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Annotatsioon

Uheks viga aktuaalseks ja jarjest tdsisemaks meditsiiniliseks probleemiks on kujunenud nii
haiglainfektsioonid kui ka patogeensete bakterite ja seente antibiootikumi- ja ravimiresistentsuse
teke. Candida spp on liks peamisi parmseeni, mis voib pdhjustada ohtlikke seeninfektsioone ja seda
eriti  immuunpuudulikkusega patsientidel. Seega on oluline uute seenevastaste ravimite
viljatddtamine, et ravida erineva raskusastmega (haigla)infektsioone. Uheks perspektiivseks suunaks
infektsioonide ravis on antimikroobsete nanoosakeste kasutamine. Naiteks metallilised
nanoosakesed, eriti hobeda nanoosakesed, on muutunud Uha olulisemaks biomeditsiinilistes
rakendustes, sh haavaravis, aga ka pinnakattematerjalides.

Antud t66 eesmargiks oli siinteesida hobeda-kitosaani nanokomposiite (CSnAg), kasutades madala
molekulmassiga kitosaani (50—190 kDa) ja redutseerides hdbenitraati kas trinaatriumtsitraadi (TSC)
vGi naatriumboorhidriidiga (NaBH4). Kokku siinteesiti kuus nanokomposiiti, kasutades kahte
siinteesimeetodit ja erinevaid hdbeda ning kitosaani massisuhteid (1:0.3, 1:1 ja 1:3). HGbeda-
kitosaani nanokomposiitide fllsikalis-keemiliseks iseloomustamiseks mdddeti nende neeldumine
spektri ultravioletses ja nahtavas osas, hidrodiinaamiline suurus, pinnalaeng (C-potentsiaal) ja
lahustuvus deioniseeritud vees.

Hobeda-kitosaani nanokomposiitide mirgisust parmseentele Candida albicans ATCC 10231 ja
Candida glabrata ATCC 90030 uuriti elulevuse testiga (Spot test), maarates CSnAg minimaalse
fungitsiidse kontsentratsiooni (MFK). Vordlevalt uuriti ka hdbenitraadi, kitosaani ja seenevastase
ravimi amfoteritsiin B mirgisust. CSnAg ja péarmirakkude interaktsioonide uurimiseks kasutati
labivoolutsiitomeetriat ja laser-skaneerivat konfokaalmikroskoopi. Mudelorganismideks valiti
C. albicans ja C. glabrata, sest need liigid on (hed peamised seeninfektsioone pdhjustavad
parmseened.

Too tulemused naitasid, et trinaatriumtsitraadiga (CSnAg-TSC) ja naatriumboorhiidriidiga (CSnAg-
NaBH,) siinteesitud nanokomposiitide hldrodiinaamiline suurus oli vastavalt 102-120 nm ja 36—
383 nm ning kdikide nanokomposiitide pinnalaeng (C-potentsiaal) oli positiivne. Kdige murgisemad
olid nanokomposiidid hobeda-kitosaani massisuhtega 1:3 (CSnAg-TSC ja CSnAg-NaBH, 24-t MFK-d
olid C. albicans’ile vastavalt 9.38 ja 1.17 mg Ag/L ning C. glabrata’le 17.5 ja 1.51 mg Ag/L), mis olid
vorreldavad voi mirgisemad kui seenevastane ravim amfoteritsiin B (24-t MFK olid vastavalt 29.2 ja
18.8 mg/L). Labivoolutsiitomeetria ja laser-skaneeriva konfokaalmikroskoobi uuringud néitasid, et
hobeda-kitosaani nanokomposiidid olid kinnitunud rakkude pinnale.

Magistritoo tehti Keemilise ja Bioloogilise Fiilisika Instituudi Keskkonnatoksikoloogia laboris.



Abstract

The emerging microbial infections and the development of drug resistance in pathogenic fungi have
become serious medical problems. Candida spp is recognized as an important opportunistic
pathogen that can promote mild to life-threatening infections, especially in the case of immuno-
compromised patients. A particularly serious problem is the development of resistance to the used
drugs. Thus, novel therapeutics against fungal pathogens are needed. Nanotechnology has the
potential to combat drug resistance. For example, metal nanoparticles, especially silver, have
become promising candidates for biomedical applications such as wound dressings.

In this study, silver chitosan nanocomposites (CSnAg) were synthesized by reduction of silver nitrate
with trisodium citrate (TSC) or sodium borohydride (NaBH4) in the presence of low molecular weight
chitosan (50-190 kDa). Altogether six CSnAg with different silver-chitosan weight ratios (1:0.3, 1:1
and 1:3) were synthesized. Ultraviolet-visible spectroscopy, hydrodynamic size, surface charge (¢-
potential) and solubility were measured for physicochemical characterization of nanocomposites.

Candida albicans ATCC 10231 and C. glabrata ATCC 90030 were chosen as model organisms to
evaluate the antifungal activity of CSnAg. A viability test (Spot test) was selected to determine the
minimal fungicidal concentration (MFC). The toxicity of silver nitrate, chitosan and the antifungal
drug amphotericin B were also compared. A flow cytometer and laser-scanning confocal microscope
were used to study the interactions between silver-chitosan nanocomposites and yeast cells.
C. albicans and C. glabrata were selected for the study because these species are one of the main
yeasts causing nosocomial infections.

The results showed that the hydrodynamic size of CSnAg-TSC and CSnAg-NaBH, was approximately
102-120 nm and 36-383 nm, respectively, and the surface charge ({-potential) was positive (The
most toxic were CSnAg with the silver-chitosan weight ratio of 1:3 (CSnAg-TSC and CSnAg-NaBH, 24-
h MFC for C. albicans and C. glabrata were 9.38 and 1.17 mg Ag/L, and 17.5 and 1.51 mg Ag/L,
respectively), which were comparable or less than amphotericin B toxicity (24-h MFK for C. albicans
and C. glabrata were 29.2 and 18.8 mg/L, respectively). Flow cytometry and laser scanning confocal
microscopy studies showed that the nanocomposites have adhered to the cell surface.

The study was carried out in the Laboratory of Environmental Toxicology of the National Institute of
Chemical Physics and Biophysics.



Lihendid

AAS - aatomiabsorptsioonspektroskoopia

AgNPs - hobeda nanoosakesed

AgNPs-Cit - tsitraadiga stabiliseeritud hdbeda nanoosakesed

CLSM - laser-skaneeriv konfokaalmikroskoop (ingl. confocal laser scanning microscopy)
CSnAg - hdbeda-kitosaani nanokomposiidid

CSnAg_0.3 - hdbeda -kitosaani massisuhe 1:0.3

CSnAg_1 - hobeda -kitosaani massisuhe 1:1

CSnAg_3 - hdbeda -kitosaani massisuhe 1:3

CSnAg-TSC - trinaatriumtsitraadiga siinteesitud hébeda-kitosaani nanokomposiidid
CSnAg-NaBH, — naatriumboorhidriidiga siinteesitud hébeda-kitosaani nanokomposiidid
DD - deatsetliiilimise aste (ingl. degree of deacetylation)

du - hiidrodiinaamiline suurus

DLS - diinaamiline valguse hajumine (ingl. dynamic light scattering)

ESKAPE  bakterid — Enterococcus faecium,  Staphylococcus aureus,  Klebsiella ~ pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp.

HAI - haiglainfektsioonid

MFK - minimaalne fungitsiidne kontsentratsioon

MQ - deioniseeritud vesi

MW - molekulmass

NO - nanoosakesed

PDI - polldisperssuse indeks

PFA - paraformaldehiiiid

ROS — reaktiivsed hapnikuihendid (ingl. reactive oxygen species)

SPR - nanoosakeste neeldumisspekter (ingl. surface plasmon resonance)
SSC - kilghajuvus (ingl. side scatter)

UV-Vis - Ultravioletne-nahtav spektroskoopia (ingl. UV-visible spectrophotometry)

YPD - parmiekstrakti-peptooni sddde (ingl. Yeast Extract Peptone Dextrose meedium)
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Sissejuhatus

Seenpatogeenid pohjustavad igal aastal maailmas vahemalt 13 miljonit haigust ja 1,5 miljonit surma
ning enamasti on ohus ndrgenenud immuunsisteemiga inimesed (Bongomin et al., 2017).
Seennakkuste ravi on keeruline nii mittespetsiifiliste simptomite esinemise tottu kui ka
resistentsuse tekkele seenevastastele ravimitele. Vaatamata sellele, et Candida spp. leidub inimese
mikrobioomis, on see samas kdige levinum seeninfektsioonide pdhjustajaid (Bongomin et al., 2017;
Sampaio and Pais 2014; Pappas et al., 2018).

Mikroobide resistentsuse teke paljude antibiootikumide ja ravimite suhtes on muutumas (ha
suuremaks probleemiks meditsiinis (Perlin et al., 2017) ja seetdttu otsitakse uusi ravimeid
infektsioonide ennetamiseks ja raviks. Nanotehnoloogiad vdimaldavad siinteesida uudseid
antimikroobseid nanoosakesi erinevateks biomeditsiinilisteks rakendusteks, naiteks haavaplaastrites
ja implantaatides, et ravida ja vahendada infektsioonide ja resistentsete tiivede teket ja levikut
(Khan et al., 2019; Xu et al., 2020). Hobeda nanoosakesed on k&ige sagedamini kasutatavad
nanoosakesed biomeditsiinis, kuna neil on tdestatud antimikroobsed omadused (Hajipour et al.,
2012; Pereira et al., 2022).

Kitosaan on polisahhariid, mida toodetakse kitiinist. Kitosaan on biolagunev, biosobiv, mittetoksiline
ja antimikroobse ja haava paranemist soodustava toimega ning seetGttu perspektiivne kasutada
mitmesugustes biomeditsiinilistes materjalides (Ahmed & lkram, 2016). Kitosaani saab kasutada ka
redutseeriva ja stabiliseeriva pollimeerina metalliliste nanoosakeste silinteesil (Mirda et al., 2021).
Nii hébe kui ka kitosaan on antimikroobsed ja eeldatakse, et nende koostoimes v&ib tekkida
slinergia, mis muudab nanokomposiidid veelgi efektiivsemaks (Hajipour et al.,, 2012; Bibire et al.,
2022).

Antud uurimistoo eesmark oli (i) siinteesida hdbeda-kitosaani nanokomposiite (CSnAg), kasutades
madala molekulmassiga kitosaani (50—190 kDa) ja redutseerides hébenitraati trinaatriumtsitraadi
(TSC) vGi naatriumboorhiidriidiga (NaBH.), (ii) fuusikalis-keemiliselt iseloomustada ning (iii) maarata
nende mirgisust parmseentele Candida albicans ATCC 10231 ja Candida glabrata ATCC 90030 ja (iv)
uurida nanokomposiitide ja parmirakkude vahelisi interaktsioone, kasutades labivoolutsitomeetriat
ning laser-skaneerivat konfokaalmikroskoopi. C. albicans ja C. glabrata valiti uuringusse, sest need
liigid on ihed peamised seeninfektsioone p&hjustavad parmseened. Lisaks testiti ka hobenitraadi,
kitosaani ja seenevastase ravimi amfoteritsiin B.

Kokku siinteesiti kuus hébeda-kitosaani nanokomposiiti, kasutades kahte siinteesimeetodit ja kolme
erinevat  hGbeda-kitosaani  massisuhet  (1:0.3, 1:1, 1:3). Labivoolutsitomeetria ja
konfokaalmikroskoopia anallils naitas, et kdik osakesed kinnitused rakku pinnale. Kdige toksilisemad
olid nanokomposiidid massisuhtega 1:3.



1. Kirjanduse (levaade

1.1. Haiglainfektsioonid

Haiglanakkused e. nosokomiaalsed nakkused on infektsioonid, mis on saadud tervishoiuasutustes.
Nakkus levib patsiendile kliinilises keskkonnas erineval viisil ja selle pdhjuseks vdib olla nii
meditsiiniliste seadmete ja materjalide saastumine kui ka 8hu kaudu levivad piisknakkused. Nakkus
vOib parineda valiskeskkonnast, teiselt patsiendilt v6i haiglapersonalilt. Monel juhul péarineb
mikroorganism patsiendi enda naha mikrobiootast, muutudes oportunistlikuks parast operatsiooni
vGi protseduure, mis kahjustavad naha kaitsvat barjaari (Monegro et al., 2021; Khan et al., 2017).

