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Popis a vyuiiti funkéniho vzorku

Latka alicin, produkovand enzymatickou reakci dvou slozek (substrat alliin a enzym allinaza)
vyskytujicich se v bunkach cesneku, vykazuje vyrazné antimikrobialni Gcinky dokonce i v pfipadé
kontaktu s bakteriemi s antibiotikalni resistenci (napf. rezistentni forma zlatého stafylokoku MRSA).
Kvali jeji nizké Zivotnosti je ovsem nutné, aby k reakci obou slozek doslo aZ pobliz infikovaného mista,
je tedy potreba slozky izolovat, predejit jejich predcasné reakci a ve vhodné formé je k infikovanému
mistu dopravit. Pfedlozeny funkéni vzorek predstavuje systém, ktery obé slozky uzavira do dvou typl
tzv. biomimetickych ¢asticich (kazda obsahuje pouze jednu ze sloZek), ¢imZ napodobuje ¢esnekovou
bunku a jeji architekturu. Smés obou typl ¢astic je poté umisténa do formy, umoznujici aktivaci reakce
po pfiloZeni k infikovanému mistu a difuzi vznikajiciho alicinu skrze membranu ke zdroji infekce.
Vyuziti funkéni vzorek naléza predevSim v oblasti |é¢by koZnich onemocnéni bakteridlniho ¢i

plisnového plvodu.

Technické feseni

Pro potfebu ovéreni Ucinnosti predstaveného systému je vyrobena modelova naplast. Nejprve je
technologii 3D tisku vytvorena forma, schopnd pojmout biomimetické castice v suchém stavu a

ohranicit je fixovanou dialyza¢ni membranou (Obr. 1a).

Virtudlni 3D nakresy formy, pouzité jako vzor pro 3D tisk (tiskarna Prusa i3 MK3) jsou po optimalizaci
navrzeny tak, Ze jeji vnéjsi prdmér je 16 mm a vySka rezervoaru pro smés c¢astic 2 mm. Tloustka
fixacniho prstence i stény rezervoaru byla navrzena tak, aby odpovidala dvojnasobku Sitky tiskové
trysky, (2 x 0,4 mm) s nastavenym presahem 5 %. Tim doslo k vytvoreni nepropustné vrstvy bez dutin.
Vyska prstence byla 3 mm. Rozliseni tisku (vyska jednotlivych vrstev) bylo pro vétsi reprodukovatelnost
nastaveno na 200 um. Pro tisk formy byly otestovany dva konvenéné prodavané biokompatibilni
tiskové materidly, kyselina mlécnd (PLA) a polyethylentereftaldt s pridavkem glykolu (PET-G).

Nasledné testy ukazaly, Ze vybér materialu nemél na ucinnost systému zasadni vliv.

Takto vzniklou modelovou naplast je poté mozné prilozit ke zdroji infekce (Obr. 1b) a pomoci vihkosti
(v pfipadé klGze napf. potu) dojde k aktivaci reakce a nasledné difazi vzniklého alicinu. Predstaveny
systém svym mechanismem imituje pfipadny findIni vyrobek, tedy naplast pro dlouhodobé plsobeni
pfimo na infikované oblasti kiiZze. Pro konec¢nou aplikaci tedy staci smés ¢astic umistit do aktivni vrstvy
béiné koini naplasti, mezi adhezni a kryci vrstvu. V ptipadé, kdy je kvili charakteru onemocnéni
potieba davku alicinu rozloZit do delSiho ¢asového uUseku, je moZné pouzit dvoukompartmentovou

variantu formy s oddélenymi typy ¢astic (Obr. 1c).
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a) b) c)

Obr. 1: a) Jednokompartmentovy prototyp naplasti, skladajici se z vytisténé formy (modrd), smési obou typl
biomimetickych castic (bild) a dialyzacni membrany, upevnéné fixacnim krouzkem; b) Prototyp je pfiloZzen
k mistu ucinku, v tomto pripadé k vrstvé agaru, obsahujiciho bakterie; c) Pro dosazeni dlouhodobéjsiho tcinku
je mozno pouZzit dvoukompartmentovou varianta naplasti, obsahujici dvé oddélené slozky ¢i smési (bila a Zluta),
pfi aktivaci systému napf. vihkosti nastava nejprve diflize slozek, jejich vzajemna reakce je tedy zpomalena.

Ovéreni ucinnosti

Antibakteridlni ucinek predstaveného systému (ve formé modelové naplasti) byl analyzovan za pomoci
agarového média v Petriho misce, obsahujiciho gram negativni bakteridlni kmen Escherichia coli (K12).
Nejprve byla pro kontrolu ovérena uc¢innost okamzité ptritomnosti alicinu, vzniklého smichanim alliinu
a allindzy v kapalné formé. Poté byla obdobné analyzovdna ucinnost v pfipadé predstaveného
systému, tedy enkapsulace obou sloZzek do biomimetickych castic. Pro vyhodnoceni antibakterialniho

Ucinku alicinu, produkovaného v modelové néplasti, byla zvolena metoda inhibi¢nich zén.

Sterilizovany Zivny agar byl umistén do Petriho misek, kde zgeloval za pokojové teploty do pevné
formy. Bakterialni kultura byla pfenesena na povrch sterilni agarové desky (100 ul, OD 0,1) a poté byla
na povrch agaru umisténa modelova néplast s danou koncentraci alliinu a allindzy o celkovém objemu
100 pl. Petriho misky byly inkubovany pfi teploté 37 °C po dobu 24 hodin. Po uplynuti inkubacni doby
byly inkubované misky studovany z hlediska velikosti tzv. inhibicnich zén (obsahujicich nyni jiz
zneskodnéné bakterie), vytvorenych okolo a pod vzorkem. Jako negativni kontrola bylo zvoleno
antibiotikum kanamycin (50 mg/ml, 10 pl). Pro pozitivni kontrolu byl zvolen samotny prototyp
naplasti, prototyp naplasti s allinem a dale pouze s allindzou. Primérna Sitka zdny inhibice (ZOl) byla

vypocitana podle vzorce:

701 = % 100 (%),
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kde W je pramér sitky inhibi¢ni zony okolo prototypu naplasti, D je primér Sirky inhibicni zény
kontrolniho antibiotika. Tyto parametry jsou urCeny z pofizenych snimk( ZOl pomoci nastroju

obrazové analyzy.

V dal$im experimentu byly pouzity pfipravené ¢astice s enkapsulovanym alliinem (16 w/w %) a Castice
s enkapsulovanou allinazou (2 w/w %). Byl sledovan antibakterialni Gc¢inek alicinu na kmenu E. Coli. Na
agarové plotny byly naneseny bakterie a nasledné inkubovdany v inkubatoru po dobu 20 min. Déle byly
navazeny Castice o celkové hmotnosti 30 mg. Cela s ¢asticemi byla vloZzena na bakterie a inkubovana
pfi 37 °C po dobu 24 hodin. Vliv produkovaného alicinu na bakteriim E. Coli byl vyhodnocen podle vyse

uvedeného postupu.

Data prokazala, Ze produkovany alicin ma silny Uc¢inek na bakterie E. Coli. Z Obr. 2 je vidét, Ze citlivost
bakterii se postupné zvySuje se zvysujici se koncentraci alliinu, stejné tak i allindzy. To ukazuje, Ze

velikost inhibi¢nich zén zavisi nejen na celkovém teoretickém mnoiZstvi vylou¢eného alicinu, ale i na

rychlosti jeho tvorby.

Obr. 2 Inhibi¢ni zony produkovaného alicinu, ATB reprezentuje antibiotikum (kanamycin, 50 mg/ml,
10 ul), S - reprezentuje substrdt (alliin, 200 mM), E - enzym (allindza, 10 mg/ml), E + S je riiznd
koncentrace allindzy a N - samotny vzorek ndplasti; a, b, c) substrat a enzym jsou pfitomné v kapalné
formé; d) substrat a enzym v enkapsulované formé.
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Obr. 3 Velikost inhibi¢nich zén v zavislosti na koncentraci alliinu a allindzy v kapalném stavu.
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Obr. 4 Velikost inhibi¢nich zén v zavislosti na koncentraci enkapsulovaného aliinu a aliinazy.

Podékovani

Financovdno z ucelové podpory projektu TACR Zéta (TJ01000313) ,, Vyvoj biomimetickych Edstic pro
antibakteridlni aplikace”.



