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Infoleht

Elektrospinnitud antimikroobsete PCL ja PCL/PEO nanofiibermattide in vitro testimine

Liigne antibiootikumide kasutamine on viinud patogeensete bakterite
antibiootikumresistentsuse suurenemisele ning seetottu on vaja viahendada antibiootikumide
kasutamist. Siisteemse manustamise asenduseks tootatakse vilja erinevaid alternatiive, millest
iiks on elektrospinnitud antimikroobsed haavakatted infitseerunud haava lokaalseks raviks.
Farmakopoa juhiste puudumise tottu uudsete ravimvormide testimiseks analiiiisiti kdesolevas
magistritods erinevate raviaine vabanemisprofiilidega PCL/CAM ja PCL/PEO/CAM
nanofiibermattide antimikroobsust bioreporteriga, in vitro ja ex vivo infektsioonimudelitega
ning hinnati bakterite arvukust Alamar Blue vérvi abil. Nimetatud katsed komplementeerivad
farmakopda kvaliteedikontrolli teste ning nende abil on vdimalik hinnata nanofiibermattide

bioloogilisi toimeid.

CERS kood: B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, miikoloogia; T490

Biotehnoloogia; T410 Farmaatsiatooted ja nende tehnoloogiad

Mairksonad: antibiootikum, fluorestseeruvad valgud, bioreporter, elektrospinnimine,

nanofiibermatid

In vitro testing of electrospun antimicrobial PCL and PCL/PEO nanofiber matrices

Overuse of antibiotics has led to increased antibiotic resistance of pathogenic bacteria, making
it necessary to reduce the use of antibiotics. Various alternatives to systemic administration
are being developed, one of which is electrospun antimicrobial wound dressings to treat
infected wounds. With the lack of appropriate protocols in pharmacopoeia for testing new
treatment methods, this thesis assessed the antimicrobial property of PCL/CAM and
PCL/PEO/CAM nanofiber mats using in vitro and ex vivo infection models and quantified
bacteria using Alamar Blue dye. The aforementioned experiments complement quality control

tests of pharmacopoeia and allow assessment of the biological activities of nanofiber mats.

CERCS code: B230 Microbiology, bacteriology, virology, mycology; T490 Biotechnology;

T410 Pharmaceuticals and related technologies
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SISSEJUHATUS

Antibiootikumide liig- ja védarkasutamine on viinud bakterite resistentsuse suurenemisele.
Resistentsuse vihendamiseks peab optimeerima antibiootikumide kasutamist ning harima

inimesi vaiarkasutamise ohtudest.

Antibiootikumi on vdimalik manustada patsiendile mitmel viisil, peamiselt jaotatakse need
siisteemseks manustamiseks ning lokaalseks manustamiseks. Siisteemse toime vajalikkuse
puudumise korral tuleks eelistada lokaalset manustamisviisi. Lokaalsel manustamisel on
kdrgem antibiootikumi kontsentratsioon infektsioonipiirkonnas ning madalam mujal kehas.
Seetottu on korvaltoimete, mh antibiootikumresistentsuse tekke risk, teistes organismi

piirkondades viiksem.

Jarjest enam poOodratakse biomeditsiinis tdhelepanu elektrospinnimisele. Elektrospinnimisega
saab luua viga erinevate omadustega materjale. Néiteks on voimalik luua maatrikseid, mis
soodustavad kahjustatud kudede taastamist ning antibiootikumi sisaldavat haavakatet.
Haavakatete juures on oluline materjali antimikroobsus, niiskuse sdilitamine haavas,
biosobivus ning katte kerge eemaldatavus. Neid ja paljusid teisi omadusi saab
elektrospinnimisega modifitseerida.

Hetkel puuduvad juhised taoliste haavakatete testimiseks farmakopodas. TOO autor testis
klooramfenikooli sisaldava erineva toimeaine vabanemisprofiiliga elektrospinnitud PCL ja
PCL/PEO nanofiibermattide antimikroobsust infektsioonimudelites ning testis nimetatud
nanofiibermattide vabanemisprofiilide erinevusi bioreporteriga. Dissolutestiga, farmakopoa
klassikalise vesikeskkonnas raviaine vabanemise testiga, on nédidatud, et PCL/PEO
nanofiibermatist vabaneb raviaine palju kiiremini kui PCL matist, kuid sellised testid on
ebapiisavad, et hinnata haavakattematerjalide omadusi ja teha ennustusi nende kéitumise
kohta in vivo (Preem et al., 2017). Raviaine vabaneb PCL/PEO nanofiibermatist kiiremini kui
PCL nanofiibermatist ka pooltahkes keskkonnas (Preem, Bock, et al., 2019), kuid kdesolevas

to0s testitud infektsioonimudelites kahe mati antimikroobse toime vahel erinevusi ei leitud.

Antud t66 on teostatud Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstituudis Tanel Tensoni juhitud

uurimisgrupis koostdds Tartu Ulikooli Farmaatsia Instituudiga.



KASUTATUD LUHENDID

AMP — ampitsilliin
CAM — klooramfenikool

DMEM - Dulbecco poolt modifitseeritud Eagle’i s6dde (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium)

FBS — veise loote seerum (Fetal Bovine Serum)

MBEC - minimaalne biofilmi hévitamise kontsentratsioon (minimal biofilm eradication

concentration)

MIC — minimaalne inhibeeriv kontsentratsioon (minimal inhibitory concentration)
PCL — poliikaprolaktoon (polycaprolactone)

PEO - poliietiileenoksiid (polyethylene oxide)

WHO — Maailma Terviseorganisatsioon (World Health Organization)



1. KIRJANDUSE ULEVAADE
1.1. Antibiootikumid

Penitsilliini avastamine Alexander Flemingi poolt 1928. aastal (Fleming, 1929) oli
nurgakiviks ,,antibiootikumide ajastu® algusele, mis muutis bakteriaalsete haiguste ravimist.
Antibiootikumid on erilised ravimid, sest nende sihtmirk pole inimese koed vOi nende
sekreedid, vaid mikroorganismid (Gould ja Bal, 2013; Moser et al., 2019). Lisaks sellele, et
antibiootikumid on ravinud mitmeid bakteriaalseid haigusi, on neil olnud oluline roll
keerukate operatsioonide juures ja transplantatsioonil, vastsiindinute meditsiinis,
vahipatsientide keemiaravis, et ennetada infektsioonide tekkimist (Guidos, 2011; Moser et al.,
2019). Antibiootikumide lai kasutamine on survestanud bakterite evolutsiooni resistentsuse
suurendamiseks (Gould ja Bal, 2013).

1.1.1. Antibiootikumresistentsus

1.1.1.1. Uhis- ja keskkondlikud probleemid
Viga oluline on antibiootikumidega seotud ohtude teemal inimesi harida. Alati ei voeta
ravimit nii nagu arst ette ndeb ning mdnes riigis on antibiootikumid kdsimiiiigis. Samuti on
probleemiks valede antibiootikumide ning valede annuste kasutamine, mis vdib viia
antibiootikumresistentsuse tekkeni. Naiteks liiga véikeste annuste korral suudab hévitatav
bakter ellu jadda ning muutub resistentseks sellele antibiootikumile. (Laxminarayan et al.,
2013)

Veel on probleemiks antibiootikumide suur kogus keskkonnas, mis tuleneb antibiootikumide
kasutamisest inimmeditsiinis, loomakasvatuses, veterinaarias (Boy-Roura et al., 2018;
Kraemer et al., 2019; Levy ja Marshall, 2004; Van Boeckel et al., 2015; Wise, 2002). Viga
oluline negatiivne panus resistentsete bakterite levikul on just loomakasvatusel. Veelgi
suurem kogus antibiootikume (umbes 70% kogu toodetud antibiootikumidest), kui inimeste
raviks tarvis, kasutatakse loomakasvatuses haiguste ravimiseks, ennetamiseks ja kasvu
kiirendamiseks. (Hollis ja Ahmed, 2013; Should We Continue to Feed Antibiotics to
Livestock?, 2015; Van Boeckel et al., 2015; Woolhouse et al., 2015) Paljudes piirkondades on
antibiootikumide kasutamine loomade kasvu kiirendamiseks keelatud, niiteks on néha, et
Euroopas langeb veterinaarantibiootikumide miitik (EMA/294674/2019). See ei tdhenda aga,
et seda ei tehta madala ja keskmise sissetulekuga riikides, néiteks Hiina, Brasiilia, Louna-
Aafrika, sest ndudlus nendes piirkondades loomse valgu jérele on kasvanud (Van Boeckel et

al., 2015).



On oluline olemasolevaid antibiootikume, nende kombinatsioone ja annuseid optimeerida ehk
leida liihim maksimaalse efektiivsusega ravi kestus ja ravimite kombinatsioon, samuti vilja
tootada teisi ravimvorme. Hetkel lisandub turule vdga véhe uusi antibiootikume, sest nende
tohusus usutakse olevat vaid liihiajaline ning viljaarendamise kulud tiletavad saadavad tulud

(Laxminarayan et al., 2013).

1.1.1.2. Bakterite omadused
Resistentsus on bakteri geneetiline omadus, mis tekib kui bakter omandab selektiivse surve
tottu vOime jddda ellu antibiootikumi sisaldavas keskkonnas. Niiteks suudavad bakterid
muuta oma rakukesta, et vidhendada antibiootikumi sisenemist rakku voi seda hoopis rakust

vélja pumbata (Corona ja Martinez, 2013).

A. Fleming oli esimene, kes maérkas, et tema avastatud penitsilliini suhtes voib tekkida
mikroobil resistentsus, kui ravi kestab liiga lithikest aega vOi manustatakse liiga viikest
kogust antibiootikumi (Laxminarayan et al., 2013; Sir Alexander Fleming - Nobel Lecture:
Penicillin, 1945). Praegu kasvab resistentsus antibiootikumidele vdga kiiresti.
Mikroorganismidel on vOime kiiresti muutuda resistentseks uutele siinteetilistele
antibiootikumidele, mida pole varem eksisteerinud, ning ka neile, mida on modifitseeritud nii,
et bakteri omandatud resistentsusmehhanism ei to6taks. (MacDougall ja Polk, 2005) Samal
ajal esineb ka looduslik resistentsus antibiootikumidele. On isoleeritud antibiootikumidele
resistentseid baktereid inimesest puutumata koopast ning arktilisest mullast. Lisaks
mikroobide poolt toodetud antibiootikumidele olid osad neist resistentsed ka
poolsiinteetilistele antibiootikumidele. (Bhullar et al., 2012; Perron et al., 2015; Perry et al.,
2016)

Lisaks geneetilisele omadusele vodivad bakterid ka teistel pdhjustel olla tolerantsed
antibiootikumidele. Seda nimetatakse fenotiiiibiliseks resistentsuseks. Niiteks mérgati juba
aastal 1944, et mittejagunevad Staphylococcus aureus-e rakud ei ole tundlikud penitsilliinile
(Lee et al., 1944). Praeguseks on kindlaks tehtud, et tundlikkus antibiootikumile
mittejagunemise ajal soltub antibiootikumi tiiiibist (Corona ja Martinez, 2013; Levin ja
Rozen, 2006).

1.1.1.2.1 Biofilm

Uheks fenotiiiibilise resistentsuse niiteks on biofilm (Corona ja Martinez, 2013).