Haiglainfektsioonide  (HAIl-hospital-acquired-infections) hulka kuuluvad nditeks kateetrite
kasutamisega seotud kuseteede infektsioonid, haavainfektsioonid ja sundventileerimisega seotud
kopsupdletikud (Abdullah, 2021). Haiglainfektsioonidega v&ib kaasneda mitmeid tisistusi ning need
on seotud kérge haigestumuse ja suremusega (Khan et al., 2017). Haiglainfektsioonide risk soltub
rakendatavatest infektsioonitGrjetavadest, patsiendi immuunseisundist ja erinevate patogeenide
levimusest keskkonnas. HAI riskifaktoriteks on patsiendi immuunpuudulikkus, kdrge vanus, haiglas
viibimise kestus, kaasnevad haigused, mehaaniline ventilatsioon, invasiivsed protseduurid ja
viibimine intensiivravi osakonnas (WHO, 2011; Khan et al., 2017).

Nahal on loomulik barjaar nakkustekitajate vastu, kuid iga operatsiooni v6i haavaga, mis seda
kahjustab vdib kaasneda infektsioon. Kirurgiliste haavade infektsioonid on (ihed levinumad
haiglainfektsioonid Euroopas ja neid seostatakse pikema operatsioonijargse haiglaraviga,
tdiendavate kirurgiliste protseduuride ja suurema suremusega (ECDC 2019).

Bakterid on kdige levinumad haiglanakkusi pdhjustavad patogeenid (Khan et al., 2017). Enim ohtlikke
haiglanakkusi on pohjustatud nn. ESKAPE bakterite poolt: Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa ja Enterobacter
spp. (Mulani et al., 2019). Lisaks bakteritele pdhjustavad infektsioone ka patogeensed parmseened
(CDC 2020).

Uheks oluliseks mikroorganismide (nii bakterid kui ka parmseened) virulentsusteguriks on nende
vOime moodustada biokilet, mis toimib fllsilise barjaarina ravimitele ja seeldbi nende toime
avaldumisele (Garcia et al, 2018). Mikroorganismid vdivad moodustada biokilet nii
meditsiiniseadmetel (sidameklapid, kateetrid, hambaproteesid, implantaadid) (Pappas et al., 2018)
kui ka haavadel.

1.1.1. Parmseente pohjustatud infektsioonid

Invasiivseid seeninfektsioone pdhjustavad patogeenid kuuluvad peamiselt perekondadesse Candida,
Cryptococcus, Aspergillus ja Pneumocystis (Mayer et al., 2013; Bongomin et al., 2017).
Epidemioloogilised uuringud on ndidanud, et seennakkusi pShjustavad eelkbige erinevad Candida
albicans tived, mis volivad pohjustada korget suremust riskirihmades (HIV-nakkusega,
elundisiirdamise-, keemiaravi- ja intensiivravi patsiendid) (Silva et al., 2012). Samas on suurenenud
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ka C. glabrata, C. parapsilosis’e, C. tropicalis’e, C. krusei ja C. auris’e osakaal seennakkuste
pohjustajatena (Krcmery & Barnes, 2002).

Uuringud on naidanud, et kandidoosi esinemissagedus sbltub geograafilisest piirkonnast, kohalikust
epidemioloogiast, patsiendi vanusest ja muudest teguritest (Guinea 2014; Sampaio and Pais 2014).
Ameerika Uhendriikides ja Loode-Euroopas on levinuim liik C. glabrata ja seda peamiselt iile 60
aastaste ja siirdatud elunditega patsientidel. Ladina-Ameerikas, Lduna-Euroopas, Indias ja Pakistanis
aga esineb seennakkusi, mis on p&hjustatud eelkdige parmseente C. parapsilosis ja C. tropicalis poolt
(Pappas et al., 2018).

Mitmed Candida perekonna liigid on normaalne osa inimese mikrobiootast ning parmseened elavad
inimese limaskestadel (suus, tupes seedetraktis) ja nahal. Sellegipoolest vdib Candida spp osutuda
oportunistlikuks patogeeniks, kui inimese immuunsus on hairitud, pd&hjustades ulatuslikku
limaskestade kolonisatsiooni ning lokaalset ja/vGi slisteemset infektsiooni (Costa-de-Oliveira &
Rodrigues, 2020).

Candida vo&ib inimestel pdhjustada nii pindmisi kui ka slsteemseid infektsioone. Naha ja
limaskestade seennakkusi soodustavad muutused normaalses mikrobiootas (naiteks
antibiootikumiravi tagajarjel) ja immuunsuses, veresoonte ja kuseteede kateetrite kasutamine ning
kirurgilised- ja poletushaavad (Cortés & Corrales, 2019).

Enim seennakkusi pohjustavatel parmseentel C. albicans ja C. glabrata on aga erinev patogeensuse
mehhanism, mis on seotud lleminekuga parmi- ja hiilifaalvormi vahel, adhesiinide ja invasiinide
ekspressiooniga rakupinnal ning hiidrolldtiliste enstiimide sekretsiooniga (Galocha et al., 2019).
Parm-hlifi dimorfism on iseloomulik C. albicans rakkudele ja eelkSige hifaalset morfoloogiat
seostatakse C. albicans’i suurema patogeensusega ning biokile moodustamise ja koeinvasiooni
vOimega (Mayer et al., 2013). C. glabrata’ hiifaalne vorm aga puudub (Minic & Pejcic, 2018; Krcmery
& Barnes, 2002). C. albicans’i morfoloogia s6ltub ka keskkonnatingimustest. Naiteks madalama pH (<
6) juures kasvavad C. albicans'i rakud valdavalt parmi kujul, kuid kérgema pH juures (>7)
indutseeritakse hiiifide kasv. Mitmed keskkonnatingimused nagu toitainete puudus, seerumi ja N-
atsetilglikoosamiini olemasolu, fusioloogiline temperatuur ja CO, soodustavad hiifide teket
(Mayer et al., 2013).

C. albicans C. glabrata

Joonis 1. Skeem parmseente C. albicans ja C. glabrata epiteelkoerakkude kahjustustest ja seene invasioonist (Galocha et
al., 2019).
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C. glabrata kudesid/rakke kahjustav vdime on vidiksem kui C. albicans’l ja kudede invasiooni
mehhanismid on enamasti teadmata (Joonis 1). Arvatakse, et kaasinfektsioon koos teiste
mikroorganismidega voib olla C. glabrata (iheks invasiivsuse pohjustajaks, kuna C. glabrata’t on
sageli isoleeritud koos parmseenega C. albicans (Galocha et al., 2019).

Teine oluline virulentsustegur, mis mangib parmseente patogeneesis suurt rolli, on nende biokile
moodustamise véime, mis oluliselt raskendab ka seenevastast ravi. Kui C. albicans’i biokile koosneb
hlufide, pseudohiifide ja parmirakkude vorgustikust (Mayer et al., 2013), siis C. glabrata biofilm
koosneb ainult parmirakkudest (Rodrigues et al., 2017; Galocha et al., 2019) (Joonis 2).

C. albicans C. glabrata

Joonis 2. Skeem parmseente C. albicans ja C. glabrata biokile moodustumisest epiteelkoerakkude pinnal (Galocha et al.,
2019).

Parmseente poolt pohjustatud infektsioonide ravis kasutatakse erinevaid seenevastaseid ravimeid:
asoolid (flukonasool, itrakonasool, vorikonasool, posakonasool), poliieenid (amfoteritsiin B) ja
ehhinokandiinid (kaspofungiin, mikafungiin, anidulafungiin) (Costa-de-Oliveira & Rodrigues, 2020).
C. albicans'i ravimiresistentsuse esinemine asoolide ja ehhinokandiinide suhtes on tdnapdeval kasvav
meditsiiniliine probleem (Costa-de-Oliveira & Rodrigues, 2020). Samuti on naidatud C. glabrata
resistentsuse teket flukonasooli suhtes (Minic & Pejcic, 2018; Rodrigues et al., 2017).

1.2. Sinteetilised nanoosakesed

Siinteetilised nanoosakesed (NO) on inimese poolt slinteesitud osakesed, mille suurus on 1 kuni 100
nanomeetrit. Nanoosakeste suuruse vahenemine toob kaasa osakeste eripinna eksponentsiaalse
suurenemise muutes seeldbi nanomaterjali pinna reaktiivsemaks (Gatoo et al., 2014). On naidanud,
et NO toksilisus sOltub osakeste suurusest ja eripinnast, koostisest ja kujust (Jeong et al., 2014;
Agnihotri et al., 2014; Szerencsés et al., 2020). Osakeste vaiksusel on oluline roll nende md&jus
rakkudele. Mida vaiksem on nanoosake, seda suurem on tema rakkudega kokkupuutes olev pind
(Honary et al., 2011). Nanoosakesed vdivad seonduda rakkudega ja siseneda bioloogilistesse
sisteemidesse ning interakteeruda rakusiseste makromolekulidega ja héirida seeldbi nende
bioloogilisi funktsioone. On naidatud, et NO toksilisus mikroorganismidele suureneb koos osakeste
suuruse viahenemisega (lvask et al.,, 2014; Kasemets et al.,, 2016, 2019; Kubo et al.,, 2018). Lisaks
NO suurusel on oluline roll ka osakeste pinnalaengul kuna positiivselt laetud nanoosakesed vorreldes
negatiivselt laetud vdi neutraalsete nanoosakestega vdivad paremini seonduda rakkudega, mis on
reeglina negatiivse pinnalaenguga (Gatoo et al., 2014).
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Tanapaeval kasutatakse nanoosakesi juba tarbekaupades, kosmeetikas, tervishoius, biomeditsiinis ja
vahiravis (Khan et al., 2017). Biomeditsiinis kasutatakse peamiselt metallilisi nanoosakesi (Ag, CuO ja
Zn0) nende antimikroobsete omaduste tottu (Vimbela et al., 2017; Pereira et al., 2022). Enim
kasutakse hGbeda nanoosakesi (Ag-NO) kuna hdbe on kdige biotsiidsema toimega (Agnihotri et al.,
2014).

1.2.1. HGbeda nanoosakesed

Hobedat on kasutatud meditsiinis juba tuhandeid aastaid (Xu et al, 2020; Medici et al., 2019).
Hobeda nanoosakesi (AgNPs) kasutatakse tdnapdeval tarbekaupades, kosmeetikas, tekstiili- ja
toiduainete  toostuses (pakkematerjalid), meditsiinis  (kirurgilised katted, implantaadid,
haavaplaastrid) ja vee desinfitseerimisel (Agnihotri et al., 2014; Medici et al., 2019; Yin et al., 2020).

Hobeda nanoosakestel on naidatud nii bakterite (Kubo et al., 2018), seente- (Kulatunga et al., 2017)
kui ka viiruste vastast toimet (Khodashenas & Ghorbani, 2019). Lisaks, erinevalt "klassikalistest"
antibiootikumidest, on naidatud, et AgNPs on ka efektiivsed inhibeerima biokilede teket ja
mikroobide kasvu (Suppi et al., 2015; Kamikawa et al., 2014; Li et al., 2021). Hobeda nanoosakesed
vOivad parssida gram-positiivsete bakterite (Staphylococcus aureus ja Bacillus sp. jt), gram-
negatiivsete bakterite (Escherichia coli, Proteus sp., Pseudomonas sp., Serratia sp., Klebsiella sp.) ja
patogeensete seente (Aspergillus niger, A. flavus, A.fumigatus, Trichophyton mentagrophytes,
Candida sp.) kasvu (Xu et al., 2020; Wang et al., 2015; Verma et al., 2019; Mirda et al., 2021). On
naidatud, et nanohdbe voib parssida ka antibiootikumiresitentseid baktereid ja ravimiresistentseid
parmseeni, kuid samas pole eriti ndidatud hdbeda suhtes resistentsete tlivede teket (Xu et al., 2020;
Agnihotri et al., 2014). Tanu suurele eripinnale on hdbeda nanoosakestel markimisvaarne
antimikroobne toime isegi madalal kontsentratsioonil (Li et al., 2021; Yin et al., 2020; Pareek et al.,
2018).

