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Tiivistelma

Téassd kandidaatintutkielman kirjallisessa osassa kisitelldédn polymeerisid metallogeelejd ja
niiden ladketieteellisid sovelluksia. Polymeeristen metallogeelien ominaisuuksista keskitytdan
tarkemmin antimikrobisuuteen vaikuttaviin tekijoihin sekd niiden antimikrobisiin
toimintamekanismeihin. Lisdksi késitellddn bakteerien rakennetta, antibioottiresistenssid ja
biofilmien muodostumista osana vaihtoehtoisten hoitomuotojen kehittdmistarvetta.
Tutkielmassa perehdytddn, kuinka nditd polymeerisid metallogeelejd ja niiden ominaisuuksia
voidaan hyoddyntdd ldédketieteellisissd sovelluksissa. Tutkimusten perusteella polymeerisid

metallogeelejd voidaan tulevaisuudessa mahdollisesti hyodyntdé erilaisissa ladketieteellisissa

sovelluksissa niiden useiden lupaavien ominaisuuksien vuoksi.

Kandidaatintutkielman kokeellisessa osassa tutkittiin sappihappojohdannaisten
geelinmuodostumisominaisuuksia salisyylialdehydin ja kuparisuolaliuoksen kanssa erilaisissa
livottimissa.  Gelatointikokeissa havaittiin ~ systemaattisuutta  sappihappojohdannaisten
geelinmuodostumisessa eri liuottimissa. Liuottimista parhaiten toimivat MeOH ja DMF
liuotin/vesi-suhteen ollessa 50/50. Lisdksi tutkimuksessa havaittiin geeliytymisen onnistuvan

parhaiten ilman salisyylialdehydin ldsnéoloa.
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Esipuhe

Tadma kandidaatintutkielma ja kokeellinen osa tehtiin Jyvaskyldn yliopiston kemian laitoksella
dosentti Elina Sievdsen tutkimusryhmaissi. Tutkielma aloitettiin kevddn 2021 aikana ja se
valmistui maaliskuussa 2022. Kokeellisen osan sappihappojohdannaisten gelatointikoe
suoritettiin maaliskuussa 2021. Kirjallisuusldhteiden haussa kiytettiin pddasiassa Google
Scholar-hakukonetta ja Scopus-tietokantaa. Tutkielman ohjaajana ja tarkastajana toimi dosentti

Elina Sievédnen. Kokeellisen osan toisena ohjaajana toimi Riikka Kuosmanen.

Haluan kiittdd Elina Sievéstd ja Riikka Kuosmasta tutkielmani hyvistd ohjauksesta. Liséksi

haluan kiittdd perhettini ja ystdvidni saamastani tuesta matkalla luonnontieteiden kandidaatiksi.
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Kiytetyt lyhenteet ja vierasperiiset sanat

CS Kitosaani

CMC Karboksimetyyliselluloosa

M-NP Metallinanopartikkeli

in situ Paikassa, asemassa (kem. reaktioseoksessa)

ex situ Ulkopuolella (kem. reaktioseoksen ulkopuolella)
HAI Terveydenhoitoon liittyva infektio (Health care-associated infection)
PGN Peptidoglykaanikerros

TA Teikohappo

LTA Lipoteikohappo

LPS Lipopolysakkaridi

ROS Reaktiiviset happilajit (Reactive oxygen species)
AgNP Hopeananopartikkeli

PAM Polyakryyliamidi

PVA Polyvinyylialkoholi

PGA Polyetyleeniglykoli

AuNP Kultananopartikkeli

ZnONP Sinkkioksidinanopartikkeli

CulNP Kuparinanopartikkeli

CuONP Kuparioksidinanopartikkeli

FeONP Rautaoksidinanopartikkeli

in vivo Eldvidssé eliossd tehty tutkimus

DFO Deferoksamiini

in vitro Elédvin elion tai solun ulkopuolella tehty tutkimus



Kirjallinen osa



1 Johdanto

Geelit ovat meille tuttu kisite arjestamme ja voimme tormitd geeleihin jokapéivdisessi
elamassdmme esimerkiksi kosmetiikassa. Geelit ovat viskoelastisia materiaaleja, joilla on sekd
kiinteiden ettd nestemdisten aineiden ominaisuuksia. Ne valmistetaan pienestd madrdstd
kiintedd ainetta (gelaattori) ja suuresta méaérastd nestettd (liuotin). Tutkimukset ovat osoittaneet
gelaattorimolekyylien muodostavan 3D-verkoston, johon liuotinmolekyylit immobilisoituvat
kapillaarivoimien vaikutuksesta, mikd johtaa geelin muodostumiseen. Geelejd voidaan
luokitella muun muassa niiden liuottimen luonteen, koossa pitidvien sidosten sekd verkoston

muodostavien molekyylien perusteella.’

Antimikrobisia ominaisuuksia siséltivit geelit ovat herdttidneet suurta kiinnostusta bakteerien
aitheuttamien infektioiden ehkéisyssi ja hoidossa nopeasti kehittyneen antibioottiresistenssin
vuoksi.? Antibakteerisen hoidon lipimurto tapahtui vajaa sata vuotta sitten vuonna 1928, jolloin
16ydettiin ensimmdiinen antibiootti, penisilliini. Vaikka antibiootit ovat yksi 1900-luvun
suurimmista ladketieteellisistd 10ydoistd ja ne ovat pelastaneet lukemattomia ihmishenkid, on
niiden laaja-alaisella kaytolla ollut seurauksensa. Antibioottien massiivinen kidytto bakteeri-
infektioiden hoidossa on johtanut mikrobilddkeresistenssin syntymiseen, eivitkd antibiootit
endid ole riittdvin tehokkaita tuhoamaan monia vaarallisia taudinaiheuttajia.> Bakteerien
kehittdima resistenssi on kehittynyt ldhes kaikille nykyisesséd kidytdssd oleville antibiooteille ja
arvion mukaan resistenssi kehittyy keskimédrin 50 vuoden kuluessa antibiootin ensimmaisesté
kiytostd.* Biolddiketieteen ja lidketieteen edistymisesti huolimatta bakteeri-infektiot ovat yhi
suurin kuolinsyy maailmanlaajuisesti, minkd vuoksi uusia, tehokkaampia mikrobilddkkeitd

tarvitaan bakteerien aiheuttamien tautien hoitoon.>

Metallipartikkeleilla ladatut polymeeriset hydrogeelit, eli metallogeelit, voivat olla ratkaisu
uudenlaisiksi mikrobildsikkeiksi.!> Metalleja on kiytetty antimikrobisina aineina antiikin
ajoista ldhtien ja vaikka niiden antimikrobisten toimintamekanismien tutkimus on osittain yhi
kesken, ne ovat herittéineet laajaa kiinnostusta erilaisissa liiketieteellisissid sovelluksissa.®’
Metallogeeleissd yhdistyvdt metallien antimikrobiset ominaisuudet ja hydrogeelimatriisin
bioyhteensopivuus sekd mekaanisten ominaisuuksien muokattavuus. Antimikrobisia
metallogeelejd on kidytetty useissa ldédketieteellisissd sovelluksissa, kuten haavasidoksissa,

implanttien pinnoitteena seki lddkekuljetuksessa.’



2 Geelit

Geelejé voidaan valmistaa erilaisista materiaaleista riippuen kayttotarkoituksesta ja halutuista
ominaisuuksista. Geelejd luokitellaan esimerkiksi niitd koossa pitdvien sidosten sekid kéytetyn
livottimen perusteella. Mikali geeliverkosto muodostuu kovalenttisilla sidoksilla, on kyseessd
kemiallinen geeli, jota kutsutaan myds polymeerigeeliksi. Jos geeliverkosto on muodostunut
ei-kovalenttisilla supramolekulaarisilla vuorovaikutuksilla, kuten Van der Waalsin
vuorovaikutuksilla, vetysidoksilla, m-m-pinoutumisella tai halogeenisidoksilla, kyseessd on
fysikaalinen, eli niin kutsuttu supramolekulaarinen geeli. Geelin liuottimesta riippuen geelit
voidaan jakaa esimerkiksi hydrogeeleihin (vesi tai vesipitoinen liuotin) tai organogeeleihin
(orgaaninen liuotin). Metallogeelit puolestaan ovat geelejd, joissa metalli on osa

geeliverkostoa.!

Téssd tutkielmassa keskitytddn erityisesti hydrogeelipohjaisiin polymeerisiin metallogeeleihin
ja niiden antimikrobisiin ominaisuuksiin sekd kiyttokohteisiin lddketieteellisissd sovelluksissa.
Biologisten nesteiden koostumus huomioiden biolddketieteellisten sovellusten geeleissé

liuottimena kéytetdén vettd tai vesipitoista liuotinta.

2.1 Polymeeriset hydrogeelit

Polymeeriset hydrogeelit ovat kolmiulotteisia hydrofiilisid polymeeriverkkoja eli -matriiseja,
joilla on kyky ime# suuria méirid vetti sekd muita biologisia nesteiti.® Hydrogeeli voidaan
madritelli muun muassa siten, ettd se on vedessd turvonnut ja silloitettu (cross-linked)
polymeeriverkko, joka on tuotettu yhden tai useamman monomeerin yksinkertaisella reaktiolla.
Toisen méadritelmin mukaan hydrogeeli on polymeerimateriaali, jolla on kyky turvota ja pitda
sisélldsin merkittivi osa vedesti liukenematta itse veteen.” Hydrogeelit voivat geeliytyi jonkin
drsykkeen, kuten ldmpétilan, ionivahvuuden, pH:n tai ultraviolettisiteilyn seurauksena.’
Vaikka hydrogeeli-termid kéytettiin jo vuonna 1894, ensimmadinen biologinen kayttd

raportoitiin vasta 1960.

Hydrogeelit voidaan luokitella monen eri kategorian mukaan. Niiden valmistusmateriaalin
perusteella ne voidaan luokitella luonnollisiin, synteettisiin tai hybridihydrogeeleihin.

Polymeerien silloitusrakenne puolestaan maéérittelee niiden fysikaalisen tai kemiallisen



luonteen ja polymeerikoostumus kertoo, ovatko ne homo-, ko- vai multipolymeerisii.
Fysikaalisen rakenteen perusteella ne puolestaan jaetaan puolikiteisiksi tai amorfisiksi ja
sdhkdvarausten  perusteella  ionisiksi  tai  neutraaleiksi. Namd  hydrogeelien

luokitteluominaisuudet vaikuttavat niiden soveltuvuuteen erilaisissa kiyttokohteissa.®

Luonnolliset hydrogeelit valmistetaan luonnollista polymeereistd, kuten alginaatista,
gelatiinista, kollageenista, Kkitiinistd, kitosaanista (CS) ja karboksimetyyliselluloosasta
(CMC).”® Luonnollisten polymeerien kiyttd hydrogeeleissi on bioliddketieteen kannalta
hyodyllistd, silld ne ovat biologisesti yhteensopivia, biohajoavia ja myrkyttomid. Synteettiset
hydrogeelit puolestaan valmistetaan kayttimalla synteettisid polymeerejd, kuten polyamideja ja
polyeteeniglykolia. Synteettiset polymeerit ovat hydrofobisia ja niiden polymeerimatriisissa
olevat vahvat kovalenttiset sidokset parantavat niiden mekaanista lujuutta, kiyttoikda ja
imukykyéd. Synteettisilld ja hybridisoiduilla hydrogeeleilld on luonnollisia hydrogeelejé
pidempi kiyttdikd, lujuus ja veden imeytymiskyky.®

Polymeerisid hydrogeelejd voidaan valmistaa useilla klassisilla kemiallisilla yksi- tai
monivaiheisilla menetelmilla. Hydrogeeli on polymeerin alkuperdsti huolimatta
polymeeriverkko, joka on elastisen rakenteen aikaansaamiseksi silloitettu. Tdmén vuoksi mité
tahansa tekniikkaa, jota voidaan kayttdd silloitetun polymeerin luomiseen, voidaan kayttda
my0s hydrogeelin valmistamiseen. Hydrogeelien valmistuksessa kaytettyjd yksivaiheisia
menetelmid ovat esimerkiksi polymerointi ja monifunktionaalisten —monomeerien
rinnakkaissilloittaminen. Monivaiheisia menetelmid ovat esimerkiksi polymeerimolekyylien
synteesi ja niiden mydhempi silloittaminen. Yleisesti polymeeriset hydrogeelit valmistetaan
hydrofiilisistd monomeereistd, mutta myds hydrofobisia monomeerejd kéytetddn sddtelemadn

hydrogeelien ominaisuuksia tiettyji sovelluksia varten.’

Hydrogeelien hydrofiiliset ominaisuudet johtuvat polymeerikomponenteista 10ytyvistd
erityisistd hydrofiilisistd ryhmistd, kuten -OH, -CONH, -CONH:> ja -SO3H, mitkad selittavét
niiden absorptiopotentiaalin. Hydrogeelien turvotessa ja venyessd niistd tulee pehmeitd ja
kumimaisia, minkd lisdksi niilldi on alhainen pintajénnitys veden ja muiden biologisten
nesteiden kanssa.® Tdmin liséiksi hydrogeelien suuren vesipitoisuuden vuoksi niiden joustavuus
on hyvin samanlainen kuin luonnollisella kudoksella.”  Hydrogeelien turpoaminen
vesipitoisessa ympdristdssid liukenemisen sijaan johtuu niiden rakenteissa olevista fysikaalisista
ja kemiallisista silloituksista.® Hydrogeelit voidaan suunnitella siten, etti ne kutistuvat tai
laajenevat ulkoisten fysikaalisten tai kemiallisten ympéristdolosuhteiden muutosten myo6t.