Looduslikus keskkonnas elavad bakterid enamasti pinnale Kinnitunult ehk biofilmis,

moodustades hulgakesi agregaate. Uksikud bakterid toodavad limajat rakuvilist ainet
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(maatriks), mis seob bakterid iiheks biofilmiks. Maatriksi peamised komponendid on vesi,
poliisahhariidid ja  valgud. Biofilm pakub iksikbakterile kaitset ebasoodsate
keskkonnatingimuste eest, néditeks kuivamine voi antibiootikumid. (Branda et al., 2005; Hall-
Stoodley et al., 2004; Hall-Stoodley ja Stoodley, 2009; Percival et al., 2012)

Biofilm on suureks probleemiks meditsiinis. Néiteks vOib haavainfektsiooni korral
patogeenne bakter moodustada haava pinnale biofilmi. Antibiootikumravi ei pruugi olla
tohus, sest biofilmis ei joua ravim koikide bakteriteni letaalses kontsentratsioonis. Samal ajal
vOib biofilmi maatriksis olla pidev subletaalne antibiootikumi kontsentratsioon ning patogeen
voib muutuda sellele ravimile resistentseks. (Branda et al., 2005; Corona ja Martinez, 2013;
Hall-Stoodley et al., 2004; Hall-Stoodley ja Stoodley, 2009)

1.1.2. Antibiootikumide manustamine
Ravi antibiootikumidega on piiiitud optimeerida, et vihendada toksilisust patsiendile ning
viltida resistentsuse teket mikroobil (Meller Gundersen et al., 2019; Wilson et al., 2019;
Yilmaz ja Ozcengiz, 2017). Viga oluline on resistentsuse vihendamiseks kasutada bakterile

mdjuvat antibiootikumi, korrektset doosi ning ravi kestus peab olema piisav (Olofsson ja
Cars, 2007).

Antibiootikume voOib jagada kahte rithma: laia toimespektriga ja kitsa toimespektriga. Laia
toimespektriga antibiootikumid mdjuvad paljudele bakteriliikidele. Neid kasutatakse kui ei
teata patogeeni liiki, nditeks kiiret reageerimist vajava sepsise korral enne haigustekitaja
kindlaksméédramist voi profiilaktikaks. Kitsa toimespektriga antibiootikumid on konkreetse
bakteriliigi vo1 perekonna vastased. Neid kasutatakse, kui on teada infektsiooni pohjustaja.

(Melander et al., 2017)

1.1.2.1. Antibiootikumide manustamise viisid
Antibiootikumide {iks manustamise viise on silisteemne manustamine. Siisteemse
manustamise Korral jouab ravim vereringesse ning sealt edasi iile kogu keha. Levinuimad
slisteemse manustamise viisid on suukaudne ehk peroraalne voi siistimine ehk parenteraalne
(intravenoosne, intramuskulaarne, subkutaanne). Samuti voib siisteemselt manustada ravimit
rektaalse tee kaudu, seda niiteks kui patsiendil esineb vastundidustusi ravimi suukaudsel
manustamisel (oksendamine, kohuvalud). (Bergogne-Bérézin ja Bryskier, 1999) Veel saab
siisteemselt ravimit manustada transdermaalselt ehk 1dbi naha. Nahale pannakse
plaastritaoline kleepuv ese, mis viljutab ravimit 14bi naha organismi, kuid see pole veel viga

levinud (Kurmi et al., 2017). Antibiootikumide rektaalse ja transdermaalse manustamise



takistuseks voib olla vihene siisteemne biosaadavus (Bergogne-Bérézin ja Bryskier, 1999;
Kurmi et al., 2017).

Teine levinud manustamisviis on lokaalne manustamine, mille Kkorral manustatakse
antibiootikumi otse infektsioonipiirkonda, kus raviaine kontsentratsioon on korge ning samas
jadb kontsentratsioon vereringes madalaks, vdhendades seega siisteemsete korvaltoimete
tekkimise riski (Marson et al., 2018). Lokaalselt saab manustada erinevaid antibiootikumi
sisaldavaid ravimvorme, nditeks kreeme, geele aga ka silmatilku ja silmasalve

(Ravimiregister).
Tabelis 1 on vorreldud silisteemse ja lokaalse manustamise eeliseid ja puudusi (Tabel 1).

Tabel 1. Vordlev tabel siisteemse ja lokaalse antibiootikumi manustamise kohta.

Kohandatud (Jepsen ja Jepsen, 2016).

Siisteemne manustamine Lokaalne manustamine
Ravimi Laialdane jaotumine kehas Kitsas toimepiirkond
jaotumine
Ravimi Erinev kontsentratsioon keha eri | Korge kontsentratsioon manustatud
kontsentratsioon | piirkondades kohas, madalam mujal kehas

Ravi potentsiaal | V3ib rohkem mdjutada keha eri | VGib rohkem mdjutada lokaalselt

piirkondades olevaid | olevaid mikroorganisme, néiteks
mikroorganisme biofilmiga seotud baktereid
Probleemid Siisteemsed korvaltoimed Voib tekkida uus infektsioon mujal

piirkonnas, mida ei  ravitud;

lokaalsed korvaltoimed

Kliinilised Vajab patsiendi valmisolekut, | Infektsioon peab olema lokaalne

piirangud nditeks tableti neelamisel

1.1.2.2. Antibiootikumravi kestus
Antibiootikumide, mille toime on ajast soltuv, manustamist peaks optimeerima, et
vereseerumis oleks korgem kontsentratsioon antibiootikumi kui on patogeenile mojuv
minimaalne inhibeeriv kontsentratsioon (minimum inhibitory concentration — MIC). Ajast
sOltuvate antibiootikumide korral kontsentratsiooni tdstmisel bakterite suremus ei suurene.

(Burton et al., 2006)
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Kontsentratsioonist sdltuva toimega antibiootikume peaks manustama optimeerides
kontsentratsiooni maksimumi MIC-i suhtes. Kontsentratsiooni tdstmisel bakterite suremus
suureneb. (Burton et al., 2006)

Siisteemse antibiootikumravi kestus sdltub haigusest ning konkreetsest patogeenist, patsiendi
vanusest ja tildisest tervislikust seisundist ning haiguse raskusest. Hiljutisest WHO (Maailma
Terviseorganisatsioon — World Health Organization) raportist voib leida néiteks, et
kopsupdletiku korral voib ravi kestus lastel olla 5-10 paeva voi raskemal juhul lausa kuni 28
paeva. Téiskasvanute puhul on ravi kestus tavaliselt kuni nddal voi raskemal juhul kuni 3

néddalat. (Pezzani et al.)

Lokaalse antibiootikumraviga ravitakse niiteks aknet. Uhes uuringus (12 niidalat) uuriti lisaks
tavalisele akne ravile (siisteemne vGi lokaalne antibiootikumravi voi moni muu ravi) veel
kahe erineva lokaalse antibiootikumravi efektiivsust, kuid tulemused jdid samale tasemele
nagu tavalise akne ravi puhul (Khorvash et al., 2013). Veel ravitakse lokaalse
antibiootikumraviga infitseerunud haava, kuid selle ravi kestus soltub haavast. Samal ajal on
seatud kahtluse alla haava lokaalse ravi moistlikkus. Pole veenvaid tdendeid, sellise ravi
efektiivsuse kohta, pigem on ndidatud, et rutiinne lokaalne haavaravi antibiootikumidega vdib
soodustada resistentsete bakterite kolonisatsiooni. (Percival et al., 2012; Siddiqui ja Bernstein,
2010)

Jarjest enam rddgitakse antibiootikumiravi kestuse optimeerimisest, et vidhendada
resistentsuse teket antibiootikumidele. Teisisonu piilitakse leida voimalikult optimaalne aeg ja
ravimi kontsentratsioon, et ravi oleks efektiivne ja infektsioon ei taastuks, samuti on oluline
ohutus patsiendile (File et al., 2007; Moller Gundersen et al., 2019; Spellberg, 2016; Zhao et
al., 2016; Pezzani et al.).

1.2. Antibiootikumide tuvastamine

Antibiootikume leidub {imbritsevas keskkonnas (nditeks pohjavesi, muld) jérjest enam ning
seetdttu voib levida antibiootikumresistentsus ka mujal kui nakatunud inimese kehas.
Antibiootikume toodavad mikroorganismid ise ning neid on leidunud madalas
kontsentratsioonis keskkonnas, kuid inimtegevuse tagajirjel on see kontsentratsioon suuresti
kasvanud. (Ashbolt Nicholas J. et al., 2013; Larsson et al., 2007; Pawlowski et al., 2016).
Niiteks antibiootikumidega saastunud pdhjavett juues on inimkehas pidevalt madal
antibiootikumide tase, mistottu voivad mikroobid kehas muutuda sellele antibiootikumile

tundetuks (Boy-Roura et al., 2018). Samuti voib antibiootikume leiduda loomset péritolu
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toidus, kuna neid kasutatakse nditeks loomade kasvu kiirendamiseks. Seetdttu on vaja
vahendeid, et tuvastada antibiootikumide olemasolu erinevates keskkondades (Munteanu et
al., 2018).

Antibiootikume saab tuvastada keskkonnast erinevate vahenditega — nii fliiisikaliste kui
bioloogiliste meetoditega. Palju on kasutatud selleks kromatograafiat, sest see on tundlik ja
automatiseeritud, kuid vajab eraldi masinat ning detektoriks on vaja lisainstrumente, néiteks
mass-spektroskoopi voi fluoromeetrit (Mokh et al., 2017; Neves et al., 2017; Pérez et al.,
2017). Samuti saab antibiootikume keskkonnast tuvastada elektroforeesi abil niiteks
kapillaar-elektroforeesil (Dai et al., 2017) voi mikrokiip-elektroforeesil (Y. Wang et al.,
2017).

1.2.1. Bioreporterid
Lisaks eelpool mainitud votetele on vdimalik kasutada antibiootikumi tuvastamiseks ka
elusorganisme. Bioreporterid on mikroorganismid, rakud voi rakuliinid, mis on geneetiliselt
muudetud ja selle tdttu suudavad signaliseerida keskkonnast silmale ndahtamatut signaali (J. R.
van der Meer ja Belkin, 2010). Bioreporterid on kiire kasvuga, odavad, neid on kerge
kiasitleda ja geneetiliselt muuta ning need signaliseerivad seda, mis avaldab mdju elusale
rakule (Belkin, 2003; Harms et al., 2006; J. R. V. D. Meer et al., 2004). Bioreporterid vdivad
olla vdga spetsiifilised, niiteks tundlikud kindlale kemikaalile, v3i vdga laia spetsiifikaga ehk
signaliseerivad keerukas lahuses mistahes stressi korral. Viimasel juhul tuleks konkreetse
stressori tuvastamiseks kasutada spetsiifilisemaid vahendeid (Xu et al., 2013). Bioreporterid
voivad olla vdga tundlikud tuvastavamaks vdga madala kontsentratsiooniga kemikaale
keskkonnast (Harms et al., 2006; J. R. V. D. Meer et al., 2004; Roointan et al., 2015; J. R.
van der Meer ja Belkin, 2010). Bioreportereid on vdimalik tootada vilja ka antibiootikumi
koguse kvantitatiivseks maddramiseks. Signaaliks voib olla kvantitatiivselt moddetav signaal,
naiteks varvusreaktsioon, fluorestsents voi bioluminestsents. (Melamed et al., 2012) Veel on
voimalik bioreporterite abil jdlgida bakterite signaale in vitro ja in vivo infektsioonimudelites
(Yanwen Sun et al., 2012; X. Wang et al., 2016). Bioreporterite negatiivse poole pealt vdiks
viélja tuua nende muteerumisvoime kuna tegemist on elusorganismidega (Harms et al., 2006).
Seetottu on raskendatud ka nende turuletoomine, sest riikide seadusandlus ei pruugi
voimaldada geneetiliselt muudetud organisme miiiia ja kasutada (J. R. van der Meer ja Belkin,
2010). Limiteerivaks faktoriks bioreporterite kasutamisel antibiootikumide tuvastamiseks on
reporterite kui  elusorganismide liigne tundlikkus letaalsetele antibiootikumide

kontsentratsioonidele (Melamed et al., 2012).
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1.3. Elektrospinnimine

Traditsiooniliselt on antibiootikumid manustamiseks siistelahuses ja tabletis, aga ka kreemis
ning silmatilkades. Ténapdeval aga luuakse uudseid ravimkandureid. Naiiteks voib

antibiootikum olla elektrospinnitult vdikese diameetriga nanofiiberkius.