Hiljutised uuringud on ndidanud, et hobeda nanoosakeste suurus, kuju, pinnakate ja -laeng
maaravad dra nende antimikroobse toime ja efektiivsuse (Szerencses et al., 2020; Vazquez-Munoz et
al., 2020). Uldiselt, kui osakeste suurus viheneb, suureneb nende antimikroobsus markimisvaarselt
(lvask et al.,, 2014; Agnihotri et al., 2014; Vimbela et al., 2017; Kasemets et al.,, 2019). Sfaariliste,
kolmnurksete, lineaarsete ja kuubi-kujuliste AgNPs antibakteriaalsuse vordlemisel on naidatud, et
sfaarilistel hobeda nanoosakestel on tugevam antibakteriaalne toime ja neid peetakse praktilistes
rakendustes kdige sobivamaks kas kolloidsel voi immobiliseeritud kujul (Agnihotri et al., 2014,
Khodashenas & Ghorbani, 2019; Xu et al., 2020). Hobeda nanoosakeste siinteesil kasutatavad
stabilisaatorid véivad md&jutada osakeste suurust, kuju, stabiilsust ja pinnalaengut, mis omakorda
vOib mdojutada jallegi NO toksilisust (Verma et al., 2015; Khodashenas & Ghorbani, 2019; Xu et al.,
2020).

Hobeda nanoosakeste toksilisus on otseselt seotud osakestelt vabanenud hébeda ioonide hulgaga
(Yin et al., 2020). On naidatud, et AgNPs mdéjutavad ka rakkude membraanipotentsiaali ja
kahjustavad rakumembraani. AgNPs vdivad kinnituda raku pinnale, pdhjustades rakukesta ja
membraani struktuurseid ja funktsionaalseid muutusi (membraani destabiliseerimine, pooride
moodustumine ja tslitoplasma lekkimine). Kuna hdébeda ioonid seonduvad tiool- ja
aminoriihmadega, siis poOhjustab see omakorda valkude ja enslilimide inaktiveerimise ja
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denatureerimise ning DNA kahjustusi (Szerencses et al., 2020; Kamikawa et al., 2014; le Ouay &
Stellacci, 2015; Stensberg et al., 2011). On ndidatud, et hobeda nanoosakesed takistavad parmseene
C. albicans biokile moodustumist in vitro, parssides filamentide teket ning hairides rakuseina
terviklikkust (Szerencses et al., 2020).

1.3. Hdbeda-kitosaani nanokomposiidid

Hobeda-kitosaani nanokomposiidid koosnevad hdbeda nanoosakestest ja kitosaanist. Nii hdbeda
nanoosakestel kui ka kitosaanil on antimikroobsed omadused (Hajipour et al., 2012; Bibire et al.,
2022), mis koostoimes voivad veelgi véimenduda.

1.3.1. Kitosaan

Kitosaan on poliisahhariid, o (1-4) 2-amino-2-deokslp-D-glikaan, mis saadakse Kkitiini
deatsettilimise teel aluselises keskkonnas (Joonis 3). Kitiini on molluskite, putukate ja vahilaadsete
skeleti phikomponent (Ahmed & lkram, 2016).

CHy CH;
oX OH o=,
NH N NH .-
HO o HO o
.--0 o o HO 0
NH OH Kitiin
OH 0 <
CHs
¢ Deatsetiililimine

CH;,
OH O{
NHg' a HO NH .
HO (o}
O
.—"O\m\o HO \m‘\ Kitosaan
OH NH3" OH

Joonis 3. Kitosaani slintees kitiini deatsettitlimise teel (modifitseeritud Nilsen-Nygaard et al., 2015).

Kitosaan ei lahustu vees kuid lahustub naiteks ndrgalt happelises keskkonnas (1% aadikhappes),
aminorihmade protoneerimise tottu (pKa ~6.4). Keskkonna pH ja ioontugevus mdjutavad oluliselt
kitosaani lahustuvust ja viskoossust (Ahmed & lkram, 2016).

Kitosaan on happelises keskkonnas pollkatioonne poliimeer ja seondub seetGttu negatiivselt laetud
molekulidega nagu valgud, anioonsed polisahhariidid (nt alginaat ja karrageen), rasvhapped,
sapphapped ja fosfolipiidid (Ke et al., 2021). Samuti voib kitosaan, NH; ja OH funktsionaalriihmade
tottu kelaatida metalliioone nagu raud, vask, kaadmium ja magneesium (Akmaz et al., 2013 ).
Kitosaani kasutatakse ka redutseeriva ainena ning stabiliseeriva poliimeerina metalliliste (naiteks
hdbe) nanoosakeste siinteesil (Alburquenque et al., 2010).

Kitosaani omadusi mdjutavad peamiselt tema molekulmass (MW) ja deatsetlillimise aste (DD), mis
nditab deatsetidlitud riihmade osakaalu. Kitosaani klassifitseeritakse eelkdige tema molekulmassi
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alusel: madala (50-190 kDa), keskmise (190-310 kDa) ja suure molekulmassiga kitosaan (310-375
kDa) (Ke et al., 2021).

Kitosaani peetakse perspektiivseks kasutada biomeditsiinis, kuna ta on biolagunev, biosobiv,
mittetoksiline ja antimikroobne (Alburquenque et al., 2010; Ahmed & lkram, 2016). Kitosaan
soodustab ka haavade paranemist, stimuleerides hemostaasi ja kiirendades kudede taastumist.
Hemostaasi esimeses etapis aitab kitosaan peatada verejooksu, kdivitades trombotsiiiitide ja
punaste vereliblede agregatsiooni, millele jargneb teine etapp, mida iseloomustab fibriini
lahustumise parssimine. Lisaks inhibeeritakse bakterite kasvu. Viimases etapis aitab
granulatsioonikoe areng kaasa naha kiirele paranemisele (Bibire et al., 2022).

1.3.2. Kitosaani toksilisus mikroorganismidele

Kitosaanil on antimikroobsed omadused, mis tulenevad eelkdige tema katioonsest olemusest.
Kitosaan voib péarssida paljusid baktereid (Bacillus cereus, E. coli, S. aureus, Salmonella enterica) ja
parmseeni (Saccharomyces cerevisiae, C. albicans, C.glabrata ja C. krusei) (Alburquenque et al.,
2010; Ke et al., 2021; Garcia et al., 2018).

Kitosaani flisikalis-keemilised ja bioloogilised omadused sh antimikroobsus sdltuvad eelkdige
kitosaani molekulmassist, deatsetiililimise tasemest ja keskkonnatingimustest (Ahmed & lkram,
2016; Alburquenque et al., 2010; Garcia et al., 2018).

/V\,\ Kdrge molekulmassiga kitosaan
Madala molekulmassiga kitosaan voi
oligo-kitosaan
Kitosaan vdib kelaatida ioone

Kitosaan seondub rakuseina voi toitaineid
ja membraaniga, rikkudes ° &~ Ivonid vaitoitained
rakustruktuuri stabiilsust Q,' i+
TS c ' A -
%g 6 'y }'&s‘ %_ } Mannaan ja mannoproteiinid
\. i } B-(1,6)-gliikaan
I ‘.HImn\IH\HI\hHH|\\HlHmml_mnnlnnl|nmnnmmm Rakumembraan
i e e
! \ - ~
(XD ) | | %)
4 \ /
Madala r;oleililmassiga ja oligo- Madala molekulmassiga ja oligo-
kitosaan véivad m&jutada kitosaan vdivad mdjutada
DNA/RNA v&i valgusiinteesi mitokondriaalset aktiivsust
Seen

Joonis 4. Madala- ja kérge molekulmassiga kitosaani seenevastased toimemehhanismid (modifitseeritud Ke et al., 2021).

On naidatud, et madala molekulmassiga kitosaan parsib seente mitseeli kasvu tdhusamalt kui suure
molekulmassiga kitosaan. Kitosaani antimikroobsus vaheneb pH tdusuga ja kaob suuresti pH 7

15



juures, mis vGib olla tingitud aminoriihmade deprotoneerumisest (Yilmaz Atay, 2020; Ahmed &
Ikram, 2016).

Kitosaani peamine toimemehhanism mikroobidele on elektrostaatiline seondumine kitosaani
protoneeritud aminoriihmadele ja negatiivselt laetud rakuseinale/membraanile, pdhjustades
rakukesta/membraani kahjustusi ja rakusiseste komponentide leket (Garcia et al., 2018).
Deatsetiillimise astme (DD) suurendamine pohjustab protoneeritud aminorihmade osakaalu
suurenemist ja seeldbi ka elektrostaatilist seondumist rakuseinaga. Seega on kdrge DD-ga kitosaanil
tugevam elektrostaatiline interaktsioon mikroobirakkudega, mille tulemuseks on sageli tugevam
antimikroobne toime (Ke et al., 2021; Bibire et al., 2022; Garcia et al., 2018).

Mitmed uuringud on ndidanud, et erineva molekulmassiga kitosaanidel on erinevad
toimemehhanismid hallitus- ja parmseentele. Suure molekulmassiga kitosaan seondub eelkdige
seente rakuseinale, pdhjustades rakukesta- ja membraanikahjustusi ja rakkude ’lekkimise’. Samas
madala molekulmassiga kitosaan v&ib tungida rakkudesse ja seonduda valkude ja DNA-ga,
pohjustades ensliimide inaktiveerumist ja valgusiinteesi héireid (Joonis 4). Kitosaan v&ib inhibeerida
mikroobide kasvu ka toitainete ja oluliste metallide kelaatimise kaudu (Ke et al., 2021; Garcia et al.,
2018; Alburquenque et al., 2010).

1.3.3. HBbeda-kitosaani nanokomposiitide toksilisus mikroorganismidele

Nii hobe kui ka kitosaan on mikroobivastased ained ja eeldatakse, et koostoimes tekkiv siinergia
muudab sellised nanokomposiidid veelgi efektiivsemaks (Yilmaz Atay, 2020; Kulatunga et al., 2017).
On naidatud, et kitosaaniga stabiliseeritud hobeda nanoosakestel on positiivne pinnalaeng,
soodustades nanokomposiitide seondumist rakkudega (Ke et al., 2021). Mitmed uuringud nditasid,
et kitosaani-Ag® ja kitosaani-Zn* kompleksil oli tugevam mikroobivastane toime, kui kitosaanil endal
(Yilmaz Atay, 2020). Eelk&ige on naidanud kulla-, hGbeda- vdi vasega seotud kitosaani nanoosakeste
toimet gram-positiivsete ja gram-negatiivsete bakterite vastu (Yilmaz Atay, 2020). Naiteks naitasid
varasemad uuringud, et kui loomade haavakatsetes lisati kitosaani-kiledele hGbeda nanoosakesi, oli
haava paranemiskiirus oluliselt kdrgem vorreldes kontrolliga (Ma et al.,2017). Seega vdivad kitosaani
ja hobeda vahelise siinergilise toime tdttu hdbeda-kitosaani nanokomposiidid olla perspektiivsed
kasutada patogeensete mikroorganismide kasvu péarssimisel, sealhulgas ka multiresistentsete
bakterite ja seente vastu (Joonis 5). Kuna kitosaanil on lisaks antimikroobsetele omadustele ka
haavaparanemist soodustav toime, siis saaks kitosaani-hGbeda nanokomposiite kasutada haavaravis
(Ahmed & lkram, 2016; Wei et al., 2009; Polinarski et al., 2021).
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o Kahjustatud valk

Joonis 5. Hobeda-kitosaani nanokomposiitide toimemehhanism seenerakkudele. 1. Positiivselt laetud osakesed seostuvad
negatiivselt laetud rakkudega. Poliikatioonse kitosaani seondumine pd&hjustab K* liikkumise rakupinnale. 2. loonide
tasakaalu rikkumine viib K* edasisele véljavoolule rakust. 3. K* sissevool on ebaefektiivne, kuna K* nihkub membraanist
eemale. 4. Rakumembraan muutub hiperpolariseerituks. 5. Katioonide sissevool ja anioonide valjavool. Sissevool sisaldab
palju rakuviliseid katioone ja Ag*. 6. Sissevoolu katioonid mdjutavad biokeemilisi reaktsioone. 7. Ag* interakteerub
mitokondri membraanivalkudega, mille tagajarjeks hairub elektronide tlekanne. 8. Hingamisteede enstimide hairimine
suurendab reaktiivsete hapnikuthendite (ingl. ROS — reactive oxygen species) teket. 9. ROS-i suurenenud tase
mitokondrites pdhjustab bioloogiliste makromolekulide oksilidatsiooni, pohjustades mitokondrihdireid. Muutused raku
labilaskvuses, rakumembraani destabiliseerimine ja mitokondrite talitlushdired vodivad indutseerida apoptoosi
(modifitseeritud Kulatunga et al., 2017).
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2. T66 eesmargid
Magistritoo eesmargiks oli:

1. Sinteesida hdbeda-kitosaani nanokomposiite, kasutades madala molekulmassiga kitosaani
ja hObeda taandamist trinaatriumtsitraadiga voi naatriumboorhidriidiga.