Ympdristossd tapahtuvia fysikaalisia drsykkeitd ovat esimerkiksi ldmpdtila, séhko- tai



magneettikenttd, valo, paine ja ddni. Ympdriston kemiallisia drsykkeitd puolestaan ovat pH,

liuottimen koostumus, ionivahvuus ja molekyylilajit.’

Lukuisten ominaisuuksiensa, kuten korkean hydrofiilisyyden, ainutlaatuisen kolmiulotteisen
verkkorakenteen, biologisen yhteensopivuuden, soluadheesion seké joidenkin hydrogeelien
luonnollisen antimikrobisuuden, vuoksi hydrogeelit ovat lupaavia materiaaleja erilaisiin
bioldidketieteellisiin sovelluksiin.” Hydrogeelien kiyttod on tutkittu esimerkiksi lidke- ja
proteiinikuljetuksessa, kudostekniikassa, soluviljelmissa sekd antimikrobisissa pinnoitteissa ja
haavasidoksissa.>  Hydrogeelien ominaisuuksien parantamiseksi erilaisia antimikrobisia

materiaaleja, kuten metallipartikkeleita, voidaan liittdd hydrogeelimatriisiin.

2.2 Polymeeriset metallogeelit

Metallogeelit ovat geeliluokka, jossa geelimatriisiin on lisdtty metallikomponentteja, kuten
hopeaa, sinkkid tai kuparia. Témi tarjoaa tehokkaan tavan muokata ja parantaa geelin
ominaisuuksia sekd lisdtd metallien tarjoamat erityisominaisuudet orgaanisen matriisin
ominaisuuksiin.! Metallihiukkasten lisdfiminen polymeeriseen hydrogeelimatriisiin ei siis
ainoastaan johda mekaanisten ominaisuuksien parantumiseen, vaan antaa my0s ylivoimaisia

0

fysikaalis-kemiallisia ~ ominaisuuksia.'® Ensimmiinen metallogeeli, litium-pohjainen

hydrogeeli, raportoitiin jo 1800-luvun puolivilissi.!

Metallogeeleissd metalli on osana geeliverkostoa joko koordinoituna metalli-ionina orgaanisen
ligandin kanssa tai metallinanopartikkelina (M-NP), joka on kiinnittynyt geelimatriisiin
(kuva 1)."'! Metallien lisiiminen polymeerimatriiseihin nanopartikkeleina on kehittyneempi
tapa hyddyntdd metallien antimikrobisia ominaisuuksia geeleissd. Ndiden polymeeri/metalli-
nanokomposiittien tdrkein etu on haluttujen vaatimusten saavuttamiseksi tarvittava
adrimmadisen pieni pitoisuus M-NP:ita, silld nanohiukkaset voivat liueta nopeammin annetussa
livostilavuudessa verrattuna suurempiin hiukkasiin. Témén seurauksena vapautuu suurempi
méiird metalli-ioneja.'? Polymeeristen metallogeelien valmistus onnistuu usealla tavalla, silld
hydrogeeliverkostot soveltuvat hyvin metallinanopartikkeleiden synteesin in situ eli
metallinanopartikkeleiden synteesi hydrogeelissa tai ex situ eli metallinanopartikkeleiden suora

lisiiminen hydrogeelimatriisiin.'°



(1) LiOH/urea solvent system
(2) Freezing-thawing AgNO3 Trisodium citrate
(3) H2S50a/alcohol
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Kuva 1. Ag-nanopartikkeleiden muodostuminen kitosaanihydrogeeliverkostossa. Reprinted

from ref. 11, Copyright 2018, with permission from Elsevier.

Polymeeri/metalli-nanokomposiittien ~ valmistuksessa  voidaan erottaa kaksi yleistd
lahestymistapaa, in situ ja ex situ, riippuen siitd, missd M-NP:t valmistetaan (kuva 2). In situ -
menetelméssd  metallinanopartikkeleiden valmistuksessa polymeerimatriisia  kaytetdén
reaktiovéliaineena. In situ -menetelmdd kdytetddn polymeerihydrogeelinanokomposiiteissa,
joissa useiden funktionaalisten ryhmien ja vesipitoisen viliaineen ldsndolo makromolekyylisséd
parantaa metallinanopartikkelin stabiloitumista ja dispersiota. Ex situ -menetelméssd M-NP:t
puolestaan valmistetaan ennen niiden siséllyttdmistd polymeeriin ja matriisi toimii vain
dispersioviliaineena. Ex situ -menetelmid kaytetddn termoplastisissa komposiiteissa, joissa

korkeaviskoelastinen matriisi sulamistilassa parantaa metallinanopartikkeleiden dispersiota.!?
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Kuva 2. Antimikrobisten polymeeri/metalli-nanokomposiittien kaksi padasiallista
valmistusreittid: a) Polymeeri reaktiovéliaineena nanopartikkeleiden in situ — valmistuksessa;
b) Polymeeri metallinanopartikkeleiden dispersioviliaineena. Reprinted from ref. 12. Palza,

H., 2015.

Metallogeeleissd kiytetyt metallit voidaan luokitella solujen kannalta valttdmattomiin ja ei-
valttaméttomiin. Vélttdmattoméat metallit osallistuvat keskeisiin soluprosesseihin, kuten
elektronin siirtoon ja katalyysiin, mutta liian suurina pitoisuuksina ne voivat olla tappavia
kaikille solutyypeille. Ei-viélttdméttomét metallit, kuten hopea, voivat olla tappavia jo erittdin
pienindkin pitoisuuksina. Lédketieteellisissd sovelluksissa kéytettdvid metallipohjaisia
yhdisteitd suunniteltaessa on tirkedd ymmairtdd metallien antimikrobisuuteen ja siten myos
niiden sytotoksisuuteen vaikuttavat tekijit.® N#mid polymeeristen metallogeelien
antimikrobisuuteen ja sytotoksisuuteen vaikuttavat tekijit esitellddn tarkemmin seuraavassa

luvussa.



2.3 Polymeeristen metallogeelien antimikrobisuus ja sytotoksisuus

Polymeeri/metallikomposiitissa kdytetystd metallipohjaisesta partikkelista (metalli-ioni,
nanopartikkeli, oksidi, suola, kompleksi) riippumatta polymeeri/metallikomposiitin
padasiallinen antimikrobinen toimintamekanismi perustuu tutkimusten mukaan metalli-ioniin,
ja sen vapauttamiseen. Yhi useammat tutkimukset ovat osoittaneet, ettd metalli-ionien
vapautuminen metallinanopartikkeleista on my06s metallinanopartikkeleiden antimikrobisten

toimintamekanismien liikkeelle paneva voima.'?

Metallogeelien sisdltdimien epdorgaanisten metallinanopartikkeleiden antimikrobisiin
ominaisuuksiin vaikuttavat M-NP:den koko ja muoto. Niiden koko vaihtelee 1-100 nm:n valilla
ja ne voivat olla muodoltaan esimerkiksi pallomaisia, kolmionmuotoisia, levyjd, putkia,
kuutioita tai sauvoja. M-NP:den koon ja muodon lisdksi niiden antimikrobisiin ominaisuuksiin
vaikuttavat my0s niiden varaus, zeta-potentiaali ja pinnan muoto. Esimerkiksi pienemmilld
metallinanopartikkeleilla on tyypillisesti suurempi antimikrobinen aktiivisuus johtuen niiden
suhteellisesti suuremmasta pinta-ala-tilavuussuhteesta, mikd lisdd niiden kykyd tuottaa
bakteereille vahingollisia reaktiivisia happilajeja. M-NP:den muodoista nanoputket ja sauvat
ovat tehokkaimpia antimikrobisissa sovelluksissa johtuen niiden tasoista ja siten metallien

hapettumisesta.'?

Monet metalleista ovat antimikrobisia ja mikrobeille sytotoksisia, mutta ne ovat sitd myds
muille solutyypeille suurina annoksina. Bakteerisoluilla ja eukaryoottisoluilla, kuten
nisdkdssoluilla, on kuitenkin erilaisia metallinkuljetusjérjestelmid ja metalliproteiineja, minkéa
perusteella metallia sisdltdvit yhdisteet voivat erottaa kohdesolunsa. Metallien myrkyllisyys
thmisille voitaisiin valttdd antoreittid muuttamalla tai rajoittamalla ndmai aineet vain pinnoille,
kuten ladkinnillisiin  laitteisiin.’  Metallipartikkeleiden  sytotoksisuuteen  vaikuttaa
partikkeleiden koon ja muodon lisdksi myos pitoisuus, erilaisten funktionaalisten ryhmien
lisndolo ja hoidon kesto.® Esimerkiksi hydrogeelimatriisiin lisittyjen aineiden on havaittu
vihentdvin hopeananopartikkeleiden toksisuutta nisdkéssoluille sdilyttden samalla niiden
antimikrobisen aktiivisuuden.? Metallien kiyttod lidiketieteellisissi sovelluksissa rajoittaa
niiden myrkyllisyys, minkd vuoksi sen tutkiminen on heréttinyt paljon kiinnostusta viime

aikoina.'*



3 Antibioottihoidon haasteet

Bakteerien aiheuttamien tautien hoitoon on kéytetty jo vuosikymmenid antibiootteja, joiden
kdyttd on johtanut bakteerien resistenssin eli  vastustuskyvyn kehittymiseen.’
Antibioottiresistenssin  lisdksi bakteerien muodostamat biofilmit ovat osoittautuneet
haasteellisiksi, silli ne lisddvat bakteerien eloonjddmistd yli 1000-kertaisesti antibioottien
lisniolosta huolimatta.’ Yleisii terveydenhuoltoon liittyvii infektioita (HAI) aiheuttavia
bakteereja ovat esimerkiksi Staphylococcus aureus (S. aureus), Escherichia coli (E. coli),
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) ja Clostridium difficile (C. difficile).®
Bakteerisolujen ja niiden rakenteen tuntemus on tirkedd antimikrobisten aineiden
toimintamekanismien ymmartdmisen kannalta, silld esimerkiksi bakteerien soluseindn
rakenteiden on huomattu vaikuttavan bakteerien selviytymisessi erilaisia antimikrobisia aineita
vastaan. Gram-virjdys on bakteerien luokittelumenetelma, joka perustuu bakteerien soluseinien
rakenteiden eroihin. Sen perusteella bakteerit voidaan luokitella Gram-positiivisiin ja Gram-

negatiivisiin bakteereihin. '?

3.1 Gram-positiiviset ja Gram-negatiiviset bakteerit

Bakteerit ovat kehittineet itselleen monimutkaisen soluseinédn, joka suojaa niitd ympéristolta
sallien samalla valittujen ravintoaineiden ja solujétteiden kuljetuksen. Bakteerien soluseind on
monikerroksinen kokonaisuus, joka koostuu pédasiassa proteiineista, lipideistd ja
hiilihydraateista. Bakteerien soluseinien eroavaisuudet maarittivit Gram-vérjdyksessd, onko

kyseessi Gram-positiivinen vai Gram-negatiivinen bakteeri (kuva 3)."3
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Kuva 3. Gram-positiivisen (A) ja Gram-negatiivisen (B) bakteerisolun soluseinédn rakenne.
IMP: integroitu kalvoproteiini, LP: lipoproteiini, LPS: lipopolysakkaridi, LTA:
lipoteikkohappo, OMP: ulkokalvoproteiini, PGN: peptidoglykaani, TA: teikkohappo.
Reprinted from ref. 13., M. Godoy-Gallardo et al., 2021.

Gram-positiivisen  bakteerin soluseind  koostuu  20-80  nm:n  paksuisesta
peptidoglykaanikerroksesta (PGN), joka on funktionalisoitu anionisilla glykopolymeereilla.
PGN-kerros rakentuu toistuvista N-asetyyliglukosamiini-
N-asetyylimuramiinihappodisakkarideista, jotka ovat liittyneet toisiinsa
pentapeptidisivuketjujen avulla. Gram-positiivisten bakteerisolujen soluseinét sisdltavit
teikohappoja (TA), jotka ovat kiinnittyneet kovalenttisesti PGN:&4n tai amfifiiliseen
lipoteikohapon (LTA) vilitykselld bakteerin solukalvoon. '3

Gram-negatiivisen bakteerin soluseind on monimutkaisempi kokonaisuus kuin Gram-
positiivisen bakteerin soluseind, vaikkakin sen PGN-kerros on Gram-positiivisen bakteerin
soluseindn PGN-kerrosta ohuempi, noin 7-8 nm:4. Gram-negatiivisella bakteerisolulla PGN-
kerros sijaitsee solukalvon ja ulomman kalvon vilissi. Ulommalla kalvolla sijaitsevat
negatiivisesti varautuneet lipopolysakkaridit (LPS), joita on vain Gram-negatiivisissa
bakteereissa. Lipopolysakkaridit saattavat aiheuttaa tulehduksellisia vaikutuksia nisidkké&issi,
minkd vuoksi niiden merkitys Gram-negatiivisten bakteerien patogeenisyydelle on keskeinen.
Gram-negatiivisten  bakteerisolujen  ulkokalvo estdd hydrofobisten aineiden ja

makromolekyylien péddsyn sisddn bakteerisoluihin. Gram-negatiivisten bakteerisolujen
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ulkokalvon sisdltdimien muiden komponenttien, kuten poriinien, avulla onnistuu kuitenkin

valikoitujen aineiden diffuusio.'?

Gram-negatiivisia bakteereja pidetddn ulkokalvon alhaisen lapdisevyytensd vuoksi vihemman
herkkind antimikrobisille metalli-ioneille ja -nanopartikkeleille kuin Gram-positiivisia
bakteereja, joilta timé solukalvon rakenne puuttuu. Tutkimuksessa on kuitenkin havaittu Gram-
positiivisen S. aureuksen olevan vdhemmain altis Cu- ja Ag-nanohiukkasille kuin Gram-
negatiivisen E. colin. Téstd voidaan paitelld, ettei bakteerikantojen herkkyys riipu yksinomaan
bakteerien soluseindrakenteesta ja Gram-luonteesta, vaan pikemminkin yksittdisen soluseindn

koostumuksesta ja paksuudesta.'’