Elektrospinnimisega luuakse elektrivdlja abil viga peenikese (kaks nanomeetrit kuni
monikiimmend mikromeetrit) kiuga materjale. Elektrivdlja kasutamiseta on saadavad kiud
jamedamad. Spinnida saab nii looduslikke kui siinteetilisi poliimeere. (Ahn et al., 2006;
Bhardwaj ja Kundu, 2010; Hunley ja Long, 2008; Reneker ja Yarin, 2008; Weng ja Xie,
2015)

Nano- ja mikrofiibermati spinnimiseks on vaja vooluallikat, spinnitavat materjali ja selle
pihustajat (siistal) ning fiibri kollektorit (Joonis 1) (Bhattarai et al., 2018). Poliimeer
lahustatakse ning pannakse siistlasse. Pumba abil viljutatakse lahus 14bi peenikese
korgepingeallikaga tihendatud metallist ndela (spinnerett). Elektrivédlja toimel moodustuvad
lahusest peenikesed kiud, mis kogutakse metallist maandatud kollektorile. (Burgess et al.,
2018; Haider et al., 2018)

Elektrospinnimise juures on olulised kasutatavad parameetrid, mis hdlmavad endas:
spinnimiseks kasutatav pinge, kollektori kaugus spinneretist, voolu Kiirus, spinnereti
diameeter. Samuti on oluline kasutatav lahusti, poliimeeri kontsentratsioon, lahuse viskoossus
ja elektrijuhtivus. Veel on oluline spinnimiskeskkonna niiskus ning temperatuur. (Haider et
al., 2018)

” . Kiud
Siistal Polimeerilahus

(\
\JIIH Ll

L1001
Sustla pump _{:! \

K&rgepingeallikas

Kollektor

Joonis 1. Elektrospinnimise aparatuur. Kohandatud (Bhattarai et al., 2018).
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1.3.1. Elektrospinnitud nano- ja mikrofiibermatid biomeditsiinis

Biomeditsiinis on voimalik kasutada elektrospinnitud nanofiibreid viga mitmeti. Jargnevalt

on toodud moned naited kasutusaladest.

Lai kasutusala on kahjustunud kudede taastamine. Nanofiibermaatriksiga saab luua soodsa
keskkonna rakkudele kinnitumiseks ning koe moodustamiseks. Veelgi enam, maatriksisse
saab lisada koe moodustamiseks vajalikke komponente, niiteks kasvufaktoreid ja
signaalmolekule. Seejuures peab jidlgima, et maatriksi poorid oleksid piisavalt suured rakkude
infiltreerumiseks ja kolmemdotmelise struktuuri moodustamiseks. (Haider et al., 2018; Weng
ja Xie, 2015)

Nanofiibermatte on vdimalik arendada ka biosensoriks, mis tuvastab gaase voi biomolekule.
Niiteks on tehtud biosensorid, mis tuvastavad uureat patsiendist. (Sawicka et al., 2005; W.
Wang et al., 2009; Weng ja Xie, 2015) Samuti on tehtud elektrospinnitud nanofiibritest

biosensor, mis suudab tuvastada tsirkuleerivaid kasvajarakke (Zhang et al., 2012).

Elektrospinnitud nanofiibreid on kasutatud haava lokaalseks raviks, sest spinnimise kdigus
saab fiibermatti hdlpsalt integreerida ravimit ning bioloogilisi molekule (nditeks rakuvalises
maatriksis olevaid molekule). Ravi efektiivsuse suurendamiseks on voimalik konstrueerida
nanofiiber, mille ravimi voi bioloogilise molekuli vabanemist on vdimalik modifitseerida.
(Sill ja von Recum, 2008; Weng ja Xie, 2015) Samuti on vdimalik panna nanofiibrisse mitut

erinevat ravimit (Haider et al., 2018).

1.3.1.1. Haavad ja uudsed materjalid haavaravis

Haavad on trauma tagajérjel tekkinud epiteelkoe katkestused. Haavu saab klassifitseerida
mitmeti, peamiselt tehakse seda haava kestvuse jargi (akuutne ning krooniline) ning haava
siigavuse (marrastus vOi siigavam haav). Akuutsed haavad paranevad enamasti kolme
nddalaga, seevastu kroonilised haavandid piisivad enamasti iile nelja niddala (Siddiqui ja
Bernstein, 2010). Veel saab haava klassifitseerida paranemise jargi, kas haav suudab ise
paraneda vO1 mitte. Ka saab liigitada haavu puhtusastme jérgi (aseptiline vO1 saastunud).
Poletikulise ehk infitseerunud haava korral on alati oht {ildinfektsiooniks. (Kogermann, 2018;
Korting et al., 2011)

Haava paranemisel rdigitakse neljast faasist: hemostaasi faas, poletikufaas, kasvufaas ja
kiipsemisfaas (McLister et al., 2016). Hemostaasi faasis on oluline peatada verejooks. Teises
faasis on viga oluline saada haav puhtaks, sest enne ei alga haava kokku kasvamine kui

infektsioon on puhastatud (Siddiqui ja Bernstein, 2010). Kasvufaasi 16puks sulgub haav ehk
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epiteliseerub. Kiipsemisfaasis algab kudede taastamine, mis vOib kesta ka mitu aastat.

(Kogermann, 2018)

Vananeva rahvastiku, diabeedi ja iilekaalu tottu on krooniliste haavandite esinemine
muutumas jérjest sagedasemaks ning see koormab tervishoiusiisteemi (Sen et al., 2009).
Krooniliste haavandite korral ei ole keha suutnud haava ise parandada (Korting et al., 2011;
Lazarus et al., 1994). Naiteks ei saa haav paraneda infektsiooni olemasolul, kuid haav on
soodus keskkond bakterikasvuks (McLister et al., 2016; Percival et al., 2012; Siddiqui ja
Bernstein, 2010). Bakterid loovad haava pinnale kiiresti biofilmi ning edasisesks haava
paranemiseks on vaja tShusamaid meetodeid kui lihtsalt puhastamine (Percival et al., 2012).
Mida kauem on haavand podletikus olnud, seda suurem on mikroobide mitmekesisus haavas
(Siddiqui ja Bernstein, 2010). Sagedasemad bakteriliigid haavas on Staphylococcus aureus ja
Pseudomonas aeruginosa, aga ka Escherichia coli ja Staphylococcus epidermidis (Bessa et
al., 2015; Meéric et al., 2018; Percival et al., 2012; Siddiqui ja Bernstein, 2010). Biofilm
kaitseb patogeeni nii ravimite kui ka mehhaanilise héirimise eest (Percival et al., 2012).
Geeniekspressiooni muutmise kaudu ning aeglasema kasvu tottu on biofilmis kasvavad
bakterid tundetumad antibiootikumidele, lisaks voivad tekkida persistorid, mis on vidike osa
suurest populatsioonist mingil pdhjusel korget kontsentratsiooni antibiootikumi taluvad
bakterid (Balaban et al., 2019; Corona ja Martinez, 2013; Siddiqui ja Bernstein, 2010).
Konkreetsete patogeenide kindlakstegemine on keerukas, kuna naha pinnal elab palju
erinevaid mikroobe (Percival et al., 2012). Kroonilisi haavandeid ravitakse nii siisteemsete
antibiootikumidega, mille efektiivsuse kohta pole tugevaid tdendeid, kui lokaalsete
antimikroobsete lihenditega, kuid lokaalsed preparaadid vdivad soodustada resistentsete
bakterite kolonisatsiooni ning tekitada lokaalseid nahairritusi (Percival et al., 2012; Siddiqui
ja Bernstein, 2010).

Haavaravis on aastate jooksul palju muutunud. Varasem arusaam, et haav peab saama palju
tuulutada, on tmber liikatud, niiidseks on teada, et haav paraneb paremini niiskes
keskkonnas, kuid niiske keskkond voib olla soodus infektsiooni tekkeks (Broussard ja
Powers, 2013; Korting et al., 2011; Wiechula, 2003). Varasemalt kasutusel olnud sidemed ja
marlitiikikesed teibi kiiljes on asendunud uudsete haavakatetega (Broussard ja Powers, 2013;
Queen et al., 2004). Niiteks on ennast tdestanud hiidrogeeli sisaldavad haavakatted, mis
tekitavad ka kuivas voi kuivemapoolses haavas niiske keskkonna, haavaeritisega kokku
puutudes muutub tahke aine geeljaks, mis soodustab haava paranemist. Samuti on neil jahutav
efekt, et vihendada valulikkust. Hiidrogeelid ei sobi liigse eritisega haavadele, sest liigne

niiskus ei aurustu materjalist. Suure eritisega haavade jaoks on head vdga imava toimega
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hiidrofiibrid. (Broussard ja Powers, 2013; Queen et al., 2004; Rheinecker, 1995) On joutud
arusaamisele, et iga haava tuleb vaadelda eraldi ning vastavalt sellele valida ka raviskeem,
seetdttu pole olemas iihte, kdigile haavadele sobivat, raviplaani (Broussard ja Powers, 2013;

Kogermann, 2018).

Veelgi uudsemad, reaalajas jélgitavad diagnostikavahendid, pole veel patsientide kodudesse
joudnud. Naiteks piiiitakse arendada nutikaid materjale, mis reageerivad haavakeskkonna
muutustele, nditeks pH, niiskus, temperatuur ja bakterite arvukus. (Kogermann, 2018;
McLister et al., 2016)

1.3.1.2. Elektrospinnitud haavakatted

Igal aastal vajavad poletuse, elektriloogi, kemikaalide, UV-kiirguse vai haiguse tottu miljonid
inimesed naha siirdamist. Stigavamate kahjustuste korral on kasutatud siirdamiseks nahka
endalt (autoloogne siirdamine) ning teiselt inimeselt (allogeenne siirdamine) voi teiselt liigilt
(ksenogeenne siirdamine), sest néiteks laialdaselt pdletada saanud inimeselt ei ole votta nahka
siirdamiseks. Need votted on aga kallid ning samuti voib allogeenselt ja ksenogeenselt
siirdatud nahk tekitada ebasoovitavat immuunvastust ning siirdamise kdigus voib patsiendi
seisund ajutiselt muutuda kehvemaks. (Albritton et al., 2014; Halim et al., 2010; MacNeil,
2007; Seal et al., 2001; Zhou et al., 2008) Uks viis, kuidas probleemseid haavu ravida, on
teha kunstlikke naha-asendusi. Nanofiibermaatriksid on hetkel vdga paljulubavad uue
nahakoe loomiseks. Heade omaduste hulgast voib leida nanofiibermati Sheduse, suure
eripinna, naha naturaalsele rakuvilisele maatriksile sarnase morfoloogia, mis soodustab
rakkude adhesiooni, migratsiooni ja proliferatsiooni (Haider et al., 2018; Jayakumar et al.,
2011; Zhou et al., 2008). Samuti on oluline, et matid soodustaksid kroonilise voi akuutse
infektsiooni ravimist, hoiaksid niiskuse tasakaalu ning imaksid haavast vedelikke (Jayakumar
et al., 2011; Khil et al., 2003). Nanofiibermattidel on véga erineva suurusega poorid, mis
kaitsevad haava viliskeskkonnast tulevate mikroobide eest, kuid samas voimaldavad
gaasivahetust (Jayakumar et al., 2011; Khil et al., 2003; Zhou et al., 2008). Elektrospinnitud
haavakatted peavad olema mittetoksilised, mitteallergeensed, mittekleepuvad ning neid peaks
saama eemaldada suurema vaevata, uut traumat tekitamata (Haider et al., 2018; Jayakumar et
al., 2011).

1.3.2. PCL, PCL/PEO fiibermatid

PCL ehk poliikaprolaktoon (polycaprolactone) on hiidrofoobne biolagunev siinteetiline
poliimeer (Ji et al., 2014). Teadlased on selle vastu huvi tundud, sest PCL poliimeer on odav,

tugev, paindlik, ning bioloogiliselt sobiv (McClure et al., 2010; Woodruff ja Hutmacher,
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2010). Elektrospinnitud PCL matid on sarnased ekstratsellulaarsele maatriksile ning seetdttu
kasutatakse neid kudede taasloomisel (Ji et al., 2014). PCL maatriks on poorne viikeste
molekulide suhtes, mittetoksiline ning lagunemisel ei muuda see keskkonna pH-d
(Radisavljevic et al., 2018).

