Studium vlivu stiibra a nanozlata na experimentalni model zdanétu

CYTOTOXICITA VZORKU STRIBRA A NANOZLATA

nékteré zavery z dizertatni prace Mgr. Veroniky Pivodové, PhD s nazvem

Hodnoceni materialii pro implantologii a hojeni ran

Stiibro je po mnoho let vyuZivano k hojeni ran. Dfive se pouzivalo stiibro ve formé
folii nebo roztokli jako dusi¢nan stiibrny. Vzhledem ke spektru antimikrobialnich
ucinki je v soucasné dobé studovano pfedevsim iontové stiibro, které se vyuziva jako
profylaktické antibakterialni ¢inidlo v obvazech. Zjistilo se, ze pusobi proti aerobnim,
anaerobnim gram-negativnim a gram-pozitivnim bakteriim a stejné tak proti plisnim.
Antibakterialni vliv stfibra mize byt vysvétlen nékolika zptsoby. Usuzuje se, ze stiibro
zasahuje do dychaciho fetézce bakterii. lonty stfibra reaguji se slozkami bakterialniho
transportniho systému elektronti a vazi se na DNA a tim inhibuji jeji replikaci (Barnea a
kol., 2010).

Krom¢ sttibra se dnes v mediciné vyuzivd i nanozlato diky svému unikatnimu
povrchu, optickym, magnetickym a elektronickym vlastnostem. Na rozdil od stfibra
nebyly v literatufe zminény zadné jeho toxické ucinky na bunky. Tento fakt koreluje
s nasimi vysledky. Testovali jsme cytotoxické ucinky dvou vzorka stfibra (metalické a
iontové) a jednoho vzorku nanozlata na lidské epidermalni keratinocyty a buné¢nou
linii HaCaT. V piipadé nanozlata nebyl prokazan zadny cytotoxicky uc¢inek na zvoleny
typ buiiek. U metalického stiibra, obdobné jako u zlata, se také neprojevily Zadné
cytotoxické ucinky na buiky, ale u lidskych epidermalnich keratinocyti byla u
koncentraci 11 ppm a 33 ppm pozorovana snizena proliferace bunék. Podle autortt Poon
a kol.(2004) bylo potvrzeno, Ze ionty Ag, Cu, Hg a Ni mohou mit antiproliferativni
ucinky. Predpokladad se, ze snizend nebo zastavend proliferace miize byt vyvolana
usmrcenim bun¢k nebo zabranénim jejich déleni, popiipadé obéma mechanismy.
Iontové stiibro pii vysokych koncentracich jevilo silny cytotoxicky vliv jak na
keratinocyty, tak na HaCaT. Z naSich vysledku tedy vyplyva, Ze pro bioaplikace stfibra
neni vhodné pouZzivat koncentrace nad 3,7 ppm.

Otazkou zistava, zda-1i jsou nanocastice biologicky bezpecné. Huang a kol. (2010)
ve své praci diskutuje moznost tzv. nano-biointerakci pfedevsim zlatych ¢astic, jejichz
velikost je mensi nez 10 nm. UvaZuje se tedy, Ze by nanozlato mohlo reagovat
s membranovymi lipidy ve Stratum corneum, tim ji otevfit a penetrovat do kiize (Daniel
a kol., 2004, Leu a kol., 2012). V pripad¢ biobezpecnosti stiibra Kokura a kol.(2010) ve



své praci uvadi, Ze nanocastice Ag nejsou schopny proniknout neporusenou lidskou

ktzi. Penetrace hrozi pouze pii naruseni bariérni funkce ktze.
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Obr. 33 Schéma poranéné ktize béhem 24 hodin (upraveno podle Xu a kol., 2013).
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Obr. 34 Prehled vybranych proteind ucastnicich se procesu hojeni na experimentalnim

modelu zanétu.