Gram-luonteesta riippumatta bakteerisoluilla on kyky
kehittdd  itselleen  vastustuskyky  mikrobilddkkeitd  vastaan.  Télloin  puhutaan

antibioottiresistenssisti tai laajemmin mikrobildédkeresistenssista.

3.2 Antibioottiresistenssi

Antibioottiresistenssi syntyy bakteerien kehittdessd resistenssimekanismeja, jotka vihentavét
tai poistavat vastaavien mikrobilisikkeiden vaikutuksia.!® Antibioottiresistenssin kasvu on ollut
odotettua nopeampaa ja tutkimukset ovat osoittaneet, etteivdt antibiootit ole endd riittdvin
tehokkaita monien vaarallisten taudinaiheuttajien tuhoamiseen. Uusien antibioottien
16ytdaminen sekd olemassa olevien antibioottien kemiallinen muokkaaminen ei ole endi
riittivin tehokas keino torjua antibioottiresistenssii.> Antibiootit toimivat bakteerisoluissa
solunsisdisesti jittden bakteerien solukalvon ehjdksi, minkd seurauksena bakteerit pystyvét
kehittiméin itselleen vastustuskyvyn mutaation kautta.> Antibiooteille vastustuskykyisten
bakteerien aiheuttamat infektiot ovat vaikeahoitoisia, mikd voi lisdtd sairastuvuutta ja

kuolleisuutta.'

Antibiooteilla on tyypillisesti vain yksi antimikrobinen toimintamekanismi, joka kohdistuu
tiettyyn kohtaan bakteerisolussa.”* Antibioottien mahdolliset bakteerikohteet ovat soluseinin
synteesi, DNA:n replikaatio tai proteiinien translaatiokoneisto. Bakteerit pystyvét kuitenkin
kehittdmddn resistenssimekanismeja kaikkia néitd antibioottien toimintamekanismeja vastaan.
Bakteerien kehittdmé antibioottiresistenssi voi muodostua seuraavilla tavoilla: bakteerisolu
tuottaa normaalia enemmén poistovirtauspumppuja solukalvolle, mikd johtaa antibioottien
aktiiviseen ulosvirtaukseen bakteerisolusta; bakteerisolu tehostaa antibiootin vaikutuksesta

muuttuville aineenvaihduntareiteille vaihtoehtoisten aineenvaihduntareittien toimintaa;
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bakteerisolun seinimén ldpdisevyys heikentyy, mikd estdd mikrobilddkeaineiden padsyn
kohdealueelle; antibiootteja muuttamaan tai hajottamaan kykenevid entsyymejd, kuten [-
laktamaaseja, tuotetaan bakteerisolussa niin paljon, ettd ne eliminoivat antibakteerisen
ladkkeen; ja antibiootin  vaikutuskohtaa bakteerisolussa muokataan esimerkiksi

aminohappomutaatiolla tai translaation jilkeiselli muokkauksella.'?

Antibioottiresistenssi  voi  levitdi my0s muihin  kantoihin ja lajeihin, silld
antibioottiresistenssigeeni voi siirtyd plasmidien, faagien tai ympaéristossd olevan DNA:n
kautta.!>  Antibioottiresistenssin sekd sen levidmisriskin lisiksi niihin perinteisiin
mikrobilddkkeisiin liittyy my0s yliannostuksia ja sytotoksisuutta. Tdmédn vuoksi tarvitaan
kiireellisesti tehokkaita ja turvallisia lddkkeiden kuljetus- ja annostelujirjestelmid, jotka
toimisivat paikallisesti. Téllaiset kohdennetut jakelujdrjestelmit voivat pidentdd
mikrobilddkkeiden vapautumisaikaa ja vihentdd bakteerien lddkeresistenssin riskid seké estdd
bakteerien erittdin kestdvin biofilmin muodostumisen.®’ On arvioitu, ettd bakteerien biofilmien
osuus on 80 % kaikista kliinisistd infektioista. Ndiden infektioiden hoitaminen on erityisen

haastavaa biofilmin bakteereita suojaavien ominaisuuksien vuoksi.?

3.3 Biofilmit

Biofilmit ovat bakteerien kehittimid jérjestdytyneitd yhteisdjd, jotka tarjoavat mekaanista
vakautta ja suojaa bakteerisoluille sen heterogeenisen verkkorakenteen sisélld. Biofilmeissa
bakteerit voivat muodostaa yhtendisid, kolmiulotteisia polymeeriverkkomatriiseja, jotka
yhdistdvdt biofilmisolut. Biofilmien sisdlld bakteerit osoittavat keskendén sosiaalista
kayttdytymistd, mikd auttaa niitd kommunikoimaan ja sopeutumaan nopeasti
ympdristoolosuhteisiin. Mekaanisille voimille altistuessaan biofilmit voivat absorboida ja
haihduttaa energiaa sen sijaan, ettd ne irtoaisivat substraatistaan. Ndiden ominaisuuksien

ansiosta biofilmi on menestynein eliminmuoto maapallolla.’

Bakteerisolut tuottavat biofilmin polymeerimatriisit solunulkoisilla polymeeriaineilla, kuten
polysakkarideilla, proteiineilla, nukleiinihapoilla ja lipideilld. Lisdksi biofilmimatriisi kerda
ympérdivastd ymparistostdén esimerkiksi mineraaleja ja veren proteiineja. Bakteerien biofilmi
voi muodostua mihin tahansa pinnalle, johon bakteerien kiinnittyminen on mahdollista. Tdmén
vuoksi ladkinnillisten laitteiden pinnat ja kehon kudossiirteet ovat bakteeribiofilmi-

infektioiden yleisin ilmenemiskohde. Biofilmi paitsi lisdd bakteerien vastustuskykyé ulkoisia



rasituksia vastaan, se kasvattaa myos bakteerien eloonjddmistd merkittdvasti antibioottien

lisndolosta huolimatta (kuva 4).°

Planktonic
bacteria

-:‘:, -

A S - o

c:- + Retarded -'?i
" Penetration s e

¢ Activeantibiotc 7. Antibiotic-inactivating enzymes

Inactive antibiotic ﬁ' Bacteria at different physiological states
#/  Matrix of biofilm & Multi-drug-resistant efflux pumps

Kuva 4. Bakteerien biofilmin antibioottiresistenssimekansimit: biofilmin matriisi hidastaa
mikrobilddkkeiden tunkeutumista biofilmiin ja néin ollen bakteerisoluihin; bakteerisolujen
heterogeenisyys; bakteerien sisdltimét poistovirtauspumput ja antibiootteja tuhoavat

entsyymit. Reprinted from ref. 3, Copyright 2022, with permission from Elsevier.

Antibioottihoitojen tehottomuus biofilmi-infektioita vastaan johtaa usein siihen, ettd tartunnan
saaneet kudokset ja/tai implantoidut laitteet on poistettava kirurgisesti. Tastd seuraa usein pitka
antibioottihoito ja uuden jarjestelmidn implantointi. Nykyisten antibioottien ja
ladkkeenantojirjestelmien rajallinen kyky biofilmi-infektioita vastaan voi johtaa kroonisiin ja
toistuviin infektioihin, joihin liittyy huomattavaa sairastuvuutta ja kuolleisuutta. Tdimén vuoksi
biofilmien muodostumisen huomioiminen on yksi tirkeimpié bakteeri-infektioiden nykyiseen

hoitoon ja tulevien hoitomenetelmien kehitykseen liittyvisti kysymyksistd.?
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4 Metallipartikkelit antibioottien korvaajina

Antibioottiresistenssi ja  bakteerien muodostamat  biofilmit ovat muodostuneet
maailmanlaajuiseksi ongelmaksi, mink& vuoksi vaihtoehtoisten hoitomuotojen kehittdminen on
tarkedd.” Nykyiset tutkimukset keskittyvit suunnittelemaan drsykkeisiin reagoivia jirjestelmi,
jotka sisdltdvat laajan valikoiman antimikrobisia nanomateriaaleja, kuten metallogeeleissi
esiintyvid metallinanopartikkeleita. Bakteerien aiheuttamat muutokset mikroympéristossa

(kuva 5) saavat aikaan muutoksia bakteereille reagoivien nanojérjestelmien rakenteissa, minka

Kuva 5. Bakteerien aiheuttamat muutokset mikroymparistoonsa: pH:n muutokset,

seurauksena antimikrobisia aineita vapautetaan jirjestelmisti.’
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reaktiivisten happilajien muodostuminen ja bakteereille spesifisten entsyymien tuotanto.

Reprinted from ref. 3, Copyright 2022, with permission from Elsevier.

Antimikrobisissa metallogeeleissd hopea on eniten kéytetty metalli hyvien antimikrobisten
ominaisuuksiensa ja suhteellisen alhaisen myrkyllisyytensd vuoksi. Liséksi kéytetdin myos
muita metalleja, kuten kultaa, sinkkid, kuparia ja rautaa. Niilli metalleilla on omat

antimikrobiset ominaisuutensa, etunsa seki rajoituksensa.’
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4.1 Metallipartikkeleiden yleiset antimikrobiset toimintamekanismit

Metallinanopartikkeleiden sekd metalli-ionien antimikrobinen toimintamekanismi on
monivaiheinen (kuva 6). Metallinanopartikkelit ja/tai metalli-ionit voivat kiinnittya
bakteerisolun solukalvoon sdhkostaattisilla vuorovaikutuksilla, Van der Waalsin voimilla,
reseptori-ligandi- tai hydrofobisilla vuorovaikutuksilla. Kiinnittymisen jidlkeen ne voivat
lapéistd bakteerin solukalvon, estdd bakteerisolun aineenvaihduntareitteja sekd aiheuttaa
muutoksia kalvon muodossa ja toiminnassa. Bakteerisolun sisddn péddstyd ne voivat estdd
entsyymien toimintaa, deaktivoida proteiineja, aiheuttaa oksidatiivista stressid ja muuttaa

geenien ilmentymistasoja. !>

Metallinanopartikkeleiden ja/tai metallinanopartikkeleista vapautettujen metalli-ionien
(kuva 6, kohta 1) ensimmaéinen vuorovaikutuskohta bakteerisolun kanssa on bakteerisolun
solukuori (kuva 6, kohdat 2 ja 3). Solukuori ei ole ainoastaan piddeste solun ja ympériston
vililld, vaan siind on my0s useita bakteerisoluille vélttimittomid toimintoja, kuten
elektroninsiirtoketju. Bakteerisolun solukuoressa on reaktiivisia ryhmii, jotka voivat olla
vuorovaikutuksessa eri metallien kanssa ja siten muodostaa ensimmadiset kontaktikohdat.
Proteiinien lukumééra ja tyypit solukuoressa riippuvat bakteerilajista, sen pintakoostumuksesta,

kehitysvaiheesta ja rakenteesta.'?

Bakteerien kaksikerroksisen solukalvon paddkomponentti ovat lipidit, johon sitoutuessa M-NP:t
ja metalli-ionit aiheuttavat vélittomédn vaikutuksen solukalvon pysyvyyteen ja kykyyn
jarjestdytyd dynaamisesti uudelleen. Bakteerikalvon hallitseva yhdisteryhmi ovat fosfolipidit,
joiden wulospdin  suuntautuvien poolisten fosfaattipdiden kanssa metallit ovat
vuorovaikutuksessa. Metallin sitoutuessa kalvoon, kalvon dipolipotentiaali pienenee ja
fosfaattiryhmén protonaatioaste muuttuu, mikd johtaa kalvon kokonaisvarauksen
muuttumiseen. Tdméd puolestaan johtaa kalvon paikalliseen hajoamiseen, ldpdisevyyden
lisddantymiseen seka reaktiivisten happilajien (ROS) muodostukseen (kuva 6, kohta 4). Liséksi
metalli-ionien tai -nanopartikkeleiden korkeat pitoisuudet bakteerisolussa voivat johtaa
soluesteen (cell barrier) paikalliseen hajoamiseen, mikd johtaa bakteerisolun sisdllon
ulosvuotamiseen (kuva 6, kohta 5). Veden menetyksen kompensoimiseksi bakteerit lisddvit
protonien ulosvirtausta ja sditelevit elektronien kuljetusta. Ionien lisdéintyva epitasapaino ja
kalvon epdvakaus johtavat bakteerisolun energiansiirtojirjestelmén hdiridihin ja lopulta

solukuolemaan.'?
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Metalli-ionit voivat my0s sitoutua proteiineihin bakteerisolujen sisdlld (kuva 6, kohta 6).
Sitoutuessaan metalli-ionit katalysoivat aminohappojen hapettumista, mikd heikentid
proteiinien toimintaa, vdhentdd niiden pysyvyyttd ja saattaa johtaa proteiinin hajottamiseen.
Bakteerisolujen proteiinien oikeanlainen laskostuminen ja biologinen toiminta vaativat monia
metallikofaktoreita. On osoitettu, ettd tietyt metalli-ionit estidvit bakteerien kasvua tai tuhoavat
bakteerin mekanismilla, jossa vilttimittomin metallin sijasta samanlaiset kemialliset
ominaisuudet omaava metalli-ioni sitoutuu kyseiseen proteiiniin. Tdma héiritsee bakteerisolun
elintdrkeitd aineenvaihduntareittejd, silli bakteerisolu ei pysty poistamaan metalli-ioneja
sisdltddn. Lisdksi metallien on osoitettu myds vaurioittavan bakteeri-DNA:ta epésuorasti
(kuva 6, kohta 4). Esimerkiksi Fe-homeostaasin hiiriintyminen ja raudan vapautuminen
sytoplasmaan lisdé solunsisdisen Fentonin-kemian seurauksena syntyvid ROS-tasoja. Fentonin-
kemiaksi kutsutaan katalyyttistd prosessia, jossa esimerkiksi vetyperoksidi muutetaan erittdin
myrkylliseksi vapaaksi hydroksyyliradikaaliksi Namé reaktiiviset happiradikaalit puolestaan
aiheuttavat DNA-vaurioita (kuva 6, kohta 7).!3

Metalli-ioneilla késitellyissd bakteerisoluissa havaitaan usein nédiden reaktiivisten happilajien
muodostumista. ROS:ien tiedetddn aiheuttavan suurimman osan metallien antimikrobisista
vaikutuksista bakteerisoluille, minkd vuoksi metallien myrkyllisyyden uskotaankin ainakin
osittain johtuvan ROS-tuotannon aiheuttamista soluvaurioista. Naméa happiradikaalit syntyvit
happimolekyylien epétdydellisen pelkistymisen seurauksena. Termi ROS siséltdd kuitenkin
myoOs reaktiivista happea sisdltavit yhdisteet, joissa ei ole parittomia elektroneja, kuten
vetyperoksidin (H20O,). Tasapainotilassa bakteerisolun ROS-tasot ovat hallinnassa ja
solunsisdinen antioksidanttipuolustusjérjestelmé poistaa yliméérin, joka esimerkiksi aerobisen
hengityksen aikana  vdistdmittd syntyy. Kun tasapaino = ROS-tuotannon ja
antioksidanttipuolustuksen vililla héiriintyy, ROS-tasot nousevat tasaisesti aiheuttaen vakavia
vaurioita bakteeriproteiineille, DNA:lle ja lipideille. Korkeat ROS-tasot aiheuttavat
bakteerisolulle oksidatiivista stressid, mikd lopulta johtaa solukuolemaan. Monet tutkimukset
ovat osoittaneet, ettd sekd valttimattomat metallit ettd ei-valttimattoméat metallit voivat lisdta

solunsisiistd ROS-tuotantoa.!?