PEO ehk poliietiileenoksiid (polyethylene oxide) on hiidrofiilne biolagunev siintectiline
poliimeer, mida samuti kasutatakse meditsiinis (Berri et al., 2018; Griffith, 2000). PEO on
mittetoksiline, ei tekita immuunreaktsiooni ega interakteeru valkudega ning ei héiri

rakutalitlust (Berri et al., 2018; Nagaoka ja Nakao, 1990).

Segades PCL ja PEO poliimeeri saadakse veelgi paremini modifitseeritavaid nanofiibermatte,
nditeks lokaalseks haavaraviks haavakatete ndol voi kudede taastamise soodustamiseks
(Eskitoros-Togay et al., 2018, 2019; Li et al., 2015; Preem, Bock, et al., 2019; Preem et al.,
2017; Rubert et al., 2014).

1.4. In vitro ja ex vivo infektsioonimudelid

Uute haavakatete turuletoomiseks on vaja testida nende toimet. Farmakopdas, farmatseutiliste
preparaatide kvaliteedinduete kogumikus, puuduvad juhised uudsete, antimikroobset ainet
sisaldava ning seda modifitseeritult vabastavate, haavakatete efektiivsuse kinnitamiseks ning
vordlemiseks. Tavapiraselt testitakse toimeaine vabanemist vesikeskkonnas, mis on viga
erinev haavakeskkonnast ning seetdttu on vaja taoliste haavakatete testimiseks luua uusi

testmudeleid.

Viga levinud viis haavakatete testimiseks on in vivo infektsioonikatsed loomamudelis.
Katseloomale tekitatakse haav, nditeks pdletushaav kuuma esemega, mis infitseeritakse
patogeeniga ja seejdrel testitakse loodavat haavakatet, kuid néiteks kontroll-loomi ei ravita
ning hiljem need loomad tihtipeale hukatakse (Davis et al., 2018; Setooni et al., 2018; C.-H.
Wang et al., 2017). Loomkatsed on véga ressursikulukad ning eetilisuse seisukohalt keerukad.

Selleks, et vidhendada loomkatsete tegemise vajadust, luuakse in vitro infektsioonimudeleid.

In vitro infektsioonimudeleid on vdga palju erinevaid, kuid laias laastus jagatakse need kahte
gruppi — staatilised voi diinaamilised. Staatilistes mudelites kasvatatakse baktereid so6tmes,
mida ei vahetata v3i vahetatakse harva, vastupidiselt diinaamilistele mudelitele, kus on
tagatud pidev uue steriilse sd6tme pealevool ning vana sf6tme dra uhtumine. Staatiliste
mudelite korral kasutatakse teadustoos kdige enam agar- ja mikrotiiterplaate, sest katsed
nendega on odavad ja lihtsad (Bahamondez-Canas et al., 2019). Pooltahkele toitaineterikkale

substraadile (agarile) kiilvatakse tihe bakterikultuur, mille peale asetatakse uuritav materjal,
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nditeks antibiootikum v&i haavakate, ning jilgitakse inhibitsiooniringide teket; samuti saab
agarplaadi abil uurida mikroorganismide vastastikust mdju (Bahamondez-Canas et al., 2019;
Bradshaw, 2011; Preem, Bock, et al., 2019; Thorn et al., 2005). Mikrotiiterplaadid
voimaldavad uurida samaaegselt paljusid erinevaid proove. (Bahamondez-Canas et al., 2019)
Uks variant biofilmi uurimiseks mikrotiiterplaadi abil on kasutada kaant, mille kiiljes on iga
kannu jaoks viike pulk, mille kiilge saab biofilm kinnituda. Kui biofilm on moodustunud,
saab tosta kaane uuele plaadile, mille kannus on niiteks erineva kontsentratsiooniga
antibiootikumid. (Bahamondez-Canas et al., 2019; Ceri et al., 1999; Olivares et al., 2020)
Selle eeliseks on efektiivsem ajakasutus, vdiksem saastuse oht, lihtsam késitletavus

(Bahamondez-Canas et al., 2019; Ceri et al., 1999).

Diinaamilised mudelid jéljendavad paremini reaalseid tingimusi, nditeks kui uuritakse
haavainfektsioone, sest organism on diinaamiline siisteem. Labivoolukultuurides kasvatatakse
baktereid niiteks torudel vdoi membraanidel. Virske s6dde tuleb pidevalt iihtlase vooluna ja
biofilm kasvab sO06tme-0hu piiril. Biofilmi reaktorites voib lisaks s06tme vahetamisele
toimuda ka erinevat tiilipi segamist ning bakterid vdivad kasvada erinevatel materjalidel,

néiteks plastiktorudel. (Bahamondez-Canas et al., 2019)

Eelpool mainitud siisteemid ei ole viga ldhedased inimese haavale. Seetdttu on loodud
haavale sarnasemaid mudeleid, néiteks kasvatatakse biofilm iiles kollageeni maatriksis koos
seerumi valkudega voi marli tiikikeses, mis asetatakse agarile voi mikrotiiterplaadile (Bowler
ja Parsons, 2016; Melo et al., 2019; Werthén et al., 2010). Veel on loodud néiteks kroonilise
haava jdljendamiseks erilisi sO06tmeid ning kambrikesi biofilmi uurimiseks ning
antimikroobse haavakatte testimiseks (Percival et al., 2008; Yan Sun et al., 2008; Thorn ja
Greenman, 2009). Veelgi sarnasemate tingimuste tarvis on loodud nahka jiljendavad
substraadid haavainfektsiooni uurimiseks (Haisma et al., 2013). Tanapdevaseid tehnoloogiaid
kasutades on loodud kiipelundeid, nditeks nahka jéljendavaid kiip-siisteeme. Neis suudetakse
kasvatada inimese nahale vdga ldhedaste omadustega kudesid, milleni saab juhtida toitaineid
ja muid vedelikke v0i gaase ning ka &ra juhtida jadkaineid. (Sriram et al., 2018; Wufuer et al.,
2016)

1.4.1. Zelatiin
Zelatiini kasutatakse alternatiivse substraadina in vitro haavamudelites (Asghari et al., 2016;
Jahanshahi et al., 2020). Zelatiin koosneb valkudest ja peptiididest, mis saadakse loomse
kollageeni osalisel hiidroliiisimisel, mistottu on Zelatiin biosobiv ja sisaldab peamisi naha

rakuvilise maatriksi komponente (Gémez-Guillén et al., 2011). Lisaks on see odav kasutada,

18



plastiline, antigeenivaba ning seda juba kasutatakse biomeditsiinis ning farmaatsias
(Jahanshahi et al., 2020; Kathuria et al., 2009).

1.4.2 Ex vivo infektsioonimudelid
Haavakatete testimiseks on loodud veelgi tdelisemaid mudeleid. On voimalik kasutada ka
mone looma nahka, nditeks sea nahka, ning sellel on mitmeid eeliseid. Seanahk on vorreldes
teiste imetajate nahaga morfoloogiliselt ja funktsionaalselt kdige sarnasem inimese nahale.
Teiseks on sea nahka kerge saada ning ka kiilmutada pikema perioodi véltel. Kolmandaks
saab seanaha haavamudelit inokuleerida erinevate inimese naha patogeenidega ning jilgida

infektsiooni teket ning haavakatte vdoi muu ravimi moju infektsiooni mahasurumiseks.

(Rubinchik ja Pasetka, 2010)

Kodige parem oleks loomulikult testida haavakatet péris haava peal, kuid eetilistel kaalutlustel
on see raskendatud. Sellele vaatamata on vdimalik kasutada mudelites ka inimese nahka.
Schaudinn ja kolleegid kogusid tervetelt vabatahtlikelt kosmeetilisel operatsioonil eemaldatud
naha ning inokuleerisid selle Pseudomonas aeruginosa-ga ning jalgisid infektsiooni kulgu. 20
tundi pérast inokulatsiooni lisasid nad antibiootikumi ning jilgisid selle mdju infektsioonile.
Selline mudel on viga oluline tditmaks tithimikku loomkatsete ning inimkatsete vahel.
Uuringust selgus, et laboritingimustel seatud minimaalne biofilmi hdvitamise kontsentratsioon
(MBEC - minimal biofilm eradication concentration) ei toiminud péris nahal sama
efektiivselt kui mikrotiiterplaadil. (Schaudinn et al., 2017) See katse néitab viga selgelt, et on

vaja luua inimese nahale vdimalikult sarnaseid mudeleid.
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2. EKSPERIMENTAALOSA
2.1. Too eesmargid

Kédesoleva magistritoo ecesmirgiks oli uurida erinevate omadustega elektrospinnitud
nanofiibermattide omadusi  haavakatete  kontekstis. Eelkdige poorati tdhelepanu

antibakteriaalsetele omadustele.

Uuritava materjalina  kasutati TU  Farmaatsia Instituudis  viljatodtatud — erineva
vabanemisprofiiliga klooramfenikooli sisaldavaid PCL (aeglase vabanemisega) ja PCL/PEO
(kiire vabanemisega) nanofiibermatte (Preem, Bock, et al., 2019; Preem et al., 2017).
Taolistele mattidele pole sobivaid farmakopda teste ning seetdttu uuriti meetodeid, mis

suudaksid erinevate omadustega haavakatteid vorrelda ja neid eristada.

Kodigepealt uuriti PCL ja PCL/PEO nanofiibermatist raviaine klooramfenikooli vabanemise
kiirust ja ulatust bioreporteriga. Eesmérk oli vilja to6tada bioreporteri katsemudel, mille abil

oleks voimalik erineva vabanemiskiirusega nanofiibermatte vorrelda.

Lisaks oli eesmérk vélja tootada in vitro ja ex vivo infektsioonimudelid, milles oleks voimalik
nanofiibermatte testida, et vahendada loomkatsete tegemise vajadust. Samuti sooviti loodud
infektsioonimudeleid omavahel vorrelda. In vitro katsetes kasutati elektrospinnitud Zelatiini ja
ex vivo katsetes seakdrva nahka. Veel uuriti PCL ja PCL/PEO nanofiibermatte koos
mudelraviaine klooramfenikooliga, et teada saada nende toimimine erinevate

infektsioonitekitajate korral.

Toomahu vihendamise eesmargil testiti Alamar Blue metaboolset indikaatorvérvi proovides

bakterite arvukuse leidmiseks asendamaks tulevikus kolooniate lugemise meetodit.

2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Toos kasutatud bakterid
Bioreporteri plasmiidi kloonimiseks kasutati Escherichia coli tiive DH5a ning plasmiid viidi
hiljem bakteri Escherichia coli tiivesse MG1655. Need molemad on tavalised laboritiived.
DH5a¢ puhul on tives tehtud mitmed modifikatsioone, et suurendada
transformatsiooniefektiivsust (DH5-Alpha E. coli - Microbewiki). MG1655 puhul on tehtud
minimaalselt mutatsioone, tiives puudub F-plasmiid ning A-faag (Blattner et al., 1997; Jensen,
1993).
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Infektsioonimudeli katsetes kasutati Escherichia coli tive DSM 1103 (ka ATCC 25922). See
kliiniline isolaat on standardtiivi antibakteriaalsete ainete testimisel. (German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures GmbH: Details, (a); Matuschek et al., 2014; Minogue et
al., 2014). E.coli tive DSM 1103 kasutati ka biofilmi bakterite arvukuse méddramiseks

Alamar Blue indikaatori abil.

Infektsioonimudeli katses kasutati ka Staphylococcus aureus-¢ tiive DSM 2569 (ka ATCC
29213). See tiivi on Kkliiniline isolaat, mida kasutatakse kvaliteedikontrolliks laborites
(German Collection of Microorganisms and Cell Cultures GmbH: Details, (b); Matuschek et
al., 2014; Soni et al., 2015)

Kolmanda bakterina kasutati infektsioonimudeli katses Staphylococcus epidermidis-¢ tiive
DSM 28319 (ka ATCC 35984). Tiivi on isoleeritud kateetri sepsisest (German Collection of

Microorganisms and Cell Cultures GmbH: Details, (c)).