Nadworny a kol. (2010) ve své praci uvadi, ze stiibro v infekcnich ranach vykazuje
soucasn¢ s antimikrobialni také protizanétlivou aktivitu. Jeho protizanétlivé ucinky vSak
ucinkd neni zcela objasnén, ale piedpoklada se, Ze ionty stfibra jsou schopné piimo
interagovat s jednotlivymi zanétlivymi bunkami. To zpusobuje jejich apoptozu a
snizovani zanétu pies indukci nebo aktivaci MMP a prozanétlivych signalnich molekul.
Podobné jako u stiibra, tak i u zlata se prokazaly protizanétlivé ucinky. Eisler a kol.
(2003) ve své préci uvadi, Ze zlato ma pozitivni vliv na hojeni revmatoidni artritidy.
Dnes se pro 1écbu vyuziva koloidni zlato AW, které se zda byt efektivnéjsi a bezpecnéjsi
alternativou nez slouceniny zlata vyuzivané diive. Bylo prokazano, ze slouceniny zlata
obsahujici ionty Au* nebo Au®* vykazovaly b&hem 1éby revmatoidni artritidy toxické
ucinky. Dle literatury se da shrnout, Ze stiibro a zlato podporuji hojeni koznich ran
potlacenim exprese cytokini a indukci aktivace MMP, které jsou nezbytné béhem
procesu hojeni. NaSe vysledky dokazuji, ze jak zlato, tak stiibro potlacovaly produkci
IL-6 a navic iontové stiibro indukovalo zvyseni produkce MMP-3 (Obr. 34).

V nasi préci byla stanovovana produkce kolagenu 1. Z literatury je zndmo, Zze MMP-1
spolecné¢ s MMP-10 podporuji migraci keratinocyti ptfes kolagen I béhem hojeni
(Dumin a kol., 2001; Martins a kol., 2012). Pilcher a kol. (1997) ve své praci uvadi, Ze
nativni kolagen I selektivné podporuje adhezi keratinocytli a indukuje produkci MMP-1.
Navic produkce MMP-1 je zvySena na pocatku zanétu a je tedy jeho indikatorem. Nase
data ukazala souvislost mezi témito vybranymi proteiny u iontového stiibra pii
koncentraci 0,4 ppm, kde spole¢n¢ s nartistem produkce MMP-1 a -10, byla zvySena i
produkce kolagenu | (Obr. 34). To by potvrzovalo skuteCnost, zZe pro migraci
keratinocytti béhem hojeni je dilezité spojeni mezi MMP-1, -10 a kolagenem |.



Studium vlivu stiibra a nanozlata na experimentdlni model zanétu

Byla hodnocena cytotoxicita metalického, iontového stfibra a nanozlata na bunéénou
linii HaCaT a primarni kulturu lidskych epidermalnich keratinocytii. Déle byl studovan
vliv stiibra a zlata na experimentdlni model zanétu vyvolany pomoci TNF-a
v keratinocytech. Byla stanovena hladina vybranych proteinovych markera

exprimovanych keratinocyty béhem procesu hojeni (IL-6, MMP-1, -3 a -10 a kolagen I).

Iontové stiibro

» Koncentrace iontového stiibra 3,7 ppm, 11 ppm a 33 ppm vykazovaly silné
cytotoxické ucinky na oba bunééné modely. Pro aplikaci iontového stiibra na bunky je
proto vhodné volit nizsi koncentrace fadove od 0,4 ppm.

» Znasich vysledku Ize usoudit, Ze iontove stiibro by mohlo podporovat hojeni na
zéklad¢ stanovenych proteinti:

- Snizovalo hladinu IL-6.
- Signifikantné zvysovalo MMP-3 a -10, tedy proteiny, které jsou dilezit¢ beéhem

migrace keratinocytti pfi hojeni.

Metalické stiibro

» Metalické stiibro nevykazovalo zadny cytotoxicky ucinek na bunky. AvSak u
koncentraci 11 ppm a 33 ppm byl pozorovan antiproliferacni vliv. Z tohoto duvodu je
vhodnéjsi pracovat s koncentracemi v rozmezi 0,013 ppm- 3,7 ppm.

» Metalické stiibro vykazovalo protizanétlivé uc¢inky, protoze snizovalo hladinu

prozanétlivého cytokinu IL-6.

Nanozlato
» Nanozlato stejn¢ jako metalické stfibro nevykazovalo zadné cytotoxické ucinky
na bunky.
» U nanozlato byly také prokazany protizanétlivé ucinky jako u obou typu stiibra,

snizenim hladiny IL-6.
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