubit. Vétsi pocet zasahovych mist pro NPs brani
mikroorganismim rychlému vytvoreni rezistence k NPS a proto jsou kovové nanocastice tak
unikatnim a perspektivnim kandidatem pro budouci boj s mikroorganismy. Zdaleka vsak jesté nejsou
znamé vSechny procesy zpisobené NPs do detaild. Zkoumat procesy, které zptsobi NPs pfi svém
styku s mikroorganismy, je totiz nesnadnou praci. Experimenty jsou provadény za rozdilnych
podminek a s jinymi druhy ¢i vlastnostmi kovovych NPs, coz mnohdy snizuje moznosti pochopeni
vSech ucinku. LepSimu pochopeni interakci NPs s bakterialnimi buiikami by téz mohly

pomoci dlouhodobg&jsi experimenty vedené in vivo, ¢i testovani NPs za standardizovanych podminek.

Dalsi z otazek, ktera NPs, zejména potom AgNPs, obklopuje, se tyka jejich cytotoxicity. Odpoved’
je také potad nejasna a k jednozna¢nému zavéru by se dalo dojit az po pochopeni veskerych prubéha
procesu, které NPs v eukaryotnich buiikach prob&éhnou, jsou-li vystaveny ptisobeni NPs. Teprve poté,
co budou znama potencialni rizika, budeme schopni odhadnout, jaky by mélo bézné pouzivani NPs
dopad na zivotni prostiedi a zda stoji za to, i pies tuto potencialni hrozbu, riskovat a uzivat kovové

NPs v boji proti patogennim druhtim bakterii.
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