Metallit aiheuttavat ROS:ien syntymisen kolmen pidédmekanismin kautta (kuva 6, kohta 4).
Redox-aktiiviset metallit, eli metallit, jotka osallistuvat hapetus- tai pelkistysreaktioihin
vastaanottamalla tai luovuttamalla elektroneja, voivat olla osana Fentonin-kemiassa. Redox-
aktiivisia metalleja ovat esimeriksi rauta, kupari, kromi ja nikkeli. Tietyt metallit voivat myos
hajottaa solun rautaa koordinoivat donoriligandin. Esimerkiksi alumiinin, kuparin ja hopean on

osoitettu kohdistuvan suoraan [4Fe-4S] -klustereita sisdltdviin proteiineihin ja siten héiritsevin
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niiden useiden aineenvaihdunnallisten prosessien elektroninsiirtoketjua. Tdma voi johtaa
raudan hallitsemattomaan vapautumiseen sytoplasmaan, mikd saa aikaan ROS:n
muodostumisen. Metalli-ionit pystyvét lisdksi aiheuttamaan oksidatiivista stressid mikro-

organismeissa kuluttamalla niiden antioksidanttivaraston loppuun.!?
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Kuva 6. Metalli-ionien ja -nanopartikkeleiden antimikrobisten mekanismien keskeiset
vaikutustavat: (1) metalli-ionin vapauttaminen nanopartikkelista ja (2) metalli-ionien seké/tai
(3) metallinanopartikkeleiden suora vuorovaikutus bakteerin soluseinidn kanssa; (4)
solunulkoisten ja -sisdisten reaktiivisten happilajien (ROS) muodostuminen, miké aiheuttaa
oksidatiivista stressid; (5) metallien sitoutuminen bakteerisolun solukuoreen ja korkeat ROS-
tasot voivat vaurioittaa solukalvoa, miki johtaa bakteerisolun sisillon vuotamiseen; (6, 7)
bakteerisolussa metalli-ionit ja -nanopartikkelit voivat hdiritd bakteerisolun proteiineja seka
DNA:ta, heikentdd niiden toimintaa ja héiritd solujen aineenvaihduntaa metallivilitteisen

ROS-tuotannon liséksi. Reprinted from ref. 13., M. Godoy-Gallardo et al., 2021.
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Metalli-ionien ja -nanopartikkeleiden antimikrobiset toimintamekanismit voivat vaikuttaa
bakteerisolussa useaan eri kohtaan ja vaurioittaa bakteerisolun geeniperimia (kuva 6, kohta 7).
On tirkedd huomata, ettd tédssd esitellyt M-NP:den ja metalli-ionien antimikrobiset
toimintamekanismit eivit ole yksiselitteisid, silld antimikrobinen aktiivisuus on monimutkainen
lopputulos useista toisiinsa liittyvistd samanaikaisesti tapahtuvista mekanismeista. Kullakin

metallilla antimikrobiset toimintamekanismit voivat olla hieman erilaisia.'?

4.2 Hopea

Hopeaa on kdytetty mikrobien tappamiseen hopeajauheen ja -liuoksen muodossa jo tuhansien
vuosien ajan. Hopea on eniten kdytetty metalli my0ds néissd antimikrobisissa metallogeeleissd,
silld hopealla on laaja antimikrobisten vaikutusten kirjo lddkeresistenttejd bakteereja, sienid ja
viruksia vastaan, minki oletetaan johtuvan hopean useista sterilointimekanismeista.” Hopeaa
pidetddn lupaavana mikrobilddkkeend, silli sen laajasta kdytOstd huolimatta mikrobien
vastustuskykyd Ag'":lle on tavattu harvoin ja sen on havaittu kehittyvin hitaasti
antibioottiresistenssiin verrattuna.” Lisiksi hopean sytotoksisuutta nisikéssoluille voidaan

saddelld.?

Hopean ja muiden metallisuolojen antimikrobisen aktiivisuuden tiedetdéin johtuvan
metallikationin kyvysti hajottaa mikrobin solukalvo, mistd seuraa mikrobin hajoaminen.?
Hopea voi olla geeleissd hopeaioneina tai hopeananopartikkeleina eli AgNP-muodossa, mutta
nanotieteen ja -tekniikan kehityksen myotd AgNP-muodosta on tullut kuitenkin yleisempi
monipuolisempien antimikrobisten vaikutusmekanismiensa vuoksi. Ag'-ionien ja AgNP:n
antimikrobiset toimintamekanismit eroavat toisistaan, silli AgNP:t ovat hiukkasspesifeja.
Vaikka AgNP:n toiminnasta ei ole vield tarkkaa tietoa, sen useita vaihtoehtoisia

toimintamekanismeja on tutkittu.’

Viimeaikaisten tutkimusten valossa AgNP:n ensisijainen toimintamekanismi perustuu Ag'-
ionin vapauttamiseen nanopartikkeleista. Télléin hopeaioni on vuorovaikutuksessa
bakteerikalvojen tietyilld proteiinialueilla aminohappo kysteiinin SH-ryhmien kanssa. Tadma
aiheuttaa K'-ionien vajauksen bakteerisolun sisélld sekd solukuljetusjirjestelmén vaurioita,
mitkd lopulta johtavat bakteerisolun kuolemaan. Muut tutkimukset osoittavat AgNP:sta
vapautuneen Ag'- ionin vaikuttavan bakteerisolun soluseinidn ja -kalvon proteiinien kanssa

rei’ittden negatiivisesti varautuneen solukalvon, jolloin solulima valuu bakteerisolusta ulos,



19

hajottaa solukalvon H'-gradientin ja joskus aiheuttaa solukuoleman. Mikidli timéi
toimintamekanismi ei ole riittdvd bakteerisolun tuhoamiseksi, hopeaioni voi siirtyé
bakteerisolun sisddn tuhoten solun vaikuttamalla sen sisdisiin biomolekyyleihin. Yksi hopean
vaikutusmekanismeista on my0s metallivilitteinen ROS-tuotanto, mika johtaa oksidatiiviseen
stressiin.  Metallogeelien toimintamekanismeihin  bakteerisoluissa  vaikuttaa hopean

esiintymismuodon liséksi esimerkiksi bakteerien Gram-luonne.” 3

AgNP-hydrogeelien oletetaan tuhoavan tehokkaammin Gram-negatiivisia bakteereita, silld
niiden solukalvoilla on alhaisempi vastustuskyky verrattuna Gram-positiivisten bakteerisolujen
paksumpiin peptidoglykaanisoluseiniin. On kuitenkin myos esitetty, ettd Gram-positiiviset
bakteerit olisivat herkempid Ag'-ioneille kuin Gram-negatiiviset bakteerit. Tdmédn oletetaan
johtuvan Ag'-ionin voimakkaammasta sitoutumisesta Gram-negatiivisen bakteerin ulommalla
kalvolla olevaan negatiivisesti varautuneeseen lipopolysakkaridiin, kuin Gram-positiivisen
bakteerin peptidoglykaanikerrokseen. Voimakkaamman sitoutumisen seurauksena Ag -ioni on
loukussa LPS:ssa, miki estdi sen pidsyn bakteerisolun sisdéin.” Tutkimusten perusteella
voidaan todeta hopean osoittavan antimikrobisuutta molemmille bakteerisolutyypeille, mika

lisdd sen antimikrobisuuden kirjoa.

Hopean esiintymismuodon ja bakteerityypin lisdksi hopeageelin ominaisuuksiin ja
rakenteeseen vaikuttaa geelimatriisi, silld erilaiset matriisit tuovat erilaisia ominaisuuksia ja
synteesiprosesseja. Luonnollisista polymeereistd yleisimmét geelimatriisit ovat polysakkaridit,
kuten  alginaatti, kitiini,  kitosaani ja  karboksimetyyliselluloosa.  Esimerkiksi
alginaattipohjaisilla AgNP-geeleilld on todettu antibakteerista vaikutusta S. Aureusta ja E. colia
vastaan. Vaikka alginaattia on kéytetty jo kaupallisesti haavasidoksissa, on AgNP:illa
alginaatissa korkea taipumus aggregoitumiseen. AgNP:illa ladatuilla alginaattihydrogeeleilld
on tehty monia eldinkokeita, mik osoittaa, ettd tdllaista antimikrobista hydrogeelid on tutkittu

perusteellisesti.’

Synteettisissd geelimatriiseissa valikoima on suuri, mutta yleisimmét ovat muun muassa
polyakryyliamidi (PAM), polyvinyylialkoholi (PVA) ja polyetyleeniglykoli (PGA).
Synteettisten geelimatriisien suurin etu on siind, ettd nanopartikkeleiden morfologiaa ja kokoa
voidaan helposti hallita muuttamalla hydrogeeliverkoston silloitteen ja monomeerien méaaraa.
Esimeriksi AgNP:1ld ladattu PAM/PVA-hydrogeeli osoitti korkeampaa antibakteerista
aktiivisuutta E. colia vastaan verrattuna pelkkiin AgNP:hin ja Ag'-silloitettuihin

hydrogeeleihin.’
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Vaikka hopeaionit ja -nanopartikkelit mikrobilddkkeind ovat kiinnostava ja lupaava
tutkimuskohde, niiden kiyttoon liittyy my0s haittavaikutuksia. Hopean aiheuttamia
haittavaikutuksia soluissa voivat olla apoptoosi eli ohjelmoitu solukuolema seki nisékdssolujen
nekroosi, jossa suurempi solujoukko tuhoutuu apoptoosin tavoin. Nieltynd hopea voi aiheuttaa
pysyvin kosmeettisen argyria-tilan, jossa ihonviri muuttuu harmaansiniseksi.? Viimeaikaisten
tutkimusten mukaan nisdkéssolut voivat sietdd bakteerisoluja suurempaa hopeapitoisuutta,
minkd oletetaan johtuvan eukaryoottisolujen suuremmasta koosta ja monimutkaisemmasta

rakenteesta bakteerisoluihin verrattuna.

Hopean kayttoon antimikrobisena aineena liittyy kuitenkin vield monia kysymyksid, kuten
niiden antimikrobisen kyvyn parantaminen Gram-positiivisia bakteereja vastaan ja
geenitoksisuuden minimointi. Veren seerumin albumiinin on todettu heikentivian AgNP-
ladattujen hydrogeelien antibakteerisia vaikutuksia, minkd vuoksi my0s seerumin albumiinin
viahentiminen AgNP-pohjaisia hydrogeelejd suunniteltacssa on yksi tutkimuskohde.
Viimeaikaisissa tutkimuksissa on 10ydetty lisdd AgNP-pohjaisia hydrogeelejd, joiden
ominaisuuksia tutkijat ovat pyrkineet muokkaamaan: antimikrobisia ominaisuuksia on
vahvistettu ja nanopartikkeleiden vapautumisaikaa pidennetty. Nadmé kaikki kehitykset ja
parannukset vahvistavat AgNP-hydrogeelien kiyttomahdollisuuksia monissa lddketieteellisissé

sovelluksissa.’

4.3 Kulta

Yleisesti kultaa on pidetty biologisesti inerttind, mutta kultananopartikkeleilla (AuNP) on
monia biologisia toimintoja.” Kullan nanohiukkasilla ei itsessdin ole my&skéén antibakteerista
aktiivisuutta, mutta ne voidaan muokata antimikrobisiksi.> AuNP:ista voidaan suunnitella
erikokoisia ja ne voidaan funktionalisoida haluttujen polymeerien kanssa, jolloin niiden
bioyhteensopivuuteen ja antimikrobisuuteen voidaan vaikuttaa. Kultananopartikkeleita
sisdltdvien hydrogeelien tutkimukset ovat vield kuitenkin harvinaisia verrattuna esimerkiksi
hopeananopartikkeleita sisdltdviin hydrogeeleihin, mutta jotakin néyttéd AuNP:den

antimikrobisista vaikutuksista on saatu.’