2.2.2. Toos kasutatud sootmed
Koiki tiivesid kasvatati firma BD™ Difco™ Lennox LB sootmel, mis valmistati vastavalt
tootja juhendile ja steriiliti. Agarso6de autoklaaviti ning vedelsddde steriiliti 0,22 um poori

1abimodduga filtriga voi autoklaaviti. Valmis soodet sdilitati 4 °C juures kuni nidal aega.

Bioreporteri katses kasutati MOPS minimaals6ddet (1xMOPS; 0,4% gliikoos; 1,32 mM
K2HPOy; 9, 5 mM NH,4CI) agariga (1,5%). Destilleeritud veega segatud agar autoklaaviti ning
segati teiste steriilsete koostisosadega steriilsetes tingimustes (laminaari all).

Infektsioonimudeli katsetes kasutati koekultuuriso6det DMEM/F-12 Ham (Dulbecco's
Modified Eagle Medium) (L-glutamiini ja fenoolpunaseta) koos 10% (V/V) FBS-iga (Fetal
Bovine Serum) (edaspidi DMEM+FBS). Alamar Blue katses kasutati DMEM/F-12 Ham
s6odet (L-glutamiini ja fenoolpunaseta) (edaspidi DMEM). Enne kasutamist steriiliti
infektsioonimudeli katse ja Alamar Blue katse vedelsootmed filtreerimise teel (poori

diameeter: 0,22 um).
K&ik kasutatud s66tmed ja kemikaalid on kokkuvotvalt toodud tabelis lisades (Lisa 1).

2.2.3. Toos kasutatud plasmiid
Bioreporteri katse esialgne plasmiid konstrueeriti autori bakalaureuset6os (Sagor, 2018) ja
seda tdiustati artikli (Preem, Bock, et al., 2019) jaoks. Kéesolevas magistritods kasutati
artiklis avaldtud plasmiidiga (pSC101-GFP-term-trpL-mScarlet-1) bakteritiive.
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E. coli tiivesse MG1655 viidud plasmiidilt kodeeritakse konstitutiivselt rohelist fluorestsee-
ruvat valku (GFP). Transkriptsioon peatub enne punast fluoresteeruvat valku (mScarlet-1)
mRNA konformatsiooni tottu regulaatoralas. Antibiootikumi klooramfenikool (CAM)
juuresolekul hakkavad bakterid tootma ka mScarlet-1-d, kuna ribosoomi muutunud kineetika
tottu tekib alternatiivne mRNA konformatsioon ning transkriptsioon saab minna IGpuni.
Reporteri t66 pohimote on toodud joonisel (Joonis 2). Plasmiidikaart on toodud lisades (Lisa
2).

Regulaatorala

Pomamy  Fiet |

DNA Lﬁ[i el

Ribasoom
MRNA * i aﬁ n n _..

Juuksendela struktuur— TE istsugun eluuksenu ekastruktuur -
transkriptsioon peatub transkriptsioan jatkub

|

Valk -

Rakudtoodavad vaid rohelist fluorestsentsi Rakudtoodavad rohelist ja punast fluorestsentsi

Joonis 2. Bioreporteri toopohimote. CAM — antibiootikum klooramfenikool, GFP -
roheline fluorestseeruv valk, mScarlet-l — punane fluorestseeruv valk. Kohandatud
(Preem, Bock, et al., 2019).

2.2.4. Toos kasutatud elektrospinnitud nano- ja mikrofiibermatid
PCL ja PCL/PEO nanofiibermati valmistamiseks lahustati poliimeer kloroformi ja metanooli
segus ning jdeti iiledd magnetsegajale lahustuma. Mudelraviainet sisaldavate mattide korral
lisati lahustumise alguses ka antibiootikum klooramfenikool (CAM). Tdpsed poliimeeri ja
lahusti kogused on toodud tabelis (Tabel 2). PCL(/CAM) ning PCL/PEO(/CAM)
nanofiibermatid spinniti kasutades automatiseeritud elektrospinnimise siisteemi ESR200RD
(NanoNC) (Preem, Bock, et al., 2019). Téapsed elektrospinnimise parameetrid on toodud
tabelis (Tabel 3). Koik nanofiibermatid steriiliti y-kiirguse abil (~50 kGy) (Preem, Vaarmets,
et al., 2019). Elektrospinnitud nanofiibermatt pakiti steriilsesse alumiiniumfooliumisse ja

minigripp Kkotti. Nanofiibermatte siilitati toatemperatuuril eksikaatoris 0% niiskuse juures,
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valguse eest kaitstult. Elektrospinnitud nanofiibermatid valmistas Tartu Ulikooli Farmaatsia

Instituudis Kairi Tiirik.

Tabel 2. Elektrospinnitud nanofiibermattide lahused. Kohandatud (Preem, Bock, et al., 2019).

Nanofiibermatt Poliimeer Lahusti
PCL 12,5 % (w/V) Kloroform ja metanool
PCL(/CAM)
(/CAM 4% w/V) (3:1VIV)
PCL 10% (w/V)/ PEO 2% (w/V) Kloroform ja metanool
PCL/PEO(/CAM)
(/CAM 4% wiV) (3:1 VIV)

Tabel 3. T66s kasutatud elektrospinnitud materjalide valmistamise parameetrid. Kohandatud
(Preem, Bock, et al., 2019).

PCL/PEO .
PCL (+CAM) Zelatiinilahus
(+CAM)
Pinge 9 kv 12 kV 18-19 kV
Voolukiirus 1 ml/h 2,5ml/h 15 pL/min
Kaugus néela tipust kollektorini 14 cm 17 cm 15¢cm

Kollektrori poorlemiskiirus 25 mm/min 25 mm/min 20 mm/min
Spinnitava vedeliku kogus 10 ml 10 ml 3ml

2.2.5. Toos kasutatud Zelatiin ja seanahk
Zelatiini fiibermati valmistamiseks lahustati Zelatiini (90%) ja gliikoosi (10%) pulbrisegu
10 M aadikhappes 24 h  jooksul toatemperatuuril magnetsegajaga.  Zelatiini

16ppkontsentratsioon lahuses oli 25%.

Zelatiini nanofiibermattide valmistamiseks kasutati automatiseeritud elektrospinnimise
siisteemi ESR200RD, (NanoNC). Tabelis 3 on toodud elektrospinnimise parameetrid.
Spinnimine teostati toatemperatuuril (25 °C) ja suhtelise niiskuse 20% juures. Fiibermatt

koguti alumiiniumfooliumiga kaetud poorlevale kollektorile.

Seejarel ristseondati (crosslinking) Zelatiini fiitbermatt termilisel to6tlemisel 170 °C juures
3tunni jooksul, et parandada fiibermati fiiiisikalisi omadusi. Steriiliti y-kiirguse abil
(~50 kGy) (Preem, Vaarmets, et al., 2019).
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T66s kasutatud seakdrv toodi virskelt tapamajast ning 16igati 10x10 cm tiikkkideks, vajadusel
raseeriti, et karvad ei takistaks nanofiibri asetamist seanahale. Seejérel asetati proovid 20%-
lise gliitserooliga tdidetud anumasse kaheks tunniks, et hoida &dra jadkristallide teke
kiilmutamisel. Seejdrel voeti nahatiikid gliitseroolist ning pakendati minigripp Kkottidesse,
kiilmutati vedelas ldmmastikus ja asetati kuivale jddle, milles saadeti ka steriilimisse vy-
kiirguse abil (~50 kGy). Selline kiirgusvoog valiti, sest varasemalt on ndidatud, et see toimib

nanofiibermattide puhul (Preem, Vaarmets, et al., 2019).

Péev enne katset 16igati 1x1 cm suurused tiikid steriilitud proovist laminaari all ning asetati
need 50 ml-sesse tuubi 1X PBS-i (fosfaatpuhverdatud soolalahus — phosphate-buffered saline)
lahusesse 4 °C juurde. Pdeva jooksul vahetati 1X PBS-i, et vabaneda sulanud tiikkide kiiljest
eraldunud jadkidest. Vahetult enne kasutamist puhastati naha pind steriilse vatitikuga 70%-
lise etanooliga Ornalt hoorudes. Toos kasutatud Zzelatiin ja seanahk valmistati ette Tartu

Ulikooli Farmaatsia Instituudis Kairi Tiiriku poolt.

2.2.6. Nanofiibermattide testimine bioreporteriga
Bioreporteri  tiivi  MG1655+pSC101-GFP-term-trpL-mScarlet-I ~ kiilvati  gliitserooli
sdilituskultuurist iiksikkolooniateks steriilse kiilviaasaga antibiootikumi (ampitsilliin (AMP)
100 pg/ml) sisaldavale LB agarsootmele. Uksikkolooniast alustati iiledd kultuur AMP-i
sisaldavas (100 pg/ml) LB vedelsootmes ning jargneval paeval lahjendati ODgqg juures 0,05-ni
varskesse AMP-i sisaldavasse LB vedelso6tmesse ning kasvatati kuni ODgg oli ligikaudu 0,5
(eksponentsiaalne kasvufaas). Kultuur jahutati jadl kasvu peatamiseks ning tehti 8%-lised
DMSO (dimetiiiilsulfoksiid) sdilituskultuurid, mis vedela lammastikuga kiilmutamise jérel

asetati -80 °C kappi.

Reporteri DMSO siilituskultuurist tehti 20X lahjendus PBS-i ning plaaditi PBS-is niisutatud
vatitikuga eelkuivatatud MOPS minimaalsodtmega tassile, kuna sellest so0tmest tulenev
autofluorestsents on minimaalne ning ei sega signaali lugemist. Plaaditud tass jaeti 10 tunniks
37 °C juurde kasvama. Seejarel lisati PCL/CAM ja PCL/PEO/CAM nanofiibermatid tassile.
Parast nanofiibermattide lisamist pildistati tasse koheselt Amersham Typhoon skédnneriga (GE
Healthcare Europe GmbH) (piksli suurus 100 pm; roheline fluorestsents: 488 nm laser,
525BP20 filter, PMT pinge 352V; punane fluorestsents: 532 nm laser, 570BP20 filter, PMT
pinge 621V). Seejdrel pildistati tasse iga tunni jérel kuue tunni jooksul. Skdnnimine vottis

aega umbes 6 minutit. Ajapunktide vahel hoiti tasse 37 °C juures.
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2.2.7. Nanofiibermattide testimine in vitro ja ex Vivo

infektsioonimudelitega
Infektsioonimudeli katse jaoks steriiliti filterpaber ultraviolettkiirgusega 30 min mdlemalt
poolt, lambi kaugus 15cm. Steriilsetes tingimustes laminaari all loigati vy-kiiritatud
zelatiinmatid, PCL ja PCL/PEO nanofiibermatid ning 1digati antibiootikumi sisaldavad
nanofiibermatid. Seakorva naha tiikkkidel 50 ml-ses tuubis vahetati PBS virske vastu. E. coli,
S. aureus-e ja S. epidermidis-e bakteritiived kasvatati ette 3 ml-s LB vedelsootmes 20 h 37 °C
juures Sanyo OrbiSafe loksutil 220 rpm. Kultuuri lahjendati 100X 1X PBS-iga.

Steriilsetes tingimustes pandi 24-kannulise mikrotiiterplaadi kannudesse pintsettidega
3 steriilset filterpaberit, et hoida niiskust kannus, ning pipetiti 250 ul DMEM+FBS soddet.
Seejarel asetati filterpaberite peale haava imiteerimiseks Zelatiini v3i seakdrva naha tiikk
(edaspidi substraat) ning lisati 10 ul eelkasvatatud ja lahjendatud (100X) kultuuri (E. coli,
S.aureus voi S. epidermidis). Uhel plaadil kasutati vaid iihte substraati ja iihte bakterit.
Substraadile lisati PCL v&i PCL/PEO nanofiibermatt. Mudelraviainena sisaldas matt
antibiootikumi klooramfenikool (edaspidi PCL/CAM v&i PEO/CAM). Antibiootikumi
mittesisaldavat samadel tingimustel valmistatud nanofiibermatti (edaspidi PCL voi PEO)
kasutati, et uurida nanofiibermati koostisest tulenevaid toimeid. Negatiivseks kontrolliks jdeti
osa substraati nanofiibriga katmata. Proove oli kdiki kolmes tehnilises korduses. Seanaha
proovidele lisati ka 96%-lises etanoolis steriilitud, just 24-kannulise mikrotiiterplaadi kannu
jaoks disainitud, plastikust insert (Scaffdex), mis suruks nanofiibermati tihkelt vastu
seanahka. Eraldi kontrollid jéeti filtrile, inserdile, seanahale ja Zelatiinile, PCL ja PEO
proovidele ning steriilsuse testimiseks plaaditi eelkuivatatud LB agarsootmele ka soodet
DMEM+FBS. Proove inkubeeriti 37 °C juures 24 voi 48 tundi.

2.2.8. Nanofiibermattidele ja substraadile kinnitunud bakterite

arvukuse miaramine CFU meetodil
Ajapunkti saabudes eraldati pintsettidega poliimeeri nanofiibermatt ning substraat ja asetati
jaheda 1X PBS-iga tdidetud (1 ml) tuubidesse. Seejdrel segati hetkeks vorteksil (Vortex-Genie
2, Scientific Industries, kodige kdrgem tugevus), et raputada lahti biofilmi kiiljes kergelt
kinnitunud bakterid. Parast segamist tdsteti pintsettidega nanofiibermatt ning substraat uutesse
jaheda 1X PBS-iga tdidetud (1 ml) tuubidesse. Sama tehti ka kontrollidega.

Tuube hoiti karbiga jéil kuniks kdik proovid olid eraldatud ja pestud. Seejdrel viristati tuube
30 s vorteksil (Vortex-Genie 2, Scientific Industries, kdige korgem tugevus) ning 30s

sonikeeriti (Bandelin Sonorex digital 10 P, tootades 20%-1 maksimaalsest voimsusest), et
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raputada materjalide kiiljest lahti tekkinud biofilm ja vabaneda agregaatidest. VVorteksimist ja
sonikeerimist teostati 6 korda vaheldumisi. Seejérel voeti igast tuubist 100 ul proovi ning
mikrotiiterplaadil tehti 10-kordsete lahjenduste rida 1X PBS-iga. Eelkuivatatud LB tassidele
plaaditi lahjenduste rida 5 ul tdppidena kahes korduses. Katse skeem on toodud alloleval
joonisel (Joonis 3). Tasse inkubeeriti iile66 37 °C juures ning jargneval paeval loeti kolooniad
lahjenduses, kus oli kolooniate arv umbes 3-40. Seejdrel arvutati kolme korduse kahe
paralleeli pShjal bakterite kolooniat moodustavad ithikud (CFU — colony vorming unit) 1 cm?
kohta.

Alamar Blue katses kasutati E. coli bakteritiive DSM 1103 ning substraadiks Zelatiini. Katses
kasutati mudelraviainet mittesisaldavaid nanofiibermatte PCL ja PCL/PEO. Proove

inkubeeriti 6 voi 24 tundi.

@ Pesu PE!S |ga
> Nanofiilbermatt (1x1 cm) M5tmine 5, 10,
Inkubeerlmme 15 min tagant e |
Bakterc—— — Zelatin/seanahk (1x1 cm) >
3 filtrit === <= DMEM + FBS (10%) 24 v&i 48 h ‘
&

10X lahjenduste pipettimine
5 pl kaupa LB agarplaadile

Joonis 3. Infektsioonimudeli katse skeem. DMEM - Dulbecco poolt modifitseeritud

Eagle’i soode; FBS — veise loote seerum.

2.2.9. Nanofiibermattidele ja Zelatiinile Kkinnitunud bakterite

arvukuse miiramine Alamar Blue indikaatori abil
Alamar Blue (Bio-Rad) on rakkude elumuse hindamiseks kasutatav indikaator, mille
toimeaine resasuriin on sinine ja mittefluorestseeruv vérv. Elus rakud redutseerivad
indikaatori tugevalt fluorestseeruvaks ning virvuselt roosaks resorufiiniks. Alamar Blue

mittetoksilisuse tottu on seda hea kasutada rakkude arvukuse hindamiseks. (O’Brien et al.,

2000)

Alamar Blue katse tulemuste hindamiseks tehti kalibratsioonikdver. Uledd kultuuri lahjendati
100X autoklaavitud LB vedels6otmesse. Baktereid kasvatati kuni ODggo oli 0,4-0,6 ning
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kontsentreeriti (ODgoo=1). Tehti lahjendused 1X PBS-i 24-kannulisse mikrotiiterplaati ning
lisati Alamar Blue virvi (10% ruumalast). Plaat asetati 37 °C juurde inkubeerima. 5, 10 ja 15
minuti moéodudes pipetiti 96-kohalisse mikrotiiterplaati 100 ul proovi ning mdodeti koheselt
parast pipettimist mikrotiiterplaadilugejaga BioTek SynergyMX fluorestsentsi ergastusega

545 nm (= 20 nm) ning emissiooni 590 nm (+ 20 nm), tundlikkusega 50 (inglise keeles: gain).

Infektsioonikatse ajapunkti saabudes eraldati Zelatiin ja nanofiiber ning asetati need 1 ml
sooja 1X PBS-iga tdidetud tuubidesse. Varistati hetkeks vorteksil, et vabaneda biofilmi kiiljes
olevatest kergelt kinnitunud bakteritest ja agregaatidest ning asetati proov uude 24-kannulisse
mikrotiiterplaati 450 ul sooja PBS-i. Sama tehti ka kontrollidega. Seejérel lisati igale proovile
50 ul Alamar Blue indikaatorit ning asetati 37 °C juurde. 5, 10 ja 15 minuti mdddudes tosteti
100 pl vedelikku 96-kannulisse mikrotiiterplaati ning moddeti koheselt BioTek SynergyMX
mikrotiiterplaadilugejaga fluorestsentsi ergastusega 545 nm (= 20 nm) ning emissiooni
590 nm (= 20 nm) pikkusel lainepikkusel, tundlikkusega 50 (inglise keeles: gain).

Selleks et vorrelda Almar Blue katsega saadud hinnangut bakterite arvukusele tehti samade
proovidega ka CFU médramine, milleks tdsteti proovid uutesse jahedatesse 1 ml 1X PBS-i
sisaldavatesse tuubidesse. Viristati 30 s vorteksil (Vortex-Genie 2, Scientific Industries, koige
korgem tugevus) ning sonikeeriti 30 s (Bandelin Sonorex digital 10 P, tootades 20%-I
maksimaalsest voimsusest), et raputada lahti tekkinud biofilm. Neid protsesse korrati 6 korda.
Seejarel tehti 96-kannulisse mikrotiiterplaati 10X lahjendused 1X PBS-i ning plaaditi kahes
korduses 5 pl kaupa eelkuivatatud LB agarsdotmele. Katse skeem on toodud eelneval joonisel
(Joonis 3). Tasse inkubeeriti iiled6 37 °C juures ning jargmisel pdeval loeti kolooniad
lahjendustes, kus kolooniaid oli umbes 3-40. Seejdrel arvutati kolme korduse kahe paralleeli
pdhjal bakterite CFU 1 cm? kohta.

Varasemalt teostatud katsete pohjal meie laboris on naidatud, et kui ODgyp=1 siis CFU/ml on
~1x10°%. See vdeti ka kiesolevas toos eelduseks. Kdigepealt leiti kalibratsioonisirge vérrand
kuue erineva CFU ja kolme ajapunkti (5, 10 ja 15 min) pdhjal (Lisa 4). Sarnaselt leiti sirge
vorrandid katsetulemuste jaoks. (Lisa 4). Katsetulemuste vorrandite tdusud asendati
kalibratsioonisirge vdrrandisse. Niiviisi leiti bakterite CFU/cm? kohta kolme tehnilise korduse

pOhjal ning seetdttu pole Alamar Blue katse tulemustel ndha standardhélbeid (Joonis 9A).
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2.2.9. Andmete analiiiis

2.2.9.1. Nanofiibermattide testimine bioreporteriga
Skaneeritud tasse analiilisiti ImageJ (versioon: 1.52t 30) programmiga. Inhibitsiooniringi
raadiuse leidmiseks leiti kdigepealt rohelise fluorestsentsi kanalist inhibitsiooniringi pindala,
kasutades kohendatud automaatseid tooriistu. Edasi toodeldi andmeid programmiga MS Excel

(Professional Plus 2010).

2.2.9.2. Nanofiibermattide testimine in vitro ja ex vivo mudelitega
Andmete analiiiis viidi 14dbi kasutades MS Excel (Professional Plus 2010). Katse tulemustele
leiti aritmeetilised keskmised ja standardhdlbed. Statistiliseks analiiisiks kasutati t-testi.
Statistiliselt oluliseks erinevuseks loeti p-véartus alla 0,05. Andmetena kasutati substraadi ja
nanofiibermati liidetud tulemusi ning kasutati kolme tehnilist kordust igast proovist.

2.2.9.2. Bakterite arvukuse mairamine Alamar Blue indikaatori abil

Tulemusi analiiiisiti kasutades programmi MS Excel (Professional Plus 2010).

2.3. Tulemused

2.3.1. Nanofiibermattide testimine bioreporteriga

Bioreporteri katse inhibitsiooniraadiused on toodud vilja joonisel 4 ning need leiti kahes
ajapunktis - 3 tunni pérast nanofiibermattide tassile panekust ning 6 tunni pérast (Joonis 4).

Graafikul on esitatud kolme katse aritmeetiline keskmine ja standardhélve.

12

Inhibitsiooniringi raadius
10

raadius (mm)

PCL3 mPCL6 mPEO3 W PEO6

Joonis 4. Bioreporteri katse inhibitsiooniringide raadiused (mm). PCL — PCL/CAM
nanofiibermatt; PEO — PEO/CAM nanofiibermatt; 3 — 3 tundi parast nanofiibermattide
lisamist plaadile mdoédetud inhibitsiooniring; 6 — 6 tundi parast nanofiibermattide
lisamist plaadile moddetud inhibitsiooniring; raadius (mm) — inhibitsiooniringi raadius

millimeetrites.
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Graafikult (Joonis 4) on niha, et PCL/CAM matiga proovil, mis vabastab oma hiidrofoobsuse
tottu raviainet aeglasemalt, on raadius vdiksem kui PEO/CAM matiga proovil (hiidrofiilsuse
tottu kiiremini raviainet vabastav matt) ning seda molemas mdddetud ajapunktis. Veelgi
enam, PEO/CAM matiga proovi inhibitsiooniraadius on 3 tunni mdéddumisel suurem kui
PCL/CAM matiga proovi inhibitsiooniraadius 6 tunni moéddumisel. 3 tunni méddumisel on
PCL/CAM nanofiibermati inhibitsiooniraadius 5,8 mm ning PEO/CAM raadius 8,1 mm.

Vastavad raadiused 6 tunni moddumisel on 7,2 mm ning 9,2 mm.

15 mm

Joonis 5. Fluorestsentsi intensiivsuse leidmine tassilt ImageJ abil. Pildil on toodud
punane ja roheline fluorestsents iilekattes. Analiiiisitud piirkond on niidatud kollase
kastiga, mille pikkus on 15 mm ning laius 8 mm. Inhibitsiooniringi (tume ala) keskel on
PEO/CAM nanofiibermatt.

Samadelt tassidelt mdddeti ka reportervalgu punase fluorestsentsi intensiivsust hallvdirtuste
abil kuuendal tunnil pédrast nanofiibermattide lisamist tassile. Tulemused on toodud joonisel
(Joonis 6). Ka nende vairtuste korral leiti kolme katse aritmeetiline keskmine ning
standardhdlve. ImageJ programmis wvaliti 1,5 cm pikkune ning 0,8 cm laiune ala
nanofiibermati servast iile inhibitsiooniringi bakterite kasvualale (Joonis 5). Roheline
fluorestsents leiti pildikanalist, kus oli ndhtav vaid roheline valk ning punane fluorestsents

vastavalt punase valgu ergastusega kanalist (Lisa 3).

Joonistelt (Joonised 5 ja 6) on selgelt ndha bakterite kasvu inhibeerimine klooramfenikooli
poolt — tume ala joonisel 5, madalam graafiku osa (vasakul) joonisel 6. Punane soor tumeda
ala Umber (Joonis 5) nditab antibiootikumi olemasolu MIC-ist madalamatel
kontsentratsioonidel — reporterrakud on alustanud punase valgu tootmist ribosoomi peatumise
tottu regulaatoralas. Edasine roheline osa ei sisalda klooramfenikooli taset, mis takistaks

normaalset translatsiooni ehk bakterid toodavad vaid rohelist kontrollvalku.
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Joonis 6. Kuuendal tunnil méodetud fluorestsentsi intensiivsuse muutus
standardhilvetega. PCL - PCL/CAM nanofiibermatt; PEO - PEO/CAM
nanofiibermatt; mScarlet-1 — punane fluorestseeruv valk; GFP — roheline fluorestseeruv

valk; mm — kaugus nanofiibermatist millimeetrites; punane nool — mScarlet-1 piik.

Joonisel 6 on ndha mScarlet-1 ehk punase fluorestseeruva valgu taseme piik, mis vastab kdige
korgemale reporteriga mdddetavale CAM kontsentratsioonile. Joonisel 6, PCL/CAM
nanofiibri korral on mScarlet-I margitud tumepunase joonega ja PEO/CAM nanofiibri korral
on mScarlet-I mérgitud roosa joonega. Esimese puhul on piik ~7 mm kaugusel nanofiibrist
ning teise puhul ~8 mm kaugusel nanofiibrist. See niitab taas, et PEO/CAM nanofiiber
vabastab raviainet kiiremini ning kaugemale, kuid kahe mati erinevus on véiksem, kui
varasemates katsetes (Preem et al., 2017). Veel on neil joonistel ndha GFP ehk rohelise
fluorestseeruva valgu taseme tous ning mScarlet-1-ga tihtlustumine parast mScarlet-1 piiki.
Kuna CAM takistab valgusiinteesi, on CAM-i kontsentratsiooni suurenemisel GFP tootmine
viahenenud, seetdttu on GFP tase fiibrile 1dhemal madalam. Teatud kaugusel fiibrist muutub
CAM-i kontsentratsioon liiga madalaks, et valgutootmist mdjutada ja GFP tase on
maksimaalne. mScarlet-1 tase on maksimaalne CAM subinhibitoorse kontsentratsiooni juures,
kus valgusiintees on veel mingil mééral voimalik, kuid ribosoom on tugevalt inhibeeritud.
Kaugemal fiibrist, kus CAM translatsiooni enam ei mojuta, saavutatakse mScarlet-I
produktsioonis baastase ning fluorestsents iihtlustub. Teatud kdikumisi fluorestsentsi tasemes
tekitavad tehnilised isedrasused nagu plaatimise lihtlusest tulenev erinevus bakterite hulgas,
tolmukiibemetest tulenev miira jms. Autofluorestsents kummaski kanalis on minimaals66tme

puhul madal.
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Joonistelt 4 ja 6 on ndha, et PEO/CAM vabastab raviainet kiiremini ning kaugemale.
Inhibitsiooniraadiuse vahe PCL/CAM ja PEO/CAM vahel kolmandal ja kuuendal tunnil

parast nanofiibermattide lisamist on vastavalt 1,4 ja 1,1 mm.

2.3.2. Nanofiibermattide testimine in vitro ja ex Vivo

infektsioonimudelitega

CFU/cm? arvutustulemused on nihtavad jirgnevatel joonistel (Joonis 7 ja 8). Meenutuseks

lugejale, et substraat eraldati nanofiibermatist ning bakterite arvukust hinnati eraldi.

Joonisel 7 on toodud bakterite arvukused antibiootikumita proovis (Joonis 7). Nende
katsetega sooviti vilja selgitada, kuidas mojutab nanofiibermati abiainete koostis bakterite

kasvu infektsioonimudelites.

Uldiselt on niha, et kdige kdrgemad arvukused on S. aureus-e puhul ning kdige madalamad
S. epidermidis-e puhul. Koikide bakterite puhul on ndha, et kdige korgemad arvukused on
seanaha nanofiibermatita proovis (kontroll). Zelatiini kontrolli (nanofiibermatita) bakterite
arvukus ei erine statistiliselt oluliselt nanofiibermatiga proovist ja seda koikide bakterite

korral (statistiliselt ei dnnestunud néidata, et need on erinevad) (Joonis 7).

Graafikutelt on nidha, et bakterite arvukus on suurem substraadi kiiljes kui nanofiibermati
kiiljes, kuid enamasti on kontrollides arvukused suuremad kui nanofiibermatiga proovides
(Joonis 7). Seega saab oelda, et mudelraviainet mittesisaldavate nanofiibermattide lisamine

pérsib bakterite kasvu.

Kasutatud mudeli korral voib delda, et bakterite arvukus ajas langeb. Seda oli ndha enamike
S. epidermidis-e ja koikide S. aureus-e proovide korral, kuid E. coli puhul seda iildistust teha

ei saa.
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Joonis 7. (A) Escherichia coli, (B) Staphylococcus aureus-e ja (C) Staphylococcus
epidermidis-e arvukused antibiootikumita proovides uurimaks nanofiibermattide méju
bakterite arvukusele. Fiiber — nanobiibermatt; substraat — Zelatiin vdi seanahk; kontroll
— nanofiibermatita proov; PCL — PCL nanofiibermatt, PEO — PEO nanofiibermatt; 24 —
24 tunni ajapunkt; 48 — 48 tunni ajapunkt. Mirgitud on nii substraadi kui fiibri
standardhalbed.

Joonisel 8 on toodud bakterite arvukused logaritmilisel skaalal klooramfenikooli juuresolekul
(Joonis 8). On néha, et kdige suurem arvukus esines seanaha kontrollis kdigi bakterite korral.
Zelatiini kontroll-proovides oli arvukus madalam Kkui seanaha kontrollides. Arvukused

kontroll-proovides on sarnased erinevate bakterite korral.

Klooramfenikooli toime on selgelt ndhtav, raviainet sisaldavates proovides on bakterite
arvukus madalam kui raviaineta proovides, see leidis tdestust ka statistiliselt. E. coli ja
S. epidermidis-e puhul on toime paremini ndhtav, enamus proove jdid detektsioonipiirile.
S. aureus-e puhul on enamike raviainet sisaldava proovide bakteriaalne arvukus kdrgem kui
detektsioonipiir. E.coli puhul ei olnud detekteeritavat kasvu seanaha proovides
klooramfenikooliga, zelatiini proovides oli kdige rohkem kasvu PEO/CAM nanofiibri korral
ning 24 tunni ajapunktis. S. epidermidis-e puhul on raviainega proovidest kasvu mirgata vaid
seanaha PEO/CAM proovis 48-ndal tunnil. S. aureus-e korral on kd&ige rohkem kasvu

raviainega proovides vorreldes teiste bakteritega.
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Joonis 8. (A) Escherichia coli, (B) Staphylococcus aureus-e ja (C) S.epidermidis-e

arvukused logaritmilises skaalas klooramfenikooliga proovis. Kontroll -
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nanofiibermatita proov; PCL - PCL/CAM nanofiibermatt, PEO - PEO/CAM
nanofiibermatt; CAM - klooramfenikool; 24 — 24 tunni ajapunkt; 48 — 48 tunni

ajapunkt, punane joon - detektsioonipiir. Lisatud on standardhilbed.

Vaadates graafikuid joonistel 7 ja 8 ei saa vilja tuua Kindlat erinevust PCL/CAM ja
PEO/CAM nanofiibermati vahel (t-testi abil ei dnnestunud nédidata, et need on statistiliselt
erinevad), samuti ei ole mérgatavat vahet kahe substraadi vahel (t-testi abil ei onnestunud
ndidata, et need on erinevad). Nagu eeldatud, on nédha, et klooramfenikooliga nanofiibermatid
inhibeerivad mikroobide kasvu rohkem kui nanofiibermatt raviaineta, mudelis oli niha 5-6
kiimnendlogaritmiline langus. Samuti on ndha, et nanofiibermattidel on soovitud toime nii

grampositiivsete (S. aureus, S. epidermidis) kui gramnegatiivsete (E. coli) bakterite vastu.

Biofilmi CFU maééramiseks peab baktereid sonikeerima ja intensiivselt véristama vorteksil,
selle kdigus voivad moned rakud dra surra ja koik ei pruugi materjali kiiljest lahti tulla ehk
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tulemuseks oleks madalam CFU Kkui reaalsuses on. Samuti ei pruugi kdik elus bakterid tassil
iles kasvada. Seetottu oleks hea leida moni teine viis bakterite arvukuse médramiseks.
Alamar Blue indikaatori abil on vodimalik médrata kinnitunud biofilmis metaboolselt
aktiivsete bakterirakkude hulka ilma CFU mé#ramiseta. Uhtlasi vihendaks see td6koormust ja
annaks voib-olla parema hinnangu biofilmi elusrakkude kohta. Niiteks torkab eelnevast
katsest silma, et S. epidermidis-e maksimaalne CFU on ligi 10X viiksem vorreldes teiste
bakteritega. Kerkivad kiisimused, kas S.epidermidis kasvab aeglasemalt ja moodustab
seetottu vahem biofilmi voi on tegemist tehnilise probleemiga CFU madédramisel, néiteks ei

tule biofilm lahti voi bakterirakud surevad raputamise kdigus dra.

Alamar Blue katse skeem on toodud joonisel 3 (Joonis 3). Tulemused on néhtavad joonisel
9A (Joonis 9). Joonisel 9B on niha saadud bakterite CFU/cm® kohta loendades LB
agarplaadilt kolooniaid.
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Joonis 9. Escherichia coli arvukused (A) Alamar Blue virviga hinnates ning (B) tassilt
kolooniaid lugedes, lisatud standardhilbed. Fiiber — nanobiibermatt; kontroll —
nanofiibermatita proov; PCL — PCL nanofiibermatt, PEO — PEO nanofiibermatt; 6 — 6
tunni ajapunkt; 24 — 24 tunni ajapunkt.

Joonise 9 kaks tulpdiagrammi on {isna sarnased, mis nditab, et kahe erineva meetodiga saadud
tulemused on vorreldavad. Bakteri arvukused olid koikides proovides 24 tunni ajapunktis
korgemad kui sama proovi 6 tunni ajapunktis, mis on ka oodatud tulemus. Nanofiibermatiga
proovis kasvas baktereid rohkem Zzelatiini kiiljes kui mati kiiljes. Suures plaanis on arvukused
Alamar Blue varviga saadult pisut suuremad, see voib viidata sellele, et raputamisega surevad

moned rakud ning kdik bakterid ei tule lahti materjali kiiljest.

Uldiselt vdib Alamar Blue meetodit kasutada bakterite arvukuse hindamiseks, kuna see
voimaldab hinnata bakterite arvukust ilma et oleks vaja rakendada tugevat sonikeerimist ja

varistamist biofilmi 10hkumiseks.

2.4. Arutelu

Dissolutesti jérgi vabastavad PCL ja PCL/PEO nanofiibermatid véga erinevalt antibiootikumi,
kuid antimikroobsuses pole suurt erinevust (Preem et al., 2017). Kd&igepealt uuriti raviaine
vabanemist ajas bioreporteri abil. Sellest katsest on reporteri abil nidha, et PCL/PEO/CAM
nanofiibermatist on klooramfenikooli maksimaalne kontsentratsioon matist kaugemal kui
PCL/CAM nanofiibermati korral, mis tdestab, et PCL/PEO nanofiibermatt vabastab
antibiootikumi kiiremini. See korreleerub varasemate tulemustega ning selle pohjuseks on
mati hiidrofiilsus (Preem et al., 2017). Vahe on suurem kolmandal tunnil (1,4 mm) vdarreldes
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kuuenda ajapunktiga (1,1 mm). Erinevused kahe nanofiibermati antimikroobse toime vahel ei
ole bioreporteri katse pohjal siiski vdga suured. Farmakopoa standardi, dissolutesti korral on
klooramfenikooli vabanemise kiirus kasutatud nanofiibrite korral vdaga erinev, kuid need
dissolutestid ei jédljenda olukorda haavas. Seetdttu ongi vaja luua haavale sarnasemaid

mudeleid, et hinnata raviaine vabanemist nanofiibermatist ning selle toimet.

Infektsioonimudeli katsest on néha, et kKlooramfenikooli sisaldavad nanofiibermatid parsivad
bakterite arvukust ehk loodavad nanofiibrist haavakatted on antibakteriaalse toimega. Samuti
on moningane antimikroobne toime haavakatetel mudelraviaineta (Joonis 7). Antibiootikumi
juuresolekul on néha, et E. coli ja S. epidermidis alluvad paremini mudelraviainele, kasvu on
tuvastatud vdga vihesel madral, seevastu S. aureus-e proovide korral on bakterite arvukus
suurem ning ka koikumine arvukuses on suurem. Sellele vaatama vOib viita, et
klooramfenikooli sisaldavad nanofiibermatid mojuvad bakterite kasvule negatiivselt. Samuti
saab vdita, et just klooramfenikool pirssis bakterite kasvu, mitte nanofiibermatt ise, sest

raviaineta proovides on bakterite arvukus mitu korda suurem kui antibiootikumiga proovides.

Veel on néha, et langeb bakterite arvukus ajas raviaineta proovides. See voib tuleneda sellest,
et hilisemateks ajapunktideks on saabunud kiillastumus bakterite kasvus. Selleks, et bakterite

kasv ei pidurduks ega hakkaks langema voiks soddet nditeks iga 24 h tagant uuendada.

Vorreldes in vitro ja ex vivo mudeleid ei ole margata kindlat trendi bakterite arvukuse
erinevuses - pole vahet, kas kasutada substraadina Zelatiini voi seanahka. Seanaha kontrollis
kasvas enamasti rohkem baktereid kui Zzelatiini kontrollis, selle pdhjuseks voib olla, et
seanahal on bakterite jaoks sobivam keskkond lisatoitainete ndol kasvamiseks ja

paljunemiseks.

Seanaha kasutamise kahjuks voiks vilja tuua steriilsusprobleemi. Korduvate katsete tegemise
vajadus soltus just enamasti seanahast, sest see oli pidevalt saastunud. Ka pérast y-Kiiritamist
jaid toendoliselt ellu seanahal olnud spoorid, mis hakkasid katse kdigus taas kasvama.
Puhtamate seanaha-proovide jaoks vdiks proovida enne steriilimist selle pesemist jooksva vee
all seebiga. Samuti vdib mainida, et seanaha proove on keerukam ette valmistada ja saada
tihetaolisteks, sest kdrvast saadud nahaproovid on erineva paksusega. Mdned neist olid
dhemad, teised paksemad. Ka sellest vois tulla tulemuste varieeruvus. Zelatiini filbermattide
tiikid olid peaaegu alati iihetaolised, vaid mdnes proovis vdisid olla 6hemad, kui 1digata need
vilja elektrospinnitud nanofiibermati &édrest. Samuti on lihtsam tdotada zelatiini
nanofiibritega, kuna materjal on lihtsasti kattesaadav, odav, vordlemisi lihtne spinnida ning

hoolikalt kéasitledes ei ole see saastunud.
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Nende kahe mudeli, in vitro Zelatiiniga ja ex vivo seanahaga, abil ¢i ole voimalik tuvastada
kahe erineva toimeaine vabanemisprofiiliga elektrospinnitud nanofiibermattide, PCL/CAM ja
PCL/PEO/CAM, vahelisi erinevusi. See tuleneb sellest, et nimetatud nanofiibermatid
vabastavad suure koguse raviainet (19-95%) esimese tunni jooksul pdrast kasutuselevottu
(Preem et al., 2017). Kiill aga on vdimalik testida nende mudelitega mudelraviaine moju

bakterite arvukusele.

Katsetest selgus, et bakterite arvukuse hindamiseks Alamar Blue indikaatori abil sobib nii 6
kui 24 tunni ajapunkt (Joonis 9). Edasi peaks tegema Kkatseid ka seanahaga ning
antibiootikumi sisaldava nanofiibermatiga. Uldiselt vdib 6elda, et Alamar Blue indikaatorit

vOib kasutada taoliste mudelite korral bakterite arvukuse hindamisel.

Samas ei asenda in vitro siisteemid 10plikult péris haavakatseid, sest nahk ei ole steriilne, seal
elab palju erinevaid liike mikroobe, mis mdjutavad haavakatte testimist ja haava paranemist

ning samuti on oluline roll haava paranemisel immuunstisteemil.

Dissolutestid on ndidanud, et elektrospinnitud PCL ja PCL/PEO nanofiibermatid vabastavad
erinevalt raviainet ning eelduste kohaselt ka tapavad baktereid seejuures erinevalt. Kuid
katsed on ndidanud, et hindamaks, kas {iks materjal on parem kui teine, on vaja siiski
tunduvalt eluldhedasemaid katsesiisteeme. Tuleb veel kombineerida erinevaid vdimalusi ning
teadmisi, et luua katsesiisteem, mis haavaravi jaoks arendatavate materjalide testimiseks

sobiks.
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KOKKUVOTE

Kéesoleva t00 eesmargiks oli vorrelda antibiootikumi sisaldava elektrospinnitud PCL ja
PCL/PEO nanofiibermati antimikroobseid omadusi. Taolistele uudsetele haavakatetele

puuduvad farmakapoas juhised testimiseks.

Antud t606s testiti elektrospinnitud PCL ja PCL/PEO haavakatteid kdigepealt bioreporteriga,
seejarel in vitro ja ex vivo mudeliga ning viimasena hinnati bakterite arvukust Alamar Blue

indikaatorvirvi abil.

Bioreporteri katse kahe fluorestseeruva valguga, kus kontrollvalku ekspresseeriti pidevalt
ning reportervalku vaid klooramfenikooli subinhibitoorsete kontsentratsioonide korral, néitas
PCL/PEO/CAM kiiremat antibiootikumi vabastamist nanofiibermatist vorreldes PCL/CAM
nanofiibermatiga. See tuleneb PCL/PEO nanofiibri hiidrofoobsusest. Inhibitsiooniraadiuse
vahe kahe erineva nanofiibermati vahel kolmandal ja kuuendal tunnil pérast nanofiibermattide
lisamist oli vastavalt 1,4 mm ja 1,1 mm ehk mitte vdga suur, erinevalt varasemates katsetes

ndidatud suurtest erinevustest.

Too jargmises etapis uuriti, kuidas see vOiks toimuda haavas. Hinnati bakterite arvukust
24 tunni ja 48 tunni jooksul. Selleks konstrueeriti in vitro mudel elektrospinnitud Zelatiiniga
ning ex vivo mudel seakorva nahaga. Mudeleid testiti kolme erineva patogeense bakteriga -
Escherichia coli, Staphylococcus aureus ja Staphulococcus epidermidis-ega. Zelatiini ja
seanaha mudeli vahel silmndhtavaid erinevusi ei olnud. Lisaks toodi vilja seakorva
kasutamise negatiivseid aspekte, nditeks saastus ning ebaiihtlane proovi kvaliteet. Ka selle
katsega ei olnud néha erilist vahet PCL ja PCL/PEO nanofiibri vahel.

Viimases osas testiti raviaineta nanofiibermatte in vitro infektsioonimudeliga, et hinnata teisel
meetodil bakterite arvukust ja vorrelda neid infektsioonimudeli katse tulemustega. Katse
Alamar Blue virviga sooritati E. coli-ga 6 ja 24 tunni jooksul. Tulemused olid sarnased
infektsioonimudeli tulemustega ja seega sobib Alamar Blue bakterite arvukuse hindamisel

alternatiivse meetodina.
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SUMMARY

In vitro testing of electrospun antimicrobial PCL and PCL/PEO nanofiber matrices

Kadi Sagor
Summary

The misuse and overuse of antibiotics has led to an increase in resistance of pathogenic
bacteria. To reduce resistance it is important to optimize antibiotic use and educate people

about the dangers of misuse.

Multiple methods are available for administration of antibiotics, mainly divided by
administration route as systemic and local. Local administration can be used when systemic
action is not necessary. Local administration achieves higher antibiotic concentration within
the infection site while systemic concentration, and therefore risk of off-target effects,

remains lower.

Electrospinning is gaining attention in biomedicine. It allows to produce materials with
various properties. For example, matrices promoting recovery of damaged tissues can be
created, as well as wound dressings delivering antibiotics. Wound dressing should be
antimicrobial, biocompatible, easily removable and they should retain humidity. These and
many other properties can be controlled by electrospinning.

There is currently a lack of protocols in pharmacopoeia for testing such wound dressings.
Standard methods are very different from real infection conditions, such as a wound infection.
Often testing of such pharmaceutical preparations is carried out in in vivo infection models,
which are expensive and have several ethical issues. Simple in vitro and ex vivo models could
substitute initial experiments on animals. Electrospun PCL and PCL/PEO wound dressings
containing chloramphenicol are tested in this study first by using bioreporters and then in in

vitro and ex vivo models. Bacteria were also quantified using Alamar Blue dye.

PCL/PEO/CAM nanofiber mat showed faster release of chloramphenicol than PCL/CAM in
an experiment using a bioreporter with two fluorescent proteins, a constitutive control protein
and a CAM-induced reporter protein. This is due to the hydrophobic property of
PCL/PEO/CAM mat. The differences in inhibition radius were small between the two

nanofiber mats.
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As the next step, release of antibiotic from a nanofiber mat in a wound-like environment was
studied. Bacteria were quantified at 24 and 48 hours. In vitro model with electrospun gelatine
and ex vivo model with pig ear skin was carried out. The models were tested with three
strains: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, and Stahpylococcus epidermidis. The two
models displayed no clear differences. Negative aspects of using pig skin were discussed,
including contamination and sample quality variation. The experiment displayed no clear
difference between PCL and PCL/PEO nanofiber mats.

In the last part, nanofiber mats were tested without drugs to quantify bacteria using another
method for comparison with the wound model experiment. Alamar Blue was used to quantify

E. coli at 6 and 24 hours. The results were similar to wound model experiment.

In conclusion, in future, gelatine is suitable for such in vitro experiments, as the use of pig
skin is not justified. Based on the experiments, it cannot be concluded that the drug release
kinetics from the two nanofiber mats are significally different during infection treatment.
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LISA1

Tabel 4. Toos kasutatud so6tmed ja kemikaalid.

Firma Partii number
LB Broth DB Difco™ 7009600
DMEM/F-12 Ham Sigma-Aldrich RNBH2975
FBS Sigma-Aldrich
CAM Sigma-Aldrich
AMP Sandoz CP3091
Alamar Blue Bio-Rad 152261
PCL Sigma-Aldrich MKBX1062V
PEO Sigma-Aldrich MKCGO0714
Zelatiin Sigma-Aldrich SLBL7508V
Gliikoos Sigma-Aldrich SLBM4502V
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LISA 2

Bioreporteri plasmiidikaart.

rrmB T1 terminator

pSC101-GFPmut2-term-trpL-mScarlet-I

5864 bp

(lambda t0 terminator

8xHis

5 Ero moter

tet promoter!
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LISA 3

Bioreporteri katse skdnneering iihest kordusest 6. ajatunnil. Roheline fluorestsentskanal,

punane fluorestsentskanal ning molemad fluorestsentskanalid iilekattes.
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LISA 4
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Joonis 10. Kalibratsioonisirge arvutamiseks leitud kontsentratsioonide vérrandid

Alamar Blue katses.

1,E+09
Kalibratsioonikover .
.............................. &
1,E+08
o y =3 850 651,66x + 100 000,00
o A
RZ= 0,98
¢
1,E+06
0 50 100 |
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Joonis 11. Kalibratsioonikdver koos vorrandiga Alamar Blue katse jaoks.
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