2. Hobeda-kitosaani nanokomposiitide flitsikalis-keemiline iseloomustamine
(htdrodinaamiline suurus, pinnalaeng, ultravioletne-ndhtav spekter ja lahustuvus).

3. Hobeda-kitosaani nanokomposiitide toksilisuse testimine parmseentele Candida albicans
ATCC 10231 ja C. glabrata ATCC 90030

4. Nanokomposiitide ja parmirakkude vaheliste interaktsioonide uuringud, kasutades
labivoolutsiitomeetria ja laser-skaneeriva konfokaalmikroskoobi analtiisi.
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3. Materjalid ja meetodid

Koik toos kasutatud kemikaalid (Sigma-Aldrich) olid analldtilise puhtusastmega. Lahuste
valmistamiseks kasutati deioniseeritud vett (Milli-Q). HObeda-kitosaani nanoosakeste sinteesil
kasutati madala molekulmassiga (50-190 kDa) kitosaani ja hdbenitraati. Kitosaani alglahus (10 g/L)
1% aadikhappes valmistati vahemalt 2 pdeva enne nanokomposiitide siinteesi ja edasised
lahjendused tehti MQ vees.

3.1. Hdbeda-kitosaani nanokomposiitide slintees

Hobeda-kitosaani nanokomposiitide siinteesil kasutati kahte erinevat meetodit: hdbenitraadi
(AgNOs) redutseerimist (i) trinaatriumtsitraadiga (NasCe¢HsO;) voi (i) naatriumboorhidriidiga
(NaBHa).

3.1.1. Trinaatriumtsitraadiga

Siinteesiks kastutavad lahused valmistati deioniseeritud vees (MQ) ja filtreeriti [abi 0.2-um sustlafiltri
(Sarstedt): AgNOs (1 g Ag/L), Na3CsHsO7 (10 g/L), sidrunhape (CeHsO7) (10 g/L). Kitosaani lahust (1
g/L) filtreeriti 13bi 0.47-sustlafiltri (Sarstedt).

Hobeda nanoosakeste (AgNPs) siintees (Joonis 6):

1. Keeduklaasi lisati 56 ml MQ-vett ja 10 ml AgNOs lahust ning asetati termostateeritavale
magenetsegajale (200 rpm) (Heidolph, Saksamaa). Segu kuumutati keemiseni ja lisati 4 mL
trinaatriumtsitraati. Lahuse varvus muutus varvitust helekollaseks ~3—4 minuti jooksul ja 10
minuti moddudes tumehalliks. Seejarel jahutati suspensioon toatemperatuurini.

2. AgNPs suspensiooni pH reguleeriti 1% sidrunhappega ~4.8-ni (alglahuse pH ~7.0) ja lisati
kitosaani lahus (1 g/L), saades kolm erineva hobeda ja kitosaani massisuhtega
nanokomposiiti (1:0.3 1:1 ja 1:3) (Tabel. 1).

Samuti slinteesiti selle skeemi jargi ka tsitraadiga stabiliseeritud hobeda nanoosakesed (AgNPs-
Cit), kuid ilma jargneva pH reguleerimise ja kitosaani lisamiseta.

Tabel 1. Hobeda-kitosaani nanokomposiitide (CSnAg) valmistamine.

CSnAg AgNPs, mL Kitosaan MQ, mL Ag:CS sisaldus
(1g/L), ml (mg/L)

CSnAg_0.3 21.0 0.9 8.1 100:30

CSnAg_1 21.0 3.0 6.0 100:100

CSnAg_3 21.0 9.0 0 100:300
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Saadud CSnAg lahused viidi diallGdsikotti (poori suurus 12 kDa, Viskase, USA) ja diallusiti
magnetsegajal (~200 rpm) 2 L MQ-vee vastu toatemperatuuril, vahetades 24 tunni méédudes vett,
et vabaneda madalmolekulaarsetest Ghenditest. Peale diallilisi m&ddeti nanokomposiitide hdbeda
sisaldus aatomabsorptsioonspektromeetriga (AAS) (ContrAA 800, Analytic Jena AG). Nanokomposiite
sailitati suletud pudelites ~4°C juures kiilmikus.

S Naatriumtsitraat
b (NazCeHsO7)
b

segu

10 min

Dialiiis

Joonis 6. Hdobeda-kitosaani nanokomposiitide silinteesi skeem: hdbenitraadi redutseerimine trinaatriumtsitraadiga.
Nanoosakeste moodustumist kinnitab kollakaspruuni varvuse tekkimine.

3.1.2. Naatriumboorhdriidiga

Hobeda-kitosaani nanokomposiitide siintees naatriumboorhidriidiga toimus kitosaani juuresolekul
jdavannis (Joonis 7).

Stinteesiks kastutavad lahused valmistati deioniseeritud vees (MQ) ja filtreeriti 1dbi 0.2-um sistlafiltri
(Sarstedt): AgNOs; (10 g Ag/L), NaBH, (1.55 g/L). Kitosaani lahus (10 g/L), valmistati 1% dadikahappes.
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Segati kokku AgNOs; ja kitosaani (Ag:CS) lahused massivahekorraga 1:0.3, 1:1 ja 1:3 ning peale
seismist 30 min toatemperatuuril valguse eest kaitstult, filtreeriti |abi 0.47-um sustlafiltri (Sarstedt).

Ag-kitosaani nanokomposiitide slintees toimus jaal, magnetsegajal, 200 rpm. Kokku segati 24.75 mL
MQ vett ja 30 mL filtreeritud hdbeda-kitosaani lahust. Seejarel lisati tilkhaaval 2.25 mL varskelt
valmistatud ja jahutatud NaBH, lahust. Peale NaBH, lisamist hoiti lahust veel 10 min jaal ja 20 min
toatemperatuuril. CSnAg lahused viidi dialtisikotti (poori suurus12 kDa, Viskase, USA) ja dialtiUsiti 2-
korda 2 L Dl-vee vastu toatemperatuuril, magnetsegajal, 200 rpm. Peale diallisi md&ddeti
nanokomposiitide hdobeda sisaldus aatomabsorptsioonspektromeetriga (AAS) (ContrAA 800, Analytic
Jena AG). Nanokomposiite sdilitati suletud pudelites~4°C juures.

Naatriumboorhudriid

/ (NaBH,)

}ng(:) 3=
kitosaani
segu

10 min jaavannis 20 min toatemperatuuril Dialiiis

Joonis 7. Hobeda-kitosaani nanokomposiitide slinteesi skeem: hébenitraadi redutseerimine naatriumboorhddriidiga.

3.2. Hobeda-kitosaani nanokomposiitide flilisikalis-keemiline
iseloomustamine

Hobeda-kitosaani nanokomposiite (NK) fldsikalis-keemiliseks iseloomustamiseks ja stabiilsuse
uuringuteks maarati NK hiidrodiinaamiline suurus (du), pinnalaeng (C-potentsiial), UV-Vis spekter ja
lahustuvus (hGbeda ioonide vabanemine).

3.2.1. Hidrodinaamiline suurus ja pinnalaeng

NK hiidrodiinaamilise suuruse ja C-potentsiaali m&dtmiseks kasutati diinaamilise valguse hajumise
(DLS) meetodit, mis pohineb valguse hajutamisel ja osakeste Browni liikumisel lahuses. Analidsi ajal
labib laser kolloidse lahuse, mis hajutab Browni liikumise tdttu erineva intensiivsusega valgust ja
osakeste suurust maaratakse Stokes-Einsteini vorrandi abil (Bhattacharjee, 2016; Bamal et al., 2021).
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Pinnalaengut ({-potentsiaal) maaratakse proovilahuse elektroodi poole liikuvate laetud osakeste
kiiruse mootmise teel valise elektrivdlja juuresolekul. {-potentsiaali vaartus annab informatsiooni
kolloidlahuse stabiilsuse kohta: nanoosakesi, mille - potentsiaal on absoluutvaartuselt suurem voi
vaiksem kui 30 mV peetakse dispersioonikeskkonnas vaga stabiilseteks osakeste elektrostaatilise
toukumise tottu (Yerragopu et al., 2020; Savage et al., 2019).

NK hidrodiinaamilist suurust ja C-potentsiaali mdddeti seadmega Zetasizer Nano ZS (Malvern, UK).
Osakeste dy ja pinnalaengut mdddeti kontsentratsioonil 10 mg Ag/L koheselt peale lahuse
valmistamist (0 h) ja 24-tunni inkubeerimist 30°C juures 6-auguga plaadil (4 mL kaevus).

3.2.2. Ultravioletne-nahtav spektroskoopia

Ultravioletne-ndhtav spektroskoopia (UV-Vis) on (ks populaarsemaid meetodeid metalliliste
nanoosakeste iseloomustamiseks (Desai et al.,, 2012). Ag-nanoosakesed neelduvad lainepikkustel
400-500 nm (Bamal et al., 2021). Metalliste nanoosakeste optilised omadused pdhinevad peamiselt
nende pinnaplasmoni resonantsil, kus plasmon on nanoosakeste vabade elektronide kollektiivne
vonkumine (Verma et al., 2019).

NK analtisiti kontsentratsioonil 10 mg Ag/L koheselt peale lahuse valmistamist (0 h) ja peale 24-
tunni inkubeerimist 30°C juures 6-auguga plaadil (BD Falcon) (4 ml kaevus) UV-Vis
spektofotomeetriga (Thermo Scientific Multiskan® Spectrum).

3.2.3. Hobeda ioonide vabanemine (lahustuvus)

Hobeda-kitosaani nanokomposiitide 24-tunni lahustuvust (hGbeda ioonide vabanemist) anallusiti
nanoosakeste kontsentratsioonil 1 ja 10 mg Ag/L. Test viidi ldbi 6-auguga plaadil (BD Falcon) 30°C
juures. Mittelahustunud osakesed eraldati tsentrifuugimisel, kasutades filtratsioonituube Amicon
Ultra-4 (Millipore, 3000 NMWL), 7500 rpm, 40 min, 30°C. 2850 uL filtreeritud lahust viidi {ile 5 mL
tuubi ja lisati 150 pL kontsentreeritud |dmmastikhapet (HNOs;). Proove analliisiti
aatomabsorptsioonspektromeetriga (AAS) (ContrAA 800, Analytic Jena AG).

3.3. Hdbeda-kitosaani nanokomposiitide, kitosaani, hdbenitraadi ja
amfoteritsiin B toksilisuse testimine

Hobeda-kitosaani nanokomposiitide seenevastast toimet hinnati elulevuse testiga (Spot test) (Suppi
et al., 2015). Lisaks nanokomposiitidele uuriti ka madala molekulmassiga kitosaani, hGbenitraadi ja
positiivse kontrollina ka seenevastase ravimi amfoteritsiin B mirgisust.
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3.3.1. Testorganismid ja kultiveerimise tingimused

Hobeda-kitosaani nanokomposiitide toksilisust testiti parmseentele Candida albicans ATCC 10231 ja
Candida glabrata ATCC 90030. Parmseeni kasvatati parmiekstrakti-peptoonséotmes (YPD), mis
sisaldas (1 L) 10 g parmiekstrakti (Lab M), 20 g peptooni (Lab M) ja 20 g gliikoosi. Agarsootmele lisati
15 g/L agarit (Lab M). YPD s66de autoklaaviti 120°C juures 15 minutit.

3.3.2. Elulevuse test - Spot test

Spot testis inkubeeriti parmirakke koos uuritavate NK ja ainetega deioniseeritud vees (MQ) ning
pipeteeriti erinevate ajavahemike jarel (1, 4 ja 24 tundi) "tdpina" (5 pL) YPD-agarsootmele, et
hinnata parmirakkude elulevust (koloonia moodustamist).

Spot testi (Joonis 8) labiviimseks lahjendati ile66 kultuuri YPD s66tmes optilise tiheduseni (ODgoonm)
0,25 ja kasvatati eksponentsiaalse kasvufaasini inkubaator-loksutil, 200 rpm, 30°C, ~3.5 tundi kuni
kultuuri optilise tiheduseni ODgoonm ~1.0. Kultuur pesti s66tmest puhtaks tsentrifuugimisega ning
sade voeti Ules deioniseeritud vees. Selleks tsentrifuugiti kultuuri iks kord 8500 rpm 10 minutit, et
vabaneda kasvus6otmest ning lisati sademele 1,5 mL DI vett ja viidi 2-mL mikrotuubi (Eppendorf) ja
tsentrifuugiti 2 korda 10000 rpm,1 minut, valades igakord pealt dra supernatandi ja lisades samas
mahus DI vett. Peale viimast tsentrifuugimist lahjendati rakususpensiooni ODggonm Vadrtuseni 1.2.

Eksponentsiaalselt
kasvavad rakud
—_— _— 30°C

Parmseene kolooniad

Petri tassil
Uled6 kultuur 30°C
Rakkude tsentrifuugimine,
pesemine ja
resuspendeerimine
Uuritavate ainete deioniseeritud vees (DI)
lahjendused DI ve\e‘s / Rakud DI vees
r_‘.—..‘.: 1
(X1 1} j 1, 4, 24 t mé6dudes BELEEBE SR L0
00009 L 900000000000
,::....' ol pipeteeritakse 5 pL YPD- ' 900000000000
IR 2 agarsdotmele. Petri tass : ::82:22::38:
::::: 1 inkubeeritakse 48 tundi, 30C t 000000000000
oea" < 000000000000
0009° ‘000000000000
.3 ' | "000000000000

Minimaalne fungitsiidne
kontsentratsioon (MFK)

Joonis 8. Spot testi skeem (modifitseeritud Suppi et al., 2015).
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96-auguga mikrotiiterplaadi (BD Falcon) siivendisse viidi 75 pL erineva kontsentratsiooniga uuritavat
ainet (lahjendused DI vees) ja lisati 75 L kultuuri. Seejarel inkubeeriti proove 30°C juures pimedas,
loksutamata. 1, 4 ja 24 tunni moodudes viidi 5 pL eksponeeritud ja mitte-eksponeeritud (kontroll)
kultuuri YPD plaadile.

72 tunni mooddudes hinnati visuaalselt kolooniate moodustumist agarséotmel ning maarati
minimaalne fungitsiidne kontsentratsioon (MFK) — vdikseim testitud kontsentratsioon, mis tapab
parmseened (ei teki enam kolooniat agarsootmel). Iga katset korrati kolm korda.

3.4. Hdobeda-kitosaani nanokomposiitide ja rakkude vaheliste
interaktsioonide uuringud

Hobeda-kitosaani nanokomposiitide ja parmirakkude vaheliste interaktsioonide (seondumine
rakkudega) uurimiseks kasutati Iabivoolutsiitomeetriat ja laser-skaneerivat konfokaalmikroskoopiat.

3.4.1. Labivoolutsiitomeetria

Hobeda-nanokomposiitide ja parmseente vaheliste interaktsioonide uuringus kasutati
labivoolutsiitomeetriat, mis pdhines kilghajuvuse (SSC) signaali ja selle muutuse maaramisel.
Kilghajuvus on seotud rakkude granulaarsusega (Park et al., 2017) ja on naidatud, et nanoosakeste
seondumisel bakterirakkudega suurenes ka kiilghajuvus (Kubo et al.,, 2018, Vihodceva et al.,, 2021).

Uuringu labiviimiseks kasvati parmirakud eksponentsiaalse kasvufaasini, pesti kaks korda DI vees
ning rakususpensiooni tihedus reguleeriti ODgoonm vaartuseni 1.2. 250 pL CSnAg proovi (1 ja 4 mg
Ag/L) segati kokku koos 250 pL parmisuspensiooniga ning inkubeeriti 1 tund 30°C juures. Peale
ekspositsiooni lisati rakkudele 0.5 uL 5 mM fluorestseeruvat DNA-varvi Mycoligth Green )98 (AAT
Bioquest) ja inkubeeriti 15 minutit toatemperatuuril pimedas. Seejadrel anallusiti rakususpensiooni
labivoolutsiitomeetriga BD Accuri 6 plus (Biosciences, USA ), kogudes 20000 ’stindmust’ iga
analllsitava proovi kohta. Kiilghajuvuse (SSC) muutuse alusel méaarati uuritvate nanokomposiitide
seondumist rakkudega (vorreldi kontroll- ja eksponeeritud kultuuri kilghajuvust).

3.4.2. Laser-skaneeriv konfokaalmikroskoopia

Hobeda-kitosaani nanokomposiitide ja rakkude vaheliste interaktsioonide visualiseerimiseks kasutati
laser-skaneerivat konfokaalmikroskoopi Zeiss LSM800, mis vdimaldab visualiseerida metallilisi
nanoosakesi reflekteeruva valguse reziimis (Kasemets et al.,, 2019).

Uuringu labiviimiseks kasvati parmirakud eksponentsiaalse kasvufaasini, pesti kaks korda DI vees
ning rakususpensiooni tihedus reguleeriti ODgoonm Vvaartuseni 2.0. Saadud rakususpensiooni
tsentrifuugiti 1 minut 10 000 rpm, eemaldati supernatant ja lisati sademele 300 pL (1000-korda
lahjendatud) fluorestseeruvat rakumembraanivarvi CellBrite Fix555 (Bioutium) ning inkubeeriti
pimedas 15 minutit toatemperatuuril. Peale inkubeerimist pesti rakke kaks korda deioniseeritud

24



veega (10000 rpm 1 min) ja reguleeriti ODgoonm 1.2-ni. Seejarel inkubeeriti parmirakke 1 tund
toatemperatuuril (i) h&beda-kitosaani nanokomposiitidega (2 mg Ag/L) ning (i) madala
molekulmassiga kitosaaniga (3 ja 6 mg/L). Peale ekspositsiooni, tsentrifuugiti rakke 800 rpm, 2
minutit, et vabaneda rakkudega mitte-seondunud nanoosakestest ning fikseeriti 4%
paraformaldehiilidiga (PFA). Peale fikseerimist rakud pesti 3 korda PBS ja MQ-ga ja segati Mowioliga
(Sigma-Aldrich). Alusklaasile lisati 10 pL rakkude suspensiooni ja asetati peale katteklaas.

Proove visualiseeriti laser-skaneeriva mikroskoobiga Zeiss LSM800, kasutades 20x ja 100x objektiive,
lainepikkusel 561/550-700 nm CellBrite Fix 555 fluorestsentsvarvi tuvastamiseks ja 640 nm juures
nanokomposiitide visualiseerimiseks. Pilditootluseks kasutati tarkvara Zen 2.6 (Zeiss).
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4. Tulemused ja diskussioon

Kdesolevas magistritods slinteesiti hobeda-kitosaani nanokomposiidid (NK), kasutades kahte
erinevat hobeioonide redutseerimise meetodit trinaatriumtsitraadiga  (CSnAg-TSC)  véGi
naatriumboorhidriidiga (CSnAg-NaBH4) ning kasutati hobeda-kitosaani erinevat massisuhet 1:0,3
(CSnAg_0.3), 1:1 (CSnAg_1) ja 1:3 (CSnAg_3) (Joonis 9). Lisaks slinteesiti ka hbeda nanoosakesed
(TSC siintees), mis ei olnud stabiliseeritud kitosaaniga (AgNPs-Cit). NaBH4 slinteesi korral ilma
kitosaanita NK ei slinteesitud kuna sellised osakesed osutusid eelnevate katsete pohjal
ebastabiilseteks. Kdikide nanokomposiitide silinteesil kasutati madala molekulmassiga kitosaani.
Stinteesitud hdbeda-kitosaani nanokomposiite (i) iseloomustati flilisikalis-keemiliselt, (ii) maarati
nende miirgisust parmseentele Candida albicans ATCC 10231 ja C. glabrata ATCC 90030 ning
seondumist rakkudega, kasutades ldabivoolutsiitomeetriat ja laser-skaneerivat konfokaalmikroskoopi.

Joonis 9. Trinaatriumtsitraadiga (A) ja naatriumboorhudriidiga (B) slnteesitud hdbeda-kitosaani nanokomposiidid.
Nanokomposiitides oli erinev hdbeda ja kitosaani massisuhe (Ag:CS) — 1:0.3 (CSnAg_0.3), 1:1 (CSnAg_1) ja 1:3 (CSnAg_3).
Hébeda sisaldus oli kdikides nanokomposiitides 100 mg/L.

4.1. Hobeda-kitosaani nanokomposiitide flilisikalis-keemilised omadused

Hobeda-kitosaani nanokomposiite iseloomustati, maarates NK hiidrodiinaamiline suurus, pinnalaeng
(C-potentsiaal), UV-Vis neeldumisspekter ja lahustuvus.

4.1.1. Hudrodinaamiline suurus ja pinnalaeng

Koikide CSnAg-TSC hidrodinaamiline suurus (du) oli 102—120 nm ja CSnAg-NaBH, 0.3, CSnAg-
NaBH,_1 ja CSnAg-NaBH, 3 duy oli vastavalt 160, 383 ja 36.7 nm (Tabel 2). Ag-kitosaani
nanokomposiitide stabiilsuse katsed, kus NK inkubeeriti 24 tundi 30°C juures (10 mg Ag/L) naitasid,
et koikide CSnAg-TSC hiudrodiinaamiline suurus peaaegu ei muutunud, kuid CSnAg-NaBH,_ 0.3 ja
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CSnAg-NaBH4_1 du vahenes 1.5-1.8 korda, samas kui CSnAg-NaBH,_3 suurenes jallegi ~2.5 korda
(Tabel 2).

Koikide Ag-kitosaani nanokomposiitide {-potentsiaal oli positiivne, mis vdib olla tingitud kitosaani
madjust nanokomposiitidele (Ke et al., 2021), kuna ilma kitosaanita AgNPs-Cit olid negatiivselt laetud
(C-potentsiaal -44 mV). Koikide CSnAg-TSC Z-potentsiaal oli +21 mV kuni +24 mV ja CSnAg-NaBH,
korral +30 mV kuni +38 mV (Tabel 2). Kirjanduse andmeil on nanoosakesed, mille {-potentsiaali
absoluutvaartus on suurem voi vaiksem kui 30 mV suspensioonis stabiilsed (Bhattacharjee, 2016).
Mida suurem on antud vaartus, seda suurem on osakeste vaheline elektrostaatiline tdukumine ja
mida madalam, seda rohkem vdivad osakesed Uksteisele ligi tdombuda ja flokuleeruda (Mirda et al.,
2021). Samas, kuigi 24 t moéodudes vahenes nii CSnAg-TSC ja CSnAg-NaBH, {-potentsiaal vahemalt
kaks korda, ei suurenenud nende hiidrodiinaamiline suurus (valja arvatud CSnAg-NaBH,_3) (Tabel 2).

Tabel 2. HGbeda-kitosaani nanokomposiitide (CSnAg) keskmine hidrodiinaamiline suurus (du) ja pinnalaeng (Z-potentsiaal)
deioniseeritud vees (10 mg Ag/L) pérast 0 ja 24-tunnist inkubeerimist 30°C juures. Sulgudes on poltdisperssuse indeks
(PDI). Nanokomposiitides oli erinev hdbeda (Ag) ja kitosaani (CS) massisuhe (Ag:CS): 1:0,3 (CSnAg_0.3), 1:1 (CSnAg_1) ja 1:3
(CSnAg_3). Hiidrodlinaamilise suuruse ja {-potensiaali andmed on kolme modtmise keskmised tulemused + standardhélve.

Nanokomposiidid Hldrodlinaamiline suurus (nm) {-potentsiaal (mV)
0t 24t 0t 241

AgNPs-Cit 46.8 £ 0.9 (0.39) 47.8+0.2(0.33) -44.0+ 4.7 -45.5+4.0
CSnAg-TSC_0.3 120+ 5.2 (0.18) 104 + 6.2 (0.26) +21.3+1.9 +10.6+3.2
CSnAg-TSC_1 116 +3.5(0.21) 103 +19(0.30) +23.1+2.0 +11.4+3.3
CsnAg-TSC_3 102 +3.2 (0.25) 111+11(0.28) +24.0+1.7 +10.0+1.9
CSnAg-NaBH,_0.3 160 +£9.2 (0.22) 102 +4.7 (0.31) +30.9+2.9 +6.17+1.0
CSnAg-NaBH,_1 383 £ 26 (0.56) 206 + 13 (0.53) +38.0+3.6 +12.0+0.6
CSnAg-NaBH,_3 36.7 £2.2 (0.86) 93.3+17(0.54) +36.8+ 2.5 +12.8+2.2

Koikide stinteesitud hébeda-kitosaani nanokomposiitide poliidisperssuse indeks (PDI) oli vaiksem kui
0.7, ainult CSnAg-NaBH,_3 PDI oli ~0.9. Kirjanduse andmeil on nanoosakesed, mille PDI vaartus on
suurem kui 0.7 laia suurusjaotuvusega, samas kui PDI on vdiksem kui 0.3 siis osutab see vaartus
homogeensele osakeste populatsioonile (Mirda et al., 2021). Kdikide CSnAg-TSC PDI vaartused olid
vahemikus 0.18-0.25 ja 24 tunnisel inkubatsioonil 30°C juures oluliselt ei muutnud. Samas kui
CSnAg-NaBH, osakeste PDI vaartused olid vahemikus 0.22—-0.86 ja 24 tunni inkubatsiooni jargselt
0.31-0.54, viidates et nendel nanokomposiitidel oli laiem suurusjaotuvus.

4.1.2. Ultravioletne-ndhtav spektroskoopia

Hobeda-kitosaani nanokomposiitide UV-Vis neeldumisspektrit maarati 0 ja 24 tunnil péarast
inkubeerimist 30°C juures. NK kontsentratsioon oli 10 mg Ag/L. UV-Vis spektroskoopia tulemused
naditasid, et NaBHs- ja TSC-ga silinteesitud NK maksimaalne neeldumine toimus ~410 nm ja 402 nm
lainepikkuse juures (Joonis 10), mis on iseloomulik neeldumispiirkond hdbeda nanoosakestele
(Honary et al., 2011). Trinaatriumtsitraadiga slnteesitud, aga ilma kitosaanita NO (AgNPs-Cit)
maksimaalne neeldumine oli ka 410 nm juures (Lisa 2). Seega, UV-Vis tulemused néitasid, et CSnAg-
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NaBH, olid vdiksema suurusega kui CSnAg-TSC kuna hdbeda nanoosakeste neeldumismaksimumid
nihkuvad nanoosakeste suuruse suurenedes pikemate lainepikkuste suunas (Agnihotry et al., 2014).
Hobeda nanoosakeste neeldumisspektri (SPR) kuju sOltub nanoosakeste kujust, suurusest ja
suurusjaotusest. Mie teooria kohaselt on sfaarilise kujuga nanoosakestel iks neeldumisspektri piik,
samas kui asimmeetriliste ja erineva kujuga nanoosakeste neeldumispiigis on (ks vdi mitu dlga
(Dara et al., 2020).

24 tunni inkubatsiooni katse naitas, et siinteesitud CSnAg olid suhteliselt stabiilsed, kuid CSnAg-
TSC_0.3, CSnAg-NaBH,_0.3 ja CSnAg-NaBH,_3 absorptsioonipiigi intensiivsus vahenes vastavalt 1.7 ja
1.2 korda (Joonis 10).
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Joonis 10. Hobeda-kitosaani nanokomposiitide (CSnAg) neeldumisspektrid lainepikkustel 250-800 nm. CSnAg olid
stinteesitud kas trinaatriumtsitraadiga (CSnAg-TSC) (A-C) v&i naatriumboorhudriidiga (CSnAg-NaBH,) (D-F). M&dtmised viidi
|abi CSnAg kontsentratsioonil 10 mg Ag/L peale lahuste valmistamist (0 t) ja 24 tunni parast (24 t) peale inkubeerimist 30°C

juures.
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4.1.3. Hobeda-kitosaani nanokomposiitide lahustumine

Lahustuvuse tulemused néitasid, et NK lahustuvus (hdobeda ioonide vabanemine) sdltus
kontsentratsioonist (Tabel 3), olles rohkem lahustuvad vaiksemal kontsentratsioonil (1 mg Ag/L).
Kuid CSnAg-NaBH4_3 oli lahustuvus nii 1 mg Ag/L kui ka 10 mg Ag/L juures sarnane (Tabel 3).

NK lahustuvus séltus ka kitosaani sisaldusest: suurema kitosaani sisaldusega nanokomposiidid olid
vdahem lahustuvad vorreldes madalama kitosaani sisaldusega NK-ga. Naiteks kontsentratsioonil 1
mg Ag/L oli CSnAg-TSC_0.3 vdrreldes CSnAg-TSC_3 ligikaudu kaks korda ning CSnAg-NaBH, 0.3
ligikaudu kuus korda lahustuvum kui CSnAg-NaBH,_3. Andmed nditasid ka, et lahustuvus ei soltunud
nanokomposiitide slinteesist (suurusest).

Tabel 3. Hobeda-kitosaani nanokomposiitide 24-tunni lahustuvus (%) deioniseeritud vees 30°C juures erinevatel
kontsentratsioonidel — 1 mg Ag/L ja 10 mg Ag/L. AgNPs-Cit — tsitraadiga stabiliseeritud hbeda nanoosakesed.

CSnAg Sunteesi meetod (TSC) Siinteesi meetod (NaBH.)
1 mgAg/L 10 mg Ag/L 1 mg Ag/L 10 mg Ag/L
CSnAg_0.3 4.30 0.58 4.20 2.50
CSnAg_1 2.50 0.49 3.30 0.79
CSnAg_3 2.10 0.53 0.65 0.64
AgNPs-Cit 0 0.25 Ei analtitsitud Ei anallitsitud
4.2. Hobeda-kitosaani nanokomposiitide, kitosaani, hGbenitraadi ja

amfoteritsiin B toksilisus

Siuinteesitud hébeda-kitosaani nanokomposiitide murgisust maarati kahele parmseenele C. albicans
ATCC 10231 ja C. glabrata ATCC 90030. Lisaks nanokomposiitidele maarati ka madala
molekulmassiga kitosaani, hdébenitraadi ja juba meditsiinis kasutatava seenevastase ravimi
amfoteritsiin B (positiivne kontroll) mirgisust uuritavatele parmseentele. Antud parmseened valiti
toosse kuna on enim levinud haiglainfektsioonide pohjustajaid (Preeti et al., 2002). Hobeda-kitosaani
nanokomposiitide ja uuritavate ainete mirgisust maarati elulevuse testiga deioniseeritud vees (Spot
test) (Suppi et al.,, 2015).
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4.2.1. Candida albicans

Analtiusitud nanokomposiitide mirgisus parmile C. albicans sbltus eelkdige kitosaani sisaldusest
nanokomposiitides (Joonis 11). Koige efektiivsemad olid nanokomposiidid hébeda ja kitosaani
massisuhtega 1:3.

TSC ja NaBHs-ga siinteesitud osakeste mirgisuses ei olnud suuri erinevusi (Joonis 11), kuigi UV-Vis
analiils naitas, et NaBH4 slinteesitud osakesed olid vdiksemad ning kirjanduse andmeil on vdiksemad
osakesed biotsiidsema toimega (lvask et al.,, 2014; Kasemets et al,, 2019). Kdige ndrgemat
biotsiidset toimet DI vees tdheldati AgNPs-Cit (24-t MFK >80 mg Ag/L) ja CSnAg-TSC_0.3, mille 1-, 4-
ja 24-t MFK olid vastavalt 50.0, 50.0 ja 44.4 mg Ag/L (Lisa 1).
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Joonis 11. HBbeda-kitosaani nanokomposiitide (CSnAg) minimaalne fungitsiidne kontsentratsioon (MFK) parmseentele
C. albicans ATCC 10231 deioniseeritud vees 30°C juures 1, 4 ja 24 tunni jooksul. CSnAg-TSC — trinaatriuntsitraadiga
siinteesitud nanokomposiidid (A), CSnAg-NaBH, — naatriumboorhidriidiga slinteesitud nanokomposiidid (B).
Nanokomposiitides oli erinev hdbeda ja kitosaani massisuhe (Ag:CS) — 1:0.3 (CSnAg_0.3), 1:1 (CSnAg_1) ja 1:3 (CSnAg_3).

K&ige tugevam toksiline toime CSnAg-TSC osakestel peale 1 tunni ekspositsiooni oli kdige suurema
kitosaani sisaldusega CSnAg_3 (MFK 6.25 mg Ag/L ), vorreldes CSnAg_0.3 ja CSnAg_1-ga (MFK 50.0 ja
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21.9 mg Ag/L, vastavalt) (Lisa 1). Peale 4-tunnist inkubeerimist jai CSnAg-TSC_0.3 ja CSnAg-TSC_1
MFK samaks, vastavalt 50 ja 21.9 mg Ag/L, kuid CSnAg-TSC_3 puhul vidhenes (MFK 5.86 mg Ag/L) .
Samuti vaarib markimist, CSnAg-TSC_0.3 midrgisus 24 tunni jooksul suurenes (Joonis 11A), kuid
CSnAg-TSC_1 ja CSnAg-TSC_3 miirgisus vahenes: vastavalt 21.9, 21.9, 25.0 mg Ag/Lja 6.3, 5.9, 9.4 mg
Ag/L (Joonis 11; Lisa 1), kuid need erinevused ei olnud statistiliselt olulised.

Naatriumboorhiidriidiga slinteesitud nanokomposiitide mirgisuse testimisel tdheldati sama trendi,
mis trinaatriumtsitraadiga slinteesitud nanokomposiitide puhul. Kdige nGrgemat biotsiidset toimet
DI vees tdheldati CSnAg-NaBH, 0.3, koige tugev toksiline toime oli kdige suurema
kitosaanisisaldusega CSnAg-NaBH, _3 (Joonis 11B), mille 1-, 4- ja 24-t MFK olid vastavalt 5.8, 7.6 ja
17.5 mg Ag/L (Lisa 1). Peale 4-tunnist inkubeerimist oli CSnAg- NaBH4_0.3 ja CSnAg- NaBH4_1 MFK
monevorra vadiksem kui peale 1-tunni ekspositsiooni, kuid CSnAg-NaBH._3 puhul jai MFK vaartus
samaks. Samas tdheldati, et peale 24 tunni ekspositsiooni CSnAg-NaBH4_1 ja CSnAg_NaBH4_3
toksilisus isegi vahenes (Joonis 11B).

Samuti analliGsiti kontrollina hd&benitraati (AgNOs), amfoteritsiin B (AmpB) ja madala
molekulmassiga kitosaani murgisust. AgNOs 1, 4 ja 24 tunni kdik MFK vaartused olid 1 mg Ag/L ja see
ei muutunud ajas. See MFK vaartus oli kooskdlas ka varasemate andmetega (Suppi et al., 2015).
Amfoteritsiin B murgisus aga ajas vahenes (1-, 4- ja 24-h MFK vaartused olid vastavalt 18.8, 20.8,
29.2 mg/L) (Lisa 1). Ka kirjanduses on néidatud, et amfoteritsiin B toksilisus (MFK) C. albicans’le oli
>10 mg/mL (Pereira et al., 2022). Kitosaani toksilisuse uuring néitas, et 1-, 4- ja 24-t MFK vaartused
olid vastavalt 14.6, 12.5 ja 25 mg/L (Lisa 1).

Meie uuringus nii TSC- kui ka NaBHs-ga silinteesitud nanokomposiitide miirgisus parmseenele
C. albicans ATCC 10231 soltus eelkdige kitosaani sisaldusest nanokomposiitides (Joonis 11).
Kirjanduse andmeil on naidatud, et kitosaan v&ib vahendada parmseene C. albicans metaboolset
aktiivsust ja elulevust (Al Zahrani et al., 2022; Seyfarth et al., 2008). Mdned uuringud on ndidanud, et
kitosaani poliikatioonne iseloom on seenevastase toime kdige olulisem mehhanism, kuna katioonsed
rGhmad seonduvad parmseente rakuseina anioonsete komponentidega ja destabiliseerivad
membraani (Yilmaz Atay, 2020; Ke et al., 2021).

On teada, et veekeskkonnas toimub AgNPs oksilidatiivne lahustumine, mis viib toksiliste hébeda
ioonide vabanemiseni (Peretyazhko et al., 2014). Arvatakse, et AgNPs antimikroobne toime tuleneb
suuresti lahustunud Ag* ioonidest ja AgNPs toimivad ainult ,reservuaarina” ja vabastavad anioone
tdnu nende oksldatiivsele lahustumisele (Pareek et al.,, 2018). Kuid antud t06s uuritavate
nanokomposiitidest vabanenud hobeda ioonide hulk vastavatel MFK v&artustel olid oluliselt
vaiksemad kui AgNO; MFK vaartused (1, 4 ja 24 tunni MFK-d olid kdik 1 mg Ag/L).

Samuti vaarib markimist, et TSC ja NaBH, slinteesiga saadud NK murgisus oluliselt ei erinenud, kuigi
UV-Vis anallils naitas, et CSnAg-NaBH, osakesed olid vaiksema suurusega kui CSnAg-TSC. Huvitav on
markida, et kirjanduse andmeil AgNPs toksilisus suureneb osakeste suuruse vahenemisega (lvask et
al.,, 2014; Kasemets et al.,, 2019; Pareek et al., 2018), kuid on ka eksperimentaalseid andmeid, mis
naitavad, et viaiksemad nanoosakesed olid kas viahem toksilised vi toksilisus ei s6ltunud osakese
suurusest (Szerencsés et al., 2020).

Samuti on naidatud, et kokkupuuteaeg mdéjutab nanoosakeste miirgisust parmseentele (Kasemets et
al.,, 2019). Saadud tulemused aga naitasid, et 1 ja 24 tunni MFK vaartused olid peaaegu sarnased,
mis vOib tuleneda asjaolust, et kitosaani kui AgNPs stabiliseeriva poliimeeri kasutamine muudab
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need osakesed kiiretoimelisemaks. Samas muutus 24-tunni inkubatsioonil deioniseeritud vees nii
CSnAg-TSC kui ka CSnAg-NaBH4 pinnalaeng (vdhenes vastavalt 2.4 ja 3.2 korda), mis voib ka olla
pOhjuseks, et NK miirgisus enam ajas ei suurenenud vaid pigem isegi vahenes.

Sellised tulemused vdivad olla tingitud ka nanokomposiitide ebastabiilsusest ja nende vdimest
agregeeruda ja osaliselt kaotada oma miirgised omadusi (Pereira et al., 2022). Agregatsiooni
(osakeste suurenemist) aga UV-Vis anallilisiga ei ndidanud (Joonis 10). Samuti voib eeldada, et
keskkonna tingimused md&jutavad osakeste dispersiooni ja nanoosakeste aglomeratsiooni olekut, mis
omakorda mdjutab nende osakeste suurust, mojutades seeldbi toksilisust (Gatoo et al., 2014).

4.2.2. Candida glabrata

Tulemused naitasid, et CSnAg-TSC_0.3, CSnAg-TSC_1 ja CSnAg_3 olid vastavalt 2.1, 3.9 ja 6 korda
mirgisemad parmseenele C. glabrata vorreldes C. albicans’ga (Joonis 12; Lisa 1).

Nagu parmseenel C. albicans, taheldati ka C. glabrata puhul, et NK mirgisus séltus kitosaani
sisaldusest (Joonis 12). CSnAg-TSC_3 oli ligikaudu 22 korda toksilisem kui CSnAg-TSC_0.3 ja 5 korda
toksilisem kui CSnAg-TSC_1 parast lihetunnist ekspositsiooni. Nagu parmseene C. albicans puhul olid
ka AgNPs-Cit (kitosaanita stabiliseerimata osakesed) kdige vahem miirgisemad parmseenele
C. glabrata (1-, 4- ja 24-t MFK >80, 80, 40 mg Ag/L) (Lisa 1). CSnAg-NaBH,4 osakesed olid peale 1
tunni ekspositsiooni monevorra mirgisemad vorreldes CSnAg-TSC osakestega, kuid peale 4- ja 24
tundi statistilist erinevust MFK vaartuste vahel enam ei olnud. CSnAg_0.3 nanokomposiitide
margisus aga ajas suurenes.

Anallusiti ka kontrollina hébenitraadi (AgNOs), amfoteritsiin B (AmpB) ja madala molekulmassiga
kitosaani mdurgisust. Hobenitraadi 1-, 4 ja 24-t MFK vaarused olid koik 0.8 mg Ag/L (Lisa 1).
Amfoteritsiin B 1- 4- ja 24-tunni MFK vaartused olid vastavalt >100, >100 ja 18.8 mg/L, seega oli
amfoteritsiin B vGrreldes C. albicansi’ga peale 1 ja 4 tunni ekspositsiooni oluliselt vihem mirgisem.
Kitosaani 1-, 4- ja 24-t MFK vaartused olid vastavalt >100, >100 ja 4.95 mg/L (Lisa 1) ja seega nagu
amfoteritsiin B mirgisus, nii ka kitosaani mirgisus suurenes ekspositsiooni ajaga. Need tulemused
olid kooskdlas uuringuga, kus C. glabrata oli resistentsem madala molekulmassiga kitosaani suhtes
vorreldes parmseenega C. albicans (Alburquenque et al., 2010). Meie tulemused naitasid, et kuigi
kitosaan oli just rohkem toksiline C. albicans’le, siis hGbeda-kitosaani nanokomposiidid oli just
toksilisemad parmseenele C. glabrata.

Need erinevused nanokomposiitide mirgisuses kahe parmseeneliigi vahel v&ib-olla tingitud
erinevusest nende rakuseina ehituses, eelkdige kitiini, glikaani ja rasvhapete sisalduse poolest
(Gouyau et al., 2021; Garcia et al., 2018). On teada, et C. glabrata on tegelikult palju sarnasem
pagariparmiga Saccharomyces cerevisiae kui C. albicansi’'ga (Brunke & Hube, 2013).
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Joonis 12. Hobeda-kitosaani nanokomposiitide (CSnAg) minimaalne fungitsiidne kontsentratsioon (MFK) parmseenele
C. glabrata ATCC 90030 deioniseeritud vees 30°C juures 1, 4 ja 24 tunni ekspositsioonil. CSnAg-TSC — trinaatriuntsitraadiga
siinteesitud nanokomposiidid (A), Ag-NaBH4 — naatriumboorhudriidiga sunteesitud nanokomposiidid  (B).
Nanokomposiitides oli erinev hdbeda ja kitosaani massisuhe (Ag:CS) — 1:0.3 (CSnAg _0.3), 1:1 (CSnAg_1) ja 1:3 (CSnAg_3).

4.3. Hobeda-kitosaani nanokomposiitide ja rakkude vahelised
interaktsioonid

Hobeda-kitosaani nanokomposiitide interaktsioone parmirakkudega uuriti labivoolutsiitomeetria ja
laser-skaneeriva konfokaalmikroskoobiga (CLSM).
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4.3.1. Labivoolutsitomeetria

Hobeda-kitosaani nanokomposiitide seondumist rakkudega maarati ldbivoolutsiitomeetriga,
analtisides muutusi kilghajumises, mis s6ltub rakkude intratsellulaarse tihedusest ja
granulaarsusest (Park et al., 2017). Mitmed uuringud on ndidanud, et kui nanoosakesed seonduvad
rakkudega, suureneb kiilghajumise signaal (Kubo et al.,, 2015; Wu et al., 2019; Vihodceva et al.,,
2021).
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Joonis 13. Nanokomposiitide ja parmseente Candida albicans (A-B) ja Candida glabrata (C-D) vaheliste interaktsioonide
uuring labivoolutstiitomeetria meetodil. CSnAg-TSC — trinaatriuntsitraadiga slinteesitud nanokomposiidid (A, C), CSnAg-
NaBH4 — naatriumboorhdriidiga slinteesitud nanokomposiidid (B, D). Nanokomposiitides oli erinev hdbeda ja kitosaani
massisuhe (Ag:CS) — 1:0,3 (CSnAg_0.3), 1:1 (CSnAg 1) ja 1:3 (CSnAg_3). Labivoolutsiitomeetria katses uuritud
nanokomposiitide kontsentratsioonid olid 1 mg Ag/L ja 4 mg Ag/L.

Labivoolutsiitomeetria uuringu tulemused néitasid (Joonis 13), et CSnAg-TSC osakesed seondusid nii
C. albicans’i kui ka C. glabrata rakkudega (Joonis 13A, C) ja see seondumine sOltus nii NK
kontsentratsioonist kui ka kitosaani sisaldusest nanokomposiitides. Naiteks p&hjustas CSnAg-TSC_3
kontsentratsioonil 4 mg Ag/L kiilghajuvuse suurenemist vorreldes kontrolliga ~40% (Joonis 13A).

Samuti on ndha tendents, et mida suurem on kitosaani sisaldus, seda suurem on kilghajuvuse
muutus, mis viitab nanokomposiitide ja pdarmseente vahelistele interaktsioonidele (seondumist
rakuseinale). Vorreldes C. albicans ‘ga pohjustas CSnAg-TSC veelgi suuremat muutust kilghajuvuses
parmseene C. glabrata korral ja seda juba ka kontsentratsioonil 1 mg Ag/L (Joonis 13C). Samas
CSnAg_TSC_3 kontsentratsioonil 4 mg/L kilghajuvuse muutus viahenes (Joonis 13C). Erinevalt CSnAg-
TCS osakestes, CSnAg-NaBH, osakestele eksponeeritud rakkude analidsil nii margatavat muutust
kilghajuvuses ei taheldatud, jaddes nii C. albicans’i kui ka C. glabrata korral alla 20% (Joonis 13B, D),
mis vOiks viidata, et CSnAg-NaBH, osakesed seondusid uuritavate parmseentega vdahem. Selline
tulemus voib olla naiteks tingitud asjaolust, et kdigi kolme nanokomposiidi {-potentsiaal vahenes 24
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tunni jooksul, mis vdis mojutada nanokomposiitide voimet rakkudega seonduda. Samuti UV-Vis
anallis naitas, et CSnAg-NaBH, olid vaiksema suurusega kui CSnAg-TSC ja sega voisid pShjustada
vaiksemat kiilghajuvuse muutust.

4.3.2. Laser-skaneeriv konfokaalmikroskoopia

Hobeda-kitosaani nanokomposiitide interaktsioone parmirakkudega uuriti laser-skaneeriva
konfokaalmikroskoobiga (CLSM), kasutades reflekteeruva valguse reZiimi nanokomposiitide
visualiseerimiseks (Kasemets et al.,, 2019).

CLSM anallilis naitas, et CSnAg-TCS osakesed kinnitusid nii C. albicans kui ka C. glabrata rakkudele
(Joonis 14A-F). Kusjuures kitosaani sisalduse suurenemine nanokomposiitides (nAgCS_1 ja nAgCS_3)
pbhjustas C. albicans puhul iseloomulike pseudohiiiifide teket. C. albicans hiifaalse vormi teke
toimub sageli vastusena erinevatele signaalidele, nagu temperatuur (37°C), seerumi olemasolu,
flisioloogiline CO; kontsentratsioon, neutraalne v&i aluseline pH, toitainete piiratus ja aminohapete

olemasolu (Galocha et al., 2019).

Kirjanduse andmeil C. glabrata ei moodustada huilife ega pseudohiife (Galocha et al., 2019). Samas
pbhjustasid CSnAg-TSC_1 ja CSnAg-TSC_3 C. glabrata rakukogumeid (Joonis 14E, F), mida ei
esinenud kontrollkultuuris (Joonis 16D). Samas ei esinenud margatavaid rakukogumeid ka

parmseene C. albicans ekspositsioonil nanokomposiitidele.

CSnAg-TSC_0.3 CSnAg-TSC_1 CSnAg-TSC_3

C. albicans

C. glabrata

Joonis 14. Laser-skaneeriva konfokaalmikroskoobi pildid parmseentest Candida albicans (A-C) ja Candida glabrata ( D-F)
peale 1 tunni ekspositsiooni 30°C juures trinaatriumtsitraadiga (TSC) siinteesitud nanokomposiitidele deioniseeritud vees
(CSnAg-TSC, 2 mg Ag/L). Rakud varviti fluorestseeruva membraani varviga CellBrite Fix555 — oranZ varv; nanokomposiite
visualiseeriti reflekteeruva valgusega — sinine varv. HGbeda ja kitosaani massisuhe oli 1:0.3 (A, D), 1:1 (B, E), 1:3 (C, F).
Skaala piltidel on 5 um.
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Joonis 15. Laser-skaneeriva konfokaalmikroskoobi pildid parmseentest Candida albicans (A-C) ja Candida glabrata (D-F)
peale 1 tunni inkubatsiooni 30°C juures; eksponeerimata rakud (A, D) ja peale ekspositsiooni madala molekulmassiga
kitosaanile 2 mg/L ja 6 mg/L (B-C,E-F). Rakud vérviti fluorestseeruva membraani vérviga CellBrite Fix555 — oranz;
nanokomposiite visualiseeriti reflekteeruva valgusega — sinine. Skaala piltidel on 5 um.

C. albicans

C. glabrata

..
I

CSnAg-NaBH,_0.3 CSnAg-NaBH,_1 CSnAg-NaBH,_3

Joonis 16. Laser-skaneeriva konfokaalmikroskoobi pildid parmseentest Candida albicans (A-C) ja Candida glabrata ( D-F)
peale 1 tunni ekspositsiooni 30°C juures naatriumboorhidriidiga (NaBH,) sunteesitud nanokomposiitidele deioniseeritud
vees. Rakud varviti fluorestseeruva membraani varviga CellBrite Fix555 — oranZ varv; nanokomposiite visualiseeriti
reflekteeruva valgusega — sinine varv. HGbeda ja kitosaani massisuhe oli 1:0.3 (A, D), 1:1 (B, E), 1:3 (C, F). Skaala piltidel 5

C. albicans

C. glabrata

ja 10 um.
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Lisaks nanokomposiitidele uuriti ka madala molekulmassiga kitosaani toimet parmseentele C.
albicans ja C. glabrata, et valja selgitada, kas kitosaan voib ka ise pdhjustada rakukogumike teket.
Tulemused naitasid, et kitosaan pohjustas C. glabrata rakukogumike teket (Joonis 15 E-F).

CLSM analiis naitas, et ka CSnAg-NaBH; nanokomposiidid seondusid uuritavate parmseentega
(Joonis 16), samas ei olnud piltidel osakesed nii selgelt eristatavad ja C. glabrata puhul oli osakesi ka
vahem (Joonis 16 D-F). Samuti nditas analiis, et ka AgNPs-Cit osakesed ei seondunud uuritavate
parmseentega (Lisa 3).

CLSM tulemused kinnitasid labivoolutsiitomeetria tulemusi, mis nditasid CSnAg-TSC suuremat
seondumist vdrreldes CSnAg-NaBH4 osakestega (Joonis 13). Uhe p&hjusena v&ib vilja tuua, et
CSnAg-NaBH4 osakesed oli UV-Vis analiisi alusel vaiksemad kui CSnAg-TSC ja véivad pdhjustada
vaiksemat kilghajuvuse muutust ja samas ka CLSM mikroskoobis reflekteeriva valguse reZiimis on
paremini visualiseeritavad pigem suuremad metallilised nanoosakesed. Kirjanduse andmeil on
naidatud, et just positiivselt laetud nanoosakesed seonduvad eelkdige mikroobirakkudega (Kasemets
et al.,, 2019), mille pind on laetud negatiivselt. Antud uuringu tulemused naitasid samuti, et hGbeda-
kitosaani nanokomposiidid (C-potentsiaal oli positiivne) seondusid uuritavate pdrmseentega.
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KokkuvGte

Mikroobide ravimiresistentsuse ja raskesti ravitavate haiglainfektsioonide suurenemise tottu
uuritakse kogu maailmas antimikroobsete nanoosakeste vdimalikku kasutamist biomeditsiinis,
nditeks haavaravis voi pinnakatetes.

Kdesolevas magistritoos siinteesiti kuus hGbeda-kitosaani nanokomposiiti (CSnAg), kasutades kahte
erinevat siinteesi meetodit: hdbenitraadi (AgNOs) redutseerimist trinaatriumtsitraadiga (CSnAg-TSC)
vGi naatriumboorhiidriidiga (CSnAg-NaBH,). Siinteesitud osakestel oli erinev hdbeda-kitosaani
massisuhe: 1:0.3 (CSnAg_0.3), 1:1 (CSnAg_1) ja 1:3 (CSnAg_3). Nanokomposiitide UV-Vis analiiis
naitas, et CSnAg-NaBH4 osakesed olid vaiksema suurusega kui CSnAg-TSC. Kd&ikide siinteesitud
nanokomposiitide pinnalaeng (C-potentsiaal) oli positiivne.

Hobeda-kitosaani nanokomposiitide margisust testiti kahele patogeensele parmseenele C. albicans
ATCC 10231 ja C. glabrata ATCC 90030 elulevuse testis (Spot test), mairates minimaalset
fungitsiidset kontsentratsiooni (MFK). Antud liigid valiti uuringusse, kuna need on enim levinud
seeninfektsioone pdhjustavad parmseened. Lisaks uuriti ka hdbenitraadi, madala molekulmassiga
kitosaani ja seenevastase ravimi amfoteritsiin B mirgisust. Peamised tulemused olid:

1. Kitosaan osakeste stabiliseerijana mojutas wuuritavate nanokomposiitide toksilisust.
Nanokomposiidid mille koostises oli hdbeda ja kitosaani massisuhe 1:3, olid kdige
mirgisemad mdlemale uuritavale parmseenele. CSnAg-TSC_3 ja CSnAg-NaBH._3 24-t MFK
vaartused parmseentele C. albicans ja C. glabrata olid vastavalt 9.38 ja 1.17 mg Ag/L ning
17.5 ja 1.51 mg Ag/L. Amfoteritsiin B 24-t MFK vaartus C. albicans ja C. glabrata jaoks oli
25.0 ja 4.95 mg/L. Seega olid CSnAg_3 osakesed kas samatoksilised v&i isegi toksilisemad
uuritavatele parmseentele.

2. CSnAg-TSC_3 kui ka CSnAg-NaBH,_3 olid ligikaudu 8 ja 11 korda toksilisemad parmseenele
C. glabrata vorreldes C. albicans’ga.

3. Kahe erineva siinteesimeetodiga (ja suurusega) saadud nanokomposiitide mirgisuses
parmseentele C. albicans ja C. glabrata erinevust ei olnud, seega ei séltunud uuritavate
nanokomposiitide mirgisus osakeste suurusest.

4. Konfokaalmikroskoobi analiiis naitas, et hobeda-kitosaani nanokomposiidid kinnitusid
C. albicans ja C. glabrata rakupinnale, kusjuures labivoolutsiitomeetria anallilis naitas
CSnAg-TSC osakeste suuremat seondumist C. glabrata rakkudega.

Toksilisuse ja osakeste-rakkude interaktsioonide analiiiisi p&hjal vGib oletada, et hdbedal ja
kitosaanil on siinergiline toime nii C. albicans'i kui C. glabrata puhul.
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Summary

Due to increased drug resistance, several species of fungi have developed that can cause severe
infections and long-term illness and increased mortality in humans. Therefore, antimicrobial
nanoparticles are being explored worldwide as an alternative to antibiotics and for medical device
coatings.

In this thesis, silver-chitosan nanocomposites (CSnAg) were synthesized using two different
methods: reduction of silver nitrate (AgNOs) with trisodium citrate (TSC) and sodium borohydride
(NaBH4) and different weight ratios of silver-chitosan 1:0.3 (CSnAg_0.3), 1:1 (CSnAg_1) and 1:3
(CSnAg_3). The main results were:

1. Chitosan as a particle stabilizer affects the toxicity of nanocomposites. Nanocomposites
containing a 1:3 weight ratio of silver to chitosan were the most toxic to both yeasts tested.
24-h MFK of CSnAg-TSC_3 for C. albicans and C. glabrata was 9.38 and 1.17 mg Ag/L,
respectively, and 24-h MFK of CSnAg-NaBH, was 17.5 and 1.51 mg Ag/L, respectively. In
comparison, the 24-h MFK values for amphotericin B for C. albicans and C. glabrata were 25
and 4.95 mg / L, respectively.

2. There was no difference in the toxicity of the nanocomposites obtained by two different
synthetic methods (and sizes) to C. albicans and C. glabrata, so the antifungal activity of the
synthesized NK did not depend on the particle size.

3. Both CSnAg-TSC_3 and CSnAg-NaBH,_3 were approximately 8- and 11-fold more toxic to C.
glabrata, respectively, than to C. albicans.

4. Silver-chitosan nanocomposites bound (attached to the cell surface) in both yeasts studied,
whereas flow cytometry analysis with CSnAg-TSC particles showed greater binding to
C. glabrata cells.

Analysis of toxicity and particle-cell interactions suggests that silver and chitosan have a synergistic
effect with both C. albicans and C. glabrata.
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Lisad

Lisa 1. Hd&beda-kitosaani nanokomposiitide, mis olid slnteesitud trinaatriumtsitraadiga (CSnAg-TSC) vGi
naatriumboorhiidriidiga (CSnAg-NaBH,), madala molekulmassiga (LM) kitosaani, hdbenitraadi ja amfoteritsiin B
minimaalsed fungitsiidsed kontsentratsioonid (MFK) parmseentele Candida albicans ATCC 10231 ja Candida glabrata ATCC
90030 parast 1-, 4-ja 24-tunnist kokkupuudet deioniseeritud vees (Spot test) temperatuuril 30°C. Koik katsed viidi labi kahe
vGi kolme kordusega.

1t 4t 24 t

Parmseen MFK, mg (Ag)/L

C. albicans | CSnAg-cit
CSnAg_0.3
CSnAg_1
CSnAg_3
AgNOs3
Kitosaan LM 14.6 12.5 25
Amfoteritsiin B 18.8 20.8 29.2

C. glabrata | CSnAg-cit
CSnAg_0.3
CSnAg_1
CSnAg_3
AgNOs3
Kitosaan LM
Amfoteritsiin B

Lisa 2. H8beda nanoosakeste (AgNPs-Cit) neeldumisspektrid peale lahuse valmistamist (10 mg Ag/L) ja seismist 30°C juures
24 tundi.
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Lisa 3. Laser-skaneeriva konfokaalmikroskoobi pildid parmseentest Candida albicans (A) ja Candida glabrata (B) peale 1
tunni ekspositsiooni 30°C juures hobeda nanoosakestele (AgNPs-Cit) deioniseeritud vees. Rakud varviti fluorestseeruva
membraani varviga CellBrite Fix555 — oranZ varv; nanokomposiite visualiseeriti reflekteeruva valgusega — sinine varv.

Skaala piltidel on 5 ja 10 um.

AgNPs-Cit

C. albicans C. glabrata
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