Kultapartikkeleiden antimikrobisen toimintamekanismien oletetaan perustuvan niiden suoraan
vuorovaikutukseen bakteerin solukalvon kanssa, mikd johtaa bakteerisolun siséllon

vuotamiseen ulos. Ne voivat my0s ldpdistd ulomman solukalvon ja peptidoglykaanikerroksen,
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mik3 johtaa solukuolemaan.” Kullan alhaisen reaktiivisuuden vuoksi vapaita ioneja muodostuu
vihemmin. Tdmin seurauksena syntyy myds vihemmin ROS:ia.!> Brown et al’” ovat
havainneet, ettd kultananopartikkelit yksinddn eivit ole antibakteerisia, mutta ne saadaan
antimikrobisiksi lisddmaélld niiden pinnalle erilaisia komponentteja. Esimerkiksi AuNP:iden,
joihin on liitetty ampisilliini, on todettu tuhoavan useita ladkeresistenttejd bakteereja, kuten
metisilliinille resistenttejd S. aureusta, P. aeruginosaa, Enterobacter aerogenesia
(E. aerogenes) ja E.colia. pH-muutoksiin reagoivan AuNP-stabiloituja liposomeja (kuva 7)
sisdltdvin hydrogeelin on havaittu osoittavan antimikrobisia ominaisuuksia S. aureusta vastaan

ilman ihotoksisuutta hiirikokeissa.’

F= 4
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Kuva 7. AuNP-stabiloituja liposomeja siséltdvd hydrogeeli; A) AuNP-stabiloituja liposomeja
sisdltdvan hydrogeelin liposomit reagoivat pH-muutoksiin, mik4 sai aikaan liposomien ja
my6hemmin AuNP:iden vapautumisen; B) Bakteerit, joita on inkuboitu AuC-
liposomihydrogeelin kanssa pH:ssa 4,5; C) Zoomattu kuva kohteesta B). Reprinted form ref
7., International Journal of NanoMedicine 2018 13 2217-2263, Originally published by and

used with permission from Dove Medical Press Ltd.

Useiden tutkimusten mukaan Au-NP:iden antimikrobinen vaikutus on suhteellisen heikko.
Erddssd tutkimuksessa havaittiin, ettd muiden metallien nanohiukkasten antibakteerisen

vaikutuksen saavuttamiseksi oli kéytettdvd huomattavasti korkeampaa Au-NP-tasoa:
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esimerkiksi 197 pg/ml AuNP:ta vastasi 4,86 pg/ml AgNP:ta S. aureusta vastaan.'> Vaikka
kultananopartikkeleiden antimikrobinen aktiivisuus on hopeananopartikkeleita heikompi, on
kultananopartikkeleilla omat etunsa. Esimerkiksi hopeananopartikkeleihin verrattuna
kultananopartikkelit eivit ole myrkyllisid osteoblastisoluille, minkad vuoksi AuNP:ita voidaan
hyodyntdd esimerkiksi luun regeneraatiossa. Koska AuNP:ita sisdltivdt hydrogeelit eivit
juurikaan vaikuta luun luonnolliseen kasvuun, ne ovat lupaavia materiaaleja ortopedisessa

kirurgiassa.’

4.4 Muut metallit

Hopean ja kullan lisdksi on myds muitakin metalleja, joilla on antimikrobisia ominaisuuksia
mikrobeita vastaan. Nididen metallipartikkeleiden yhdistdmistd hydrogeeleihin seka
hydrogeelien antimikrobisia ominaisuuksia on tutkittu esimerkiksi sinkilld, kuparilla ja
raudalla. Néistd sinkki on suosituin antimikrobinen aine. Kaikki néistd metalleista ovat pienind
pitoisuuksina vilttimittomid bakteerisolujen toiminnalle, mutta suurina méérind tuhoavat

bakteerisolut.”” 13

Sinkki on monissa bioldédketieteellisissd sovelluksissa ja kosmeettisissa materiaaleissa kéytetty
antimikrobinen aine, silld sinkkioksidinanopartikkeleiden (ZnONP) antibakteerinen aktiivisuus
ja soluille turvallinen pitoisuus on hyvin tunnettu.*’ Lisiiksi ZnONP:t ovat bioyhteensopivia.’
Sinkki-ionien (Zn**) tiedetdifin osallistuvan bakteerisolujen lisdintymisen siitelyyn,
erilaistumiseen tai kalvorakenteen sdilymiseen sekd lisdksi ne osallistuvat moniin tirkeisiin
aineenvaihduntareitteihin. Pienind pitoisuuksina sinkin hyddylliset vaikutukset ovat hallitsevia,

kun taas suuret pitoisuudet estivit bakteerien kasvun.'?

Sinkkioksidinanopartikkeleiden toimintamekanismeja mikrobeja vastaan on useita. ZnONP:t
voivat sitoutua bakteerisolun solukalvoon tuhoten solukalvon lipidit ja proteiinit aiheuttaen
lisddntynyttd solukalvon ldpdisevyyttd ja bakteerisolujen solukuoleman. ZnONP:ista voi
vapautua myds Zn**-ioneja, miki aiheuttaa ROS:ien muodostumisen. Ndmi puolestaan voivat
vahingoittaa bakteerisolua. ZnONP:t on todettu olevan tehokkaita sekd Gram-positiivisia ettd
Gram-negatiivisia bakteereja vastaan, silld ne ovat antibakteerisia myos korkeissa lampétiloissa

7 ZnONP:iden wuseista antimikrobisista

ja paineessa sdilyvid bakteeri-itoitd vastaan.
toimintamekanismeista huolimatta on raportoitu P. aeruginosan ja Proteuksen olevan sinkille

resistentteji.’
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Viimeaikaisissa tutkimuksissa ZnONP-hydrogeelit ovat kuitenkin osoittaneet suurta
potentiaalia lddkeaineiden kuljetuksessa ja haavojen paranemisessa sekd biolddketieteellisten
laitteiden pinnoitteena. Esimerkiksi CMC/ZnO-nanokomposiittihydrogeelin on todettu
osoittavan antibakteerisuutta E. colia ja S. aureusta vastaan.” On my®ds havaittu, etti bakteerien
mikroympériston muutoksiin reagoivien kuljetuskantajien kdyttd parantaa ZnONP:iden
antimikrobista vaikutusta.® AuNP:iden tavoin ZnONP:illa on huomattu olevan positiivinen
vaikutus luun regeneraatioon, mikd tekee niistd myos lupaavan materiaalin ortopedisissa
leikkauksissa. Vaikka ZnONP:den antibakteerinen kyky on suhteellisen heikko, sen alhaisen

sytotoksisuuden vuoksi silld on todettu olevan potentiaalia kliinisessi kiytossi.’

Sinkin tavoin my0s kuparilla on keskeinen rooli monissa solujen biologisissa prosesseissa.
Kupari on tidrked kofaktori wuseille entsyymeille, jotka osallistuvat hengitys- ja
fotosynteesiprosesseihin. Kuparilla on siis monia erilaisia rooleja vuorovaikutuksessa eri
proteiinien kanssa. Kuparin keskeisiksi antimikrobisiksi toimintamekanismeiksi ehdotetaan
solukalvon vaurioittamista, muutosten aiheuttamista solunsisdisiin biokemiallisiin prosesseihin
ja DNA:n vaurioittamista. On havaittu, ettei kuparin antimikrobisuuden pédasiallisiin
mekanismeihin kuuluisi metallivélitteisten ROS:ien muodostus. Sen sijaan kuparin
antimikrobisuuden toimintamekanismeihin kuuluu entsyymien véédrin metalloitumisen
seurauksen inaktivoituminen sekd metalliklustereiden purkaminen. Kuparin, kuten muidenkin

metallien, tarkat antimikrobiset toimintamekanismit ovat yhi episelvit.'?

Vaikka kuparia siséltdvien nanopartikkeleiden (CuNP/CuONP) antibakteerinen vaikutus on
AgNP:ita heikompi, on niilld parempi mikrobisidisten mekanismien kirjo sienid sekd
bakteereja, kuten E. colia, S. aureusta ja Listeria monocytogeneesia vastaan.
Kuparinanopartikkeleilla ladatut CMC/CuO-nanokomposiittihydrogeelit ja
kuparipartikkeleilla ladatut CS-hydrogeelit osoittivat erinomaisia antibakteerisia vaikutuksia £.

colia ja S. aureusta vastaan ilman havaittua sytotoksisuutta.’

Bakteereille vélttamiton mikroelementti on myds rauta, joka osallistuu moniin biologisiin
prosesseihin, kuten DNA-synteesiin ja energia-aineenvaihduntaan. Suurina miirind rauta
kuitenkin tuhoaa bakteerisolun. Raudan metallioksidinanopartikkeleilla (FeONP) on
rautaioneja (Fe**/Fe?") tehokkaampi antimikrobinen aktiivisuus niiden suuremman pinta-alan
vuoksi. Raudan antimikrobisia toimintamekanismeja ovat ROS:ien muodostuminen ja
solukalvon vaurioittamien, mitkd johtavat bakteerisolun solukuolemaan. Useat tutkimukset
ovat osoittaneet Gram-positiivisten bakteereiden suuremman herkkyyden FeONP:ille kuin

Gram-negatiivisten bakteereiden.'?
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Metallipartikkeleita  voidaan  pitdd lupaavana vaihtoehtona  antibioottiresistenssin
ratkaisemiseksi, silld niilli on osoitettu olevan useita etuja bakteerien aiheuttamia tauteja
vastaan.'> Metallipartikkeleiden laajasta kiytdsti huolimatta bakteerien kehittimai
resistenssistd niitd vastaan on raportoitu harvoin, minkd oletetaan johtuvan niiden useista
antimikrobisista toimintamekanismeista. Lisdksi metallipartikkeleiden pieni koko sallii niiden
aiheuttaa bakteerisolulle solunsisdisid sekd -ulkoisia vaurioita. Metallinanopartikkeleiden
stabiiliuden vuoksi ne pystyvdt tuhoamaan jdljelli olevia mikrobisoluja kuolleesta
bakteerisolusta vapauduttuaan.” Nidmd kaikki ominaisuudet tekevit niistd houkuttelevan

tutkimuskohteen erilaisiin ld4ketieteellisiin sovelluksiin.

5 Polymeeristen metallogeelien laéiketieteelliset sovellukset

Erilaisten biomateriaalien ja lddkinnéllisten laitteiden nopean kehityksen myotd ovat
kehittyneet vakavat HAI:t, joista yleisimpid ovat verenkiertoinfektiot, hengityskoneeseen
liittyvd keuhkokuume, leikkauskohdan infektiot ja katetriin liittyvit virtsatieinfektiot.”!> Kuten
kappaleessa 3 mainittiin, nditd vakavia terveydenhoitoon liittyvid infektioita aiheuttavia yleisia
patogeenejd ovat esimerkiksi S. aureus, E. coli ja P. aeruginosa. HAl:den hoidon perustana
olleet antibiootit eivdt endd antibioottiresistenssin ja biofilmien muodostumisen myoti ole
riittdvédn tehokkaita ndiden infektioiden torjumiseen. HAI:t ovat vakava huolenaihe, silld ne

voivat aiheuttaa korkeaa sairastavuutta ja kuolleisuutta.'>

Erilaisia menetelmid on kehitetty sellaisten materiaalien valmistamiseksi, joilla olisi
antimikrobisia vaikutuksia infektioiden ehkéisemiseksi tai hoitamiseksi esimerkiksi haavassa
tai implantin ja muiden lddkinnidllisten laitteiden asennuskohdissa. Materiaalit voidaan
kyllastdd ndilld ajan myd6td vapautuvilla antimikrobisilla aineilla tai materiaalin pintaa voidaan
muokata kovalenttisesti immobilisoimaan antimikrobiset aineet, jotka antavat antimikrobisia
ominaisuuksia materiaalin pinnalle. Hydrogeelit ovat osoittautuneet lupaavaksi materiaaliksi
tdllaisten antimikrobisten aineiden suunnittelulle muun muassa niiden bioyhteensopivuuden ja
luonnollisen  kudoksen kaltaisten mekaanisten ominaisuuksien vuoksi. Erityisen
mielenkiintoisen materiaalin hydrogeeleistd tekee niiden antimikrobinen muokattavuus

esimerkiksi metallipartikkeleita tai muita antimikrobisia aineita lisdimalla.>

Antimikrobisten hydrogeelien on havaittu sekd estdvin biofilmien muodostuminen ettd

biomateriaaliin liittyvé infektio. Antimikrobisten hydrogeelien laédketieteellisid kdyttokohteita
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ovat esimerkiksi implanttien, Kkatetrien ja piilolinssien antimikrobiset pinnoitteet,
haavasidokset, osteomyeliittien hoito sekd hampaiden ja ruuansulatuskanavan infektiot
(kuva 8).”1°  Lisdksi  hydrogeeleji  voidaan  kiyttdd  ldskkeiden  kuljetus- ja
annostelujirjestelménd, silld turvallisen ja tehokkaan lddkekuljetuksen avulla voitaisiin
vaikuttaa esimerkiksi perinteisten antibakteeristen lddkkeiden sytotoksisuuteen ja

7

yliannostukseen.” Téssd luvussa kisitellddn metallipartikkeleilla ladattujen hydrogeelien

mahdollisuuksia haavasidoksissa, antimikrobisissa pinnoitteissa seké ladkekuljetuksessa.

\Wound dressings

Macromolecular
drugs

Kuva 8. Antimikrobisten hydrogeelien 144ketieteellisid sovelluksia. Reprinted form ref 7.,
International Journal of NanoMedicine 2018 13 2217-2263, Originally published by and used

with permission from Dove Medical Press Ltd.

5.1 Haavasidokset

Haavojen parantuminen on yksi monimutkaisimmista prosesseista monisoluisissa
organismeissa ja siithen liittyy useita eri vaiheita: hemostaasi eli verenvuodon tyrehtyminen;
inflammaatio eli tulehdusreaktiovaihe, jonka aiheuttaa kehon oma &rsyke taudinaiheuttajan
sijaan; proliferaatio eli korjausvaihe ja maturaatio eli kypsymisvaihe. Bakteeri-infektiot ovat
yksi vakavimmista ongelmista haavojen paranemisessa, silld infektio voi pidentda ja heikentdd
haavan paranemisprosessia, mikd johtaa kudosten sairastumiseen ja infektion vakavuudesta
riippuen mahdollisesti myds verenmyrkytykseen.>!'® Infektioita esiintyy haavassa, kun yhden

tai useamman haavassa olevan mikro-organismin virulenssitekijdt onnistuvat voittamaan
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elimiston immuunijirjestelmén. Infektoituneiden haavojen komplikaatiot riippuvat mikro-
organismien patogeenisuudesta ja potilaan immuniteetista. Infektioiden tyypillisid kliinisié
oireita ovat kipu, kuumotus, punoitus, turvotus, arkuus, selluliitti ja paise. Infektio haavassa voi
aitheuttaa akuutteja vasteita ja viivastyttdd haavan paranemisprosessia. Infektoituneiden

haavojen yleisii haavapatogeeneji ovat S. aureus, E. coli ja S. epidermis.’

Bakteeri-infektioiden vihentdmiseen tdhtddava haavahoito on herittdnyt paljon huomioita viime
aikoina.'® Erityisesti kroonisten haavojen hoito vaatii usein toistuvia haavasidosten vaihtoja ja
lukuisia sairaalahoitoja, mikéa aiheuttaa potilaalle taloudellista huolta ja heikentdd merkittavasti
eliminlaatua.'® Thanteellisen haavasidoksen tulisi olla imukykyinen poistaakseen eritteen ja
toksiinit, sdilyttdd kosteus siteen ja haavan rajapinnassa, sallia kaasujen vaihto, antaa
lampoeristys, vilttdd bakteerien aiheuttamia infektioita ja olla turvallinen potilaalle. Lisdksi
haavasidoksen tulisi olla potilaalle miellyttidva ja kestdva, drsyttdmiton ja helposti irrotettava
seki sen tulisi vihentii arven muodostumista.'® Erityisesti haavan kosteana pidetty ympéristo
on tirked, silld se helpottaa solujen adheesiota, kasvua ja migraatiota, edistdd angiogeneesia eli
verisuonten uudismuodostumista, nopeuttaa granulaatiokudoksen muodostumista ja helpottaa
uudelleen epitelisaatiota. Kaikki ndméd ominaisuudet huomioiden, hydrogeelit ovat yksi

kilpailukykyisimmisti vaihtoehdoista uudenlaisiksi haavasidoksiksi.!!

Hydrogeelit paitsi toimivat haavassa esteend haitallisille mikro-organismeille, ne siilyttivit
myos kostean ympdriston haavan rajapinnassa tarjoten kolmiulotteisia rakenteita solujen
kiinnittymiselle ja levidmiselle. Tdmd mahdollistaa kaasujen, ravinteiden ja
aineenvaihduntatuotteiden vaihdon.!!  Luonnollisista polymeereistd, kuten esimerkiksi
natriumalginaatista, karboksyylimetyyliselluloosasta ja kitosaanista, valmistetut polymeeriset
hydrogeelit ovat erityisen lupaavia biomateriaaleja haavasidoksiksi niiden biologisen
yhteensopivuuden ja biohajoavuuden vuoksi. Naiilli luonnollisilla polymeereilld on
ainutlaatuisia etuja haavojen paranemisessa, kuten hemostaasi, tulehduksen estdminen ja
solujen lisddntyminen. Luonnon polymeereistd kitosaanilla on lisdksi luonnollisia
antimikrobisia ominaisuuksia, mitkd useimmilta luonnollisilta polymeereilti puuttuvat.
Hydrogeelimatriiseihin lisdtyt antimikrobiset aineet, kuten metallipartikkelit, kuitenkin

tarjoavat hydrogeelille kaivatut antimikrobiset ominaisuudet mikrobi-infektioita vastaan. '

On osoitettu, ettid metalleja sisiltivien komposiittien vaste riippuu metalli-ionin pitoisuudesta. '
Esimerkiksi Zn?*-ladatulla SA-pohjaisella hydrogeelilli haavasidoksena oli hyvit
antimikrobiset ja biologiset ominaisuudet S. Aureusta ja E. colia vastaan, kun Zn?**-pitoisuus
oli sidetty 0,0001 paino-%. Liian suurta pitoisuutta tulee vilttii solumyrkyllisyyden vuoksi.'8

Hydrogeelien valmistaminen metalli-ionin ja polymeerimatriisin vlisilla
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metallikoordinaatiosidoksilla voi mahdollistaa metalli-ionien hallitun vapautumisen ja lisdksi
parantaa hydrogeelien mekaanista lujuutta, johon voidaan vaikuttaa metalli-ionien pitoisuutta

sadtamalla.'®

Haavasidoksissa metallinanopartikkeleista Ag- seké Ti- ja ZnONP:t ovat yleisimmin kdytettyja
metallinanopartikkeleita ja erityisesti hopeananopartikkeleiden kiytt6d on tutkittu laajasti sen
haavanparanemista stimuloivien ominaisuuksien sekd sen luonnollisen antimikrobisuuden
vuoksi.'> Esimerkiksi AgNP:lld ladatuilla BC-hydrogeeleilld havaittiin antimikrobista

aktiivisuutta  S. aureusta, P. aeruginosaa ja Candida aurista vastaan.'®

Myos
alginaattipohjainen AgNP-hydrogeeli vihensi tehokkaasti inflammaatiota ja edistivét kudosten
korjausta hiirilld suoritetuissa haavakokeissa. Lisdksi on havaittu, ettd AgNP:ita sisdltidvien
hydrogeelien haavan paranemiseen liittyvid ominaisuuksia voidaan parantaa terapeuttisia
aineita lisddmalla. Hiirilld testattaessa infektoituneiden diabeettisten haavojen parantuminen oli
tehokkainta ja nopeampaa kun sidoksen yhteydessé vapautui sekd hopeananopartikkeleita ettd

tulehdusta estivii fibrolasteja stimuloivia l4ikkeitd. >

Hopeananopartikkeleita  siséltdvd  kitosaanipohjainen  hydrogeeli  syntetisoitiin  sen
antimikrobisten ominaisuuksien sekd haavan paranemisominaisuuksien tutkimiseksi.
AgNP:illa ladatut kitosaanihydrogeelit valmistettiin upottamalla valmistetut CS-hydrogeelit
vesiliuoksiin, joissa oli erilaiset hopeanitraattipitoisuudet (CS-Agl: 1,0 g/100 ml; CS-Ag2: 2,0
g/100 ml; CS-Ag3: 3,0 g/100 ml). Lopuksi Ag™-ionit pelkistettiin AgNP:iksi. AgNP:itd
sisdltdvd kitosaanipohjaisen hydrogeelin mekaaniset ominaisuudet osoittautuivat hyviksi,
minka lisdksi sen antibakteeriset vaikutukset S. aureusta ja E. colia vastaan olivat erinomaiset
(kuva 9). AgNP-CS-hydrogeelin ominaisuudet paransivat merkittdvasti myods haavan
paranemista hiirilld suoritetuissa haavakokeissa in vivo (kuva 10). AgNP-ladatuissa
kitosaanipohjaisissa hydrogeeleissd kitosaani pystyy sddtelemddn hopean myrkyllisyyttd
sallimalla kuitenkin hopean antimikrobiset vaikutukset.!! TAmi on merkittivi ominaisuus, silli
hopean ja sinkkioksidin rajoitukset ovat liittyneet niiden biologisen yhteensopivuuden

haasteisiin.!?



28

Inhibition Rate(%)

E.coli S.aureus

Kuva 9. AgNP:illa ladattujen CS-hydrogeelien antibakteerinen kayttdytyminen E. colia ja
S. aureusta vastaan 24 tunnin kuluttua. Antibakteerisuus lisdintyy AgNP-pitoisuuden

kasvaessa. Reprinted from ref. 11, Copyright 2018, with permission from Elsevier.
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Kuva 10. Valokuvat haavojen paranemisprosessista, joita on kisitelty erilaisilla
haavasidoksilla 0, 4, 7 ja 14 pdivda haavan syntymisen jidlkeen. Reprinted from ref. 11,

Copyright 2018, with permission from Elsevier.
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Téllaiset antimikrobisilla aineilla ladatut hydrogeelit ovat osoittaneet perinteisiin
haavasidosmateriaaleihin verrattuna monia etuja, jotka edistidvéit haavan paranemisprosessia.
Vaikutus voi olla seurausta polymeerimatriisien ja nanomateriaalien erilaisista
ominaisuuksista, jotka usein my®&tivaikuttavat synergistisesti haavan paranemisprosessiin.'”
Vaikka monet niistd antimikrobisista geeleistd osoittautuivat tehokkaiksi laajaa patogeenien
kirjoa vastaan, tarvitaan pitkdkestoisia tutkimuksia niiden mahdollisten haittavaikutusten

arvioimiseksi. '

5.2 Antimikrobiset pinnoitteet

Viime vuosikymmenind laitesuunnittelun ja materiaalitieteen kehityksen —myota
implantoitavien lddkinnillisten laitteiden kdyttd on lisddntynyt vaurioituneiden tai sairaiden
kudosten toimintojen palauttamiseksi ja potilaan eldménlaadun parantamiseksi. Erityisen
yleinen haaste laitteisiin liittyen on infektioiden kehittyminen aseptisten tekniikoiden
edistymisestd ja perioperatiivisen antimikrobisen ennaltachkdisyn kéytostd huolimatta.
Esimerkiksi keinoniveltulehdukset ovat yksi yleisimmisté lddkinnillisten laitteiden infektioista
johtuen proteesien laajasta kédytostd. Implanttitulehdukset ovat yleisin korjausleikkauksen syy
kaikissa polven tekonivelleikkauksissa ja yleisin syy polvi- ja lonkkaproteesien poistoissa.
Kirurgisen hoidon estdmiseksi varhainen diagnoosi on avainasemassa, silli pinnallisia

infektioita voidaan hoitaa antibiooteilla suurella onnistumisprosentilla. Diagnoosit voivat

kuitenkin olla haastavia, silld implantti-infektioille ei ole vahvistettu yhteniisii kriteerejd.>

Ladkinnéllisiin laitteisiin, kuten implantteihin seka kirurgisiin tyokaluihin, dialyysikalvoihin ja
katetreihin, liittyvdt infektiot johtuvat tyypillisesti mikro-organismeista, jotka kasvavat
biofilmeissi.!® 2° Biofilmin muodostuminen alkaa bakteerien kiinnittymisesti laitteen pintaan
tai adsorboituihin isintéproteiineihin.?’ On havaittu, etti substraatin pintaan jopa yksittiinen
kiinnittyvi bakteeri voi muodostaa biofilmin alle 24 tunnissa.?! Tdmin vuoksi antibakteeriset
pinnat, jotka estdvit bakteerien kiinnittymisen ja sen avulla biofilmin muodostumisen, ovat
tavoiteltavia.?’ Tillaisten antibakteeristen pintojen suunnittelussa on kolme vaihtoehtoista
strategiaa: bakteereita hylkivdt (bacteria-repelling) pinnat, kosketustuhoamispinnat (contact
killing) ja antimikrobisen aineen aktiivinen vapautuminen pinnoilta (bactericide-releasing

(kuva 11).2!



31

L T oS
= ( ” ket
z
—P £ - L l... '-. S
. 4 2 A . e e gy
e < = S
Bacteria-Repelling Contact Killing Bactericide-Releasing

Kuva 11. Strategiat antibakteeristen hydrogeelipinnoitteiden suunnitteluun. Reprinted from

ref. 20, Copyright 2020, with permission from Elsevier.

Bakteereja  hylkivdt pinnat voivat estdd  bakteerin  kiinnittymisen  pinnalle,
kosketustuhoamispinnat tuhoavat kiinnittyvén bakteerin ja antimikrobisia aineita vapauttava
pinta voi tuhota sekd kiinnittyvdt bakteerit ettd planktoniset, eli kelluvat, mikrobit.
Hydrogeelipinnoitteiden ainutlaatuinen etu on paksuuden séitely antimikrobisten aineiden
lataamisessa sekd kostutettavuus ja vaihtelevat kemialliset rakenteet. Nididen kaikkien

ominaisuuksien ansiosta hydrogeelipinnoitteet voivat sisiltidi nimi kaikki kolme strategiaa.?!

Antimikrobisia metallipartikkeleilla ladattuja hydrogeeleja on testattu esimerkiksi implanttien,
katetrien ja piilolinssien antimikrobisiksi pinnoitteiksi. Esimerkiksi hopeananopartikkeleilla
ladattu  polyetyleeniglykolidiakrylaatti-ko-polyakryylihappo-hydrogeeli titaani-implanttien
pinnoitteena osoitti tehokasta antibakteerista aktiivisuutta S. aureusta, P. aeruginosaa ja
E. colia vastaan. Vaikka useita antimikrobisia implantteja on tutkittu, vain pieni osa niistd on
saavuttanut kliiniset tutkimukset. Tédmid korostaa tehokkaampien ja luotettavampien

menetelmien kehittimistarvetta.'?

Yleisimmat verenkiertoinfektioiden aiheuttajat ovat virtsa- ja suonensisdiset katetrit huolimatta
niiden terminaalisesta sterilisaatiosta, silld asentamisen jélkeen ne kerdédvit useita mikrobien
kiinnittymistd edistdvid biomolekyylejd.!”> Katetrit voivat toimia myds bakteerien
kulkuvillineini sairaalaympiriststd potilaaseen.”  Fisher et al.'> kehittiviit katetreille
pitkdaikaisen antimikrobisen pinnoitteen yhdistimélld hopeananopartikkelit antikoagulantti
polyetyleeniglykoli-ko-hepariiniin. Saatu monikerroksinen pinnoite osoitti jatkuvaa
antiseptistd aktiivisuutta E. colia ja S. aureusta vastaan viiden pdivdn ajan sekd
hemoyhteensopivuuden ihmisen vereen. Kaikista uusista menetelmistd huolimatta useimmat
ndistd katetreista ovat epdonnistuneet mikrobiresistenssin pitkdaikaisen tehon puutteen tai

potilaan kokeman epimiellyttivyyden vuoksi.'?
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Néonkorjaamiseen kéytetyissd piilolinsseissd esiintyvit bakteeri-infektiot ovat vakava
huolenaihe, joka voi johtaa erilaisiin silmdsairauksiin. Esimerkiksi kvaternisoidusta
kitosaanista, AgNP:ista ja grafeenioksidista muodostetut hybridihydrogeelilinssit osoittivat
hyvid antimikrobisia ominaisuuksia ja sytoyhteensopivuutta. Vaikka tillaisten piilolinssien
tutkimukset ovat olleet lupaavia, tarvitaan lisdd eldin- ja ihmiskokeita ennen niiden
antimikrobisten linssien kliinistd kéyttod, silld on tirkedd varmistaa niiden pitkén aikavilin

tehokkuus ja turvallisuus.!®

Bioléddketieteellisten materiaalien implantointiin steriilin ympariston yllapitdmiseksi liittyy
my0s haaste vierasesinevasteesta, minkd ne voivat laukaista kollageenikapselin
muodostumisen kautta. Tdméankaltainen hyljintdreaktio aiheuttaa implantin pysyvén eristyksen
muista kudoksista, mikd haittaa sen toimintaa. Implanttien pinnoitteena testatun
polyhydroksietyylimetakrylaatista ja AgNP:ista valmistetun huokoisen hydrogeelin on
kuitenkin havaittu osoittavan antimikrobisuutta Gram-positiivisille ja -negatiivisille

bakteereille estien samalla vierasesinevasteen eli kollageenikapselin muodostumisen in vivo.?

Antimikrobisten pinnoitteiden metallipartikkelit, jotka estdvdt biofilmien muodostumista,
voivat olla myrkyllisid bakteerisolujen lisdksi my6s ihmissoluille. Metallien aiheuttamaa
myrkyllisyyttd ihmissoluille voitaisiin vidhentdd drsykkeisiin reagoivilla hydrogeeleilld. pH-
herkédn AgNP-dendrimeeri-hydrogeelin syntetisointi implantoitavien ladkinnallisten laitteiden
pinnoitteeksi osoitti antibakteerista aktiivisuutta Gram-positiivisia sekd -negatiivisia bakteereja
vastaan. Bakteerien laukaiseman pH:n happamoitumisen seurauksena pinnoite osoitti
minimaalisella sytotoksisuudella ylivoimaista antibakteerista aktiivisuutta verrattuna

kaupallisiin valmisteisiin.**

Niiden biolddketieteellisten sovellusten kannalta antimikrobisten pinnoitteiden on olennaisinta
estdd biofilmien muodostuminen pinnoille pitdmalla 1ddkinnéllisten laitteiden ja instrumenttien
pinnat vapaina kiinnittyvistd bakteerisoluista. Téhén tarkoitukseen pyritddn ndiden M-NP:illa
ladattujen hydrogeelipinnoitteiden aktiivisilla ja passiivisilla menetelmilld. Aktiivisessa
menetelmassd hydrogeelin sisdltimét metallinanopartikkelit suojaavat pintoja antimikrobisilla
toimintamekanismeillaan tuhoten bakteerisoluja. Passiivisessa menetelméssi taas vihennetéén
bakteerisolujen adsorptiota pinnoilla. N&illd M-NP:illa ladatuilla hydrogeeleilld on siis monia
thanteellisille antimikrobiselle pinnoille kuuluvia ominaisuuksia, kuten bakteerisolujen
tarttuvuuden esto, bakterisidinen aktiivisuus ja itsepuhdistavuus kuolleiden bakteerisolujen

poistamiseksi.
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5.3 Laikekuljetus

Ladkekuljetus on kiinnostava tutkimusala, silld ladkkeen toimittaminen sen terapeuttisten
vaikutuksien kohteeseen on yksi lddke- ja bioteknologiateollisuuden suurimmista haasteista.
Ladkekuljetus voidaan maééritelld prosessiksi, jossa bioaktiivinen aine vapautuu tietylld
nopeudella tietyssd paikassa. Kohdennettu lddkekuljetus on nousemassa ratkaisuksi, jotta
voidaan hyddyntdd tuhansia uusia ladkkeitd, joita tdlld hetkelld rajoittaa turvallisen ja tehokkaan
ladkkeenkuljetusjdrjestelmén puute. Kohdennetun lddkekuljetuksen ansiosta lddkkeitd voidaan
kuljettaa tehokkaammin ja kdtevimmin kuin aikaisemmin, lisdtd potilaiden hoitomyonteisyytta,
pidentdd tuotteen elinkaarta ja vdhentdd terveydenhuollon kustannuksia. Lisdksi ne voivat
suojata ja parantaa helposti hajoavien peptidien ja proteiinien farmakokinetiikkaa, joilla on

usein lyhyt puoliintumisaika in vivo.?

Hydrogeeleja on kaytetty ladkekuljetuksessa ndiden nykyisten haasteiden, kuten lddkkeiden
antomenetelmien mukaan lukien suurien annoksien ja toistuvan annon seké potilastoksisuuden,
voittamiseksi. Hydrogeelit ovat erityisen houkutteleva uudenlainen
ladkkeenkuljetusjarjestelmd ja niitd on kéytetty monilla ladketieteen aloilla, kuten
kardiologiassa, onkologiassa, immunologiassa, haavan paranemisprosesseissa sekéd
kivunhallinnassa.?* Hydrogeelit voivat toimia kantajina monille li#kkeille ja antimikrobisille
aineille, mukaan lukien M-NP:t, antibiootit, synteettiset antimikrobiset aineet ja biologiset

uutteet.'> 24

Hydrogeelit voivat tarjota spatiaalista ja ajallista hallintaa néiden erilaisten terapeuttisten
aineiden vapautumiselle. Sdddeltivien fysikaalisten ominaisuuksiensa, hajoavuuden ja
ladkkeitd hajoamiselta suojaavan kyvyn vuoksi ne toimivat alustana, jolla tapahtuu erilaisia
fysikaaliskemiallisia ~ vuorovaikutuksia  lddkkeiden  kanssa  niiden  vapautumisen
sadtelemiseksi.?* Hydrogeelit ldikkeenkuljetusjirjestelmini ovat suosittu tutkimuskohde my®s
niiden  biologisen  yhteensopivuuden  sekd  hydrofiilisten  lddkkeiden  suuren
latausmahdollisuuden (loading efficiencies) vuoksi. Lisdksi hydrogeelijarjestelmat
mahdollistavat ladketta sisdltdvin hydrogeelin injektoimisen suoraan kohdealueelle, jossa lddke

vaikuttaa kohdennetusti ja vapautuu tasaisesti.??

Hydrogeeleilld on my0s ainutlaatuisia fysikaalisia ominaisuuksia, kuten turpoaminen,
gelaattoriverkoston onkalokoko (mesh size) ja hajoaminen (degradation), joiden avulla ne
muodostavat lddkebiomolekyyleihin vaikuttavan 3D-ympariston. Léadkkeen sisdllytykselld

hydrogeelimatriisiin on merkittdvd vaikutus lddkkeen vapautumiseen ja sen sédtelyyn.
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Hydrogeelit ja lddkemolekyylit ovat molemmat kovalenttisia, minkd vuoksi lddkkeiden
vapautuminen  hydrogeelimatriisista ~ vaatii ~ kovalenttisen  sidoksen  katkeamisen
hydrogeelimatriisin ja lddkemolekyylin vélilld. Kovalenttisen sidoksen katkeaminen voi
tapahtua kemiallisten reaktioiden, entsyymien tai ulkoisten tekijoiden kuten valon ja pH-

muutoksen kautta.?

Hydrogeelien suuren vesipitoisuuden ja suhteellisen suuren huokoskoon vuoksi niihin
ladattujen ladkkeiden vapautuminen on kuitenkin tyypillisesti nopeaa. Tamin haasteen
voittamiseksi on tutkittu useita ldhestymistapoja antimikrobisten aineiden vapautumisen
hallitsemiseksi ja samalla niiden biosidiaktiivisuuden tehostamiseksi sekd myrkyllisyyden
viahentdmiseksi. Uusia tutkittuja strategioita ovat esimerkiksi hydrogeelien ominaisuuksien
optimointi, bakteereihin reagoivat hydrogeelit sekd nanopartikkeleiden siséllyttdminen

hydrogeeleihin. '

Useiden  viime  vuosikymmenten aikana on  tutkittu = laajasti  esimerkiksi
metallinanopartikkeleilla ladattuja hydrogeelipohjaisia jérjestelmid lddkekuljetuksessa. Ndiden
nanopartikkeleiden toimittamien lddkkeiden parantuneet terapeuttiset tehot on onnistuneesti

mukautettu  kliiniseen kiyttoon.?

Metallipartikkelit voivat hydrogeelissd toimia osana
lisikekuljetusta tai ne voidaan ladata hydrogeeleihin antimikrobisiksi ldikkeiksi.?> Naiti
metallinanopartikkeleilla ladattuja hydrogeeleji voidaan hyddyntdd sekd passiivisissa ettd
arsykkeisiin reagoivissa lddkkeiden kuljetus- ja antojirjestelmissd. Ndiden arsykkeisiin
reagoivien ominaisuuksien lisdksi nanopartikkeleilla ladattujen hydrogeelien mekaanisia
ominaisuuksia voidaan parantaa. Tdmd mahdollistaa hydrogeeliin ladattujen lddkkeiden

toimitusaikojen  pidentdmisen, jota muuten rajoittaisi hajoaminen fysiologisissa

ympiristdissi.>?

Passiivisessa lddkekuljetuksessa hydrogeelijérjestelmét luottavat tehokkaaseen diffuusion
pidentymiseen lddkemolekyylien jatkuvan vapautumisen aikaansaamiseksi. Esimerkiksi
AgNP:iden  sisdllyttdminen  geelimatriisiin ~ vdhentdd  hydrofiilisten  lddkkeiden
hydrogeelijirjestelmén kokonaiskuormitusta pidentden samalla lddkkeiden vapautumista.
Lisiksi AgNP:uden etuna on synergiset vaikutukset mikrobi-infektioiden hoidossa.?* Kuvassa
12 esitettyni CMC/ZnO-hydrogeeleihin ladattujen lddkkeiden jatkuva vapautuminen

hydrogeelin turpoamisen ja diffuusion seurauksena.?
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Kuva 12. Ladkkeen vapautumismekanismi CMC/ZnONP-hydrogeelihelmestd veden
vaikutuksesta. Reprinted from ref. 25, Copyright 2021, with permission from Elsevier.

Arsykkeisiin reagoivat lidkekuljetusjirjestelmit mahdollistavat latauksen vapautumisen
vasteena paikallisen ympariston muutoksiin. Perinteisissd hydrogeelijarjestelmissd drsyke on
tyypillisesti sairauteen liittyvd biologinen héiri. Metallinanopartikkeleilla ladatut hydrogeelit
voivat reagoida niin ulkoisiin kuin sisdisiin drsykkeisiin reagoivia dlykkditd lddkkeiden
kuljetus- ja antojarjestelmid. Ulkoinen laukaisutekijd voi olla esimerkiksi optinen drsyke, kuten
fototerminen terapia ja sisdisid drsykkeitd ovat esimerkiksi muutokset pH:ssa, lampdtilassa tai
ionipitoisuudessa. Fototermisen terapian sekd muiden ldmp6d indusoivien mekanismien
lampdvastetta voidaan hyodyntdd terapeuttisissa sovelluksissa yhdistdmilld ladkkeen

vapautuminen niihin limpdominaisuuksiin.**

Erityisesti nanomateriaalien kanssa yhdistetyt pH-herkét hydrogeelit ovat herittineet suurta
kiinnostusta 1dékkeiden kontrolloiduissa vapautumissovelluksissa, silld ne ovat erittdin
yhteensopivia  ithmiskehon kanssa, jossa on erilaisia pH-alueita. pH-herkissd
hydrogeelinanokomposiiteissa  hydrogeelimonomeeri siséltdd pddasiassa happo- tai
emdsherkkid ryhmid. Polyakryylihappo-hydrogeelid kéytettiin  bimetallisen Au/Ag-
nanokonjugaatin pH-herkén dlykkddn materiaalin kanssa menestyksekkaésti kontrolloituun
ladkkeen vapautumiseen (kuva 13). Tamidn fotodynaamisen hydrogeelin antimikrobista
aktitvisuutta tuktittiin Candida tropcalista vastaan fluorosenssimikroskopialla. Havaittiin, ettd
kyseiselld hydrogeelilld kisitellyt bakteerisolut kuolivat fotodynaamisen vaikutuksen alaisena,

kun taas kisitteleméittomét bakteerisolut olivat terveitd.>
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Kuva 13. Bimetallista Au/Ag-nanopartikkeleilla ladattua poly(akryylihappo)hydrogeelid pH-
herkén dlykkddn materiaalin kanssa kdytettiin menestyksekkaisti kontrolloituun ldadkkeen
vapautumiseen haavassa. Reprinted from ref. 25, Copyright 2022, with permission from

Elsevier.

Myo6s muitakin pH-herkkid hydrogeelinanokomposiitteja on tutkittu. Erddssd tutkimuksessa
valmistettiin sitruunahappo-AgNP/polyvinyylialkoholi-hydrogeeli antibakteerisen
siprofloksasiinin lddkekuljetukseen. Valmistettu hydrogeeli toimi siprofloksasiinin kantajana
kuljetuksessa ja osoitti ylivoimaista antimikrobista aktiivisuutta S. aureusta ja E. colia vastaan.
pH-herkkdd nanokomposiittihydrogeelid on testattu myds tulehduskipulddke naprokseenin

kontrolloidun l4dikkeenvapautumisjirjestelmin kehittdmiseksi.?

Infektioiden hoidossa kéytettdvien antibakteeristen lddkkeiden ja tulehduskipulddkkeiden
lisiksi M-NP-hydrogeelijarjestelmid on tutkittu my0s syoOpdlddkkeiden ja haavojen
paranemiseen liittyvien lddkkeiden kuljetuksessa. Ladmpoherkkdd polyakryyliamidista ja
kultananopartikkeleista ja -sauvoista valmistettua hydrogeelid kéytettiin sydvinvastaisen
ladkkeen, doksorubisiinin, toimittamiseen rintasyOpasoluihin. Positiivisia tuloksia havaittiin
valosta riippuvaisen lddkkeen vapautumiselle hydrogeelimatriisista. My0Os muitakin
onnistuneita tutkimustuloksia syovinvastaisen ladkkeen vapautumisesta
M-NP-hydrogeelijirjestelmiisti ~on  raportoitu.”>  Erdiissi  diabeettisten  haavojen

paranemisisprosessin tutkimuksessa syntetisoitiin polyetyleeniglykoli-SH:n ja AgNOs;:n vililla
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ruiskeena annettava hydrogeeli, johon ladattiin deferoksamiinia (DFO). Kyseiselld geelilld
havaittiin antibakteerinen ja angiogeeninen kyky diabeettisten haavojen parantamisessa

(kuva 14).%
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Kuva 14. A) Hydrogeelin muodostuminen; B) Angiogeneesii edistivan DFO-lddkkeiden in
situ-kapselointi; C) Hydrogeelin tyypin 1 diabeteksen jalkahaavoille (vasemmalla) ja
terapeuttinen vaikutus (oikealla); D) Hydrogeelin mekanismi diabeettisten haavojen hoidossa.

Reprinted from ref. 26, © 2020 Wiley-VCH GmbH.

Viimeaikaiset tutkimukset ovat osoittaneet, ettd metallinanopartikkeleiden yhdistiminen
perinteisten antibioottien kanssa ei ainoastaan vihennd molempien aineiden myrkyllisyyttd
thmissoluille vahentdmaélld suurten annosten tarvetta, vaan my0s parantaa niiden bakterisidisia
ominaisuuksia. Antibioottien yhdistiminen metallinanopartikkeleiden kanssa my0s palauttaa
niiden kyvyn tuhota niille resistenttejd bakteereja. Lisdksi synergististen vaikutusten on
osoitettu lisddvdn antibioottien pitoisuutta bakteeri-antibioottivuorovaikutuskohdassa seka

helpottavan antibioottien sitoutumista bakteereihin.'*

Metallipartikkeleilla ladattuja hydrogeelejda on kaytetty niin syopilddkkeiden kuin

antibakteeristen lddkkeiden kuljetuksessa sekd hyOodyntdmilld geelimatriisiin ladattuja
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metallipartikkeleita antimikrobisina ladkkeind. M-NP:illa ladatuilla hydrogeeleilld tehdyt
tutkimukset lidikekuljetuksessa ovat olleet lupaavia.® Hallittu ja pitkittynyt vapautuminen,
paikallinen anto, stimuloitu péélle/pois-vapautus, parantunut mekaaninen lujuus ja

bioyhteensopivuus ovat etuja, joita hydrogeelijirjestelmit voivat tarjota.’

6 Yhteenveto

Liadkeresistenttien bakteerien ja biofilmien ilmaantumisen myo6td terveydenhoitoon liittyvien
infektioiden tuomat ongelmat ovat kasvaneet. HAIl:den korkean kuolleisuuden ja
sairastuvuuden vuoksi tarvitaan kiireellisesti vaihtoehtoisia antimikrobisia biomateriaaleja
tehottomien perinteisten antibakteeristen lisikkeiden rinnalle. *!° Potentiaaliseksi vaihtoehdoksi
ovat nousseet luonnollisista tai synteettistd polymeereistd valmistetut hydrogeelit, joilla on
suuri potentiaali kisitelld ja hallita HAI:ta.!> Uusia ainutlaatuisiin ominaisuuksiin tihtifvii
funktionaalisia materiaaleja on kehitetty kdyttdmalld antimikrobisten nanomateriaalien, kuten

metallinanopartikkeleiden, yhdistdmisti ndihin hydrogeeliverkostoihin. '

Antimikrobiset hydrogeelit, kuten metallogeelit, voivat auttaa ratkaisemaan néitd
antimikrobilddketieteen nykypdivdn haasteita, mukaan lukien antibioottiresistenssin.
Antimikrobisten  hydrogeelien ainutlaatuiset ominaisuudet, kuten kolmiulotteinen
verkkorakenne, bioyhteensopivuus sekd mekaaninen muokattavuus, tekevit niistd
potentiaalisen materiaalin erilaisiin lidketieteellisiin sovelluksiin.” Niiden antimikrobisten
hydrogeelien kéyttokohteita ladketieteessd ovat esimerkiksi haavasidokset, piilolinssit,
erilaisten infektioiden hoito esimerkiksi antimikrobisten pinnoitteiden avulla, lddkekuljetus

seki kudosteknologia.” 1

Antimikrobisilla hydrogeeleilli on useita mekanismeja antimikrobilddketieteen haasteita
vastaan. Antimikrobisten hydrogeelien paikallinen kéyton avulla voitaisiin vélttda lddkkeiden
systeemisen kdyton tuomat ei-toivotut sivuvaikutukset. Uudenlainen lddkekuljetus voisi
mahdollistaa antimikrobisten lddkkeiden kestdvin vapautumisen, pitkdaikaisen antimikrobisen
vaikutuksen ja sen avulla voitaisiin vilttdd myos resistenttien bakteerien seulonta. Lisdksi
antimikrobisten hydrogeelien sisdltimien nanopartikkeleiden useiden vaikutusmekanismien
ansiosta bakteerien on hankala kehittéd resistenssid niitd kohtaan. Hydrogeelien komponenteilla

voi olla keskendén synergistisid vaikutuksia, mitkd tekevit niistd tehokkaampia. Niiden
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kaikkien ominaisuuksien avulla antimikrobiset hydrogeelit voisivat tarjota nykyisid

hoitomuotoja laajemman antibakteerisen kirjon ja paremman antimikrobisen vaikutuksen.’

Antimikrobisia ominaisuuksia sisdltdvilla metallogeeleilld on kuitenkin lukuisten hyvien
ominaisuuksien lisiksi myds huonoja ominaisuuksia.!”> Vaikka metallinanopartikkeleiden
korkea biologinen ja kemiallinen aktiivisuus tekee niisté lupaavia materiaaleja antibakteerisissa
hoidoissa, metallien myrkyllisyys rajoittaa niiden kiyttdod.'* Timin vuoksi lisitutkimuksia
tarvitaan metallien antibakteeristen mekanismien selvittdmiseksi, jotta bakteerien yksilollinen
herkkyys eri metallikomponenteille voitaisiin ymmartda paremmin. Metallinanopartikkeleiden
pintaa sekd fysikaaliskemiallisia ominaisuuksia sddtdmélld voitaisiin vaikuttaa metallin
vuorovaikutukseen bakteerin soluseindn kanssa sekd metalli-ionin vapautumiseen. Tédma
johtaisi tehokkaampaan bakteerien tuhoamiseen sekd mahdollistaisi kéytettyjen yhdisteiden
annoksen pienentdmisen néiden ei-toivottujen sivuvaikutuksen vahentdmiseksi, silld metallien
myrkyllisyyden on havaittu olevan pitoisuudesta riippuvainen.'®> Metallien myrkyllisyyteen
voidaan vaikuttaa myods &rsykkeisiin reagoivilla vapautusjirjestelmilld, jolloin jirjestelméa
vapauttaa antimikrobisia metallipartikkeleita vain halutun &rsykkeen, kuten bakteerien

mikroympiristéon aiheuttamien muutosten, seurauksena.’

Antimikrobisia hydrogeelejd on tutkittu niiden monien lupaavien ominaisuuksien vuoksi
myrkyllisyydestd huolimatta. Monet ndistd antimikrobisista hydrogeeleistd ovat osoittaneet
lupaavia tuloksia in vitro, mutta lupaavat kliiniset tutkimukset puuttuvat. Kliinisen
menestyksen saavuttamiseksi antimikrobisten hydrogeelien on saavutettava bakterisidisia
ladkeainetasoja sdilyttden samalla antimikrobinen aktiivisuus. Lisdksi niiden tulisi olla
soluystdvallisid ja samalla pystyd toimimaan my0s resistenttejd kehittdvid bakteereja vastaan
tehokkaasti. Kaikki nima haasteet selittdvét eron useiden meneillddn olevien tutkimusten, ja
markkinoille tulevien tuotteiden méaérédssa. Lisdksi kehittyneiden hydrogeelien kaupallistumista

estdid myos niiden korkeat kustannukset. >

Uusia hoitomuotoja tarvitaan nykyisten antibakteeristen lddkkeiden jdddessd tehottomaksi
bakteerien aiheuttamien tautien hoidossa. Tavoiteltavia ovat metallia siséltdvét antimikrobiset
hydrogeelijarjestelmét, joilla on laaja antimikrobinen vaikutus monilddkeresistentteja

mikrobeja vastaan, korkea selektiivisyys sekd vihidinen myrkyllisyys ihmissoluille.’



Kokeellinen osa
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7 Tyon tarkoitus

Tdmén kandidaatin tutkimusprojektin tarkoituksena oli valmistaa sappihappopohjaisia
supramolekulaarisia kuparogeelejd salisyylialdehydin ldsnd ollessa erilaisissa liuottimissa.
Ty0ossa tutkittiin sappihappopohjaisten gelaattoreiden (kuva 15)
geelinmuodostumisominaisuuksia erilaissa livottimissa, salisyylialdehydin ja
sappihappojohdannaisen vapaan aminoryhmén muodostaman Schiffin eméksen luoman
koordinaatioympdriston (kuva 16) vaikutusta sekd liuottimen ja kantasuolaliuoksen
tilavuussuhdetta ~ geelinmuodostumisessa. ~ Oletettu  Schiffin  emiksen ja Cu*':

koordinaatiorakenteen rakennekaava esitetddn kuvassa 2.

7
2 0

" H 0]

NTNGNH, OH

HOW

Kuva 15. Sappihappojohdannaisten rakenne 1-3 ja salisyylialdehydin rakenne 4.

HO )

Kuva 16. Sappihappojohdannaisten ja salisyylialdehydin muodostaman Schiffin eméksen ja

Cu?"n koordinoituminen.
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8 Materiaalit ja menetelmiit

Sappihappojohdannaisten gelatointikokeissa kdytetyt reagenssit ja niiden tiedot on esitetty

taulukossa 1.

Taulukko 1. Tydssé kéytetyt reagenssit

Reagenssi Valmistaja Puhtaus
1-Butanoli VWR 100 %
CuCl Aldrich 97 %
DMF Chromasolv Plus

1-Heksanoli Riedel-de Haén 98 %
Metanoli Honeywell >99.,8 %
1-Pentanoli Fluka 99 %
Salisyylialdehydi VWR 98 %

Sappihappojohdannaiset 1-3 oli valmistettu tutkimusryhmésséd aiemmin.

Salisyylialdehydin  tislaus  suoritettiin  alipainetislauksella ~ manttelin  avulla  ja
sappihappojohdannaiset kuivattiin vakuumilinjassa yon yli. Gelatointikokeissa kéytettiin
automaattipipettejd, ultradanihaudetta ja kuumailmapistoolia. Tislatusta salisyylialdehydista ja
kuivatuista sappihappojen amino(alkyyli),amideista (n = 2, 4, 6) mitattiin '"H NMR-spektrit
kayttden Jyvdskyldn yliopiston kemian laitoksen Bruker Avance III HD 300 MHz NMR-
spektrometrid. NMR-néytteissd kiytettiin liuottimina deuteroitua kloroformia (CDCI3) ja
metanolia (MeOD) ja NMR-spektrin ppm-asteikko kiinnitettiin liuottimien jddnndsprotonien

signaaleihin § (CHCl;) = 7,26 ppm ja 6 (MeOH) = 4,87 ppm.

9 Tyon suoritus

Téssd tyOssa tutkittiin kolmen eri sappihappojohdannaisen geelinmuodostumisominaisuuksia
kuparisuolaliuoksen ja salisyylialdehydin l14sné ollessa viidessé erilaisessa liuottimessa. Tyon
edetessd ja tehtyjen havaintojen perusteella kokeiltiin myos kuparisuolaliuoksen ja liuottimien

tilavuussuhteiden vaikutusta sappihappojohdannaisten geelinmuodostumisominaisuuksiin



42

viahentdmélld ndytteen sisdltimad vesimddrad. Lisdksi geelin muodostumista testattiin ilman

salisyylialdehydin ldsnéoloa.

Tyo aloitettiin salisyylialdehydin tislauksella ja sappihappojohdannaisten kuivauksella.
Salisyylialdehydi tislattiin vakuumitislauksella, jossa alipaine luodaan vesisuihkupumpun
avulla. Salisyylialdehydi alkoi tislautua lampétilassa 196 °C ja tuotteen kerdyslampétila oli
196-197 °C. Sappihappojohdannaiset kuivattiin yon yli vakuumilinjassa ja niiden, seké tislatun
salisyylialdehydin, '"H NMR-spektrit mitattiin puhtauden tarkistamiseksi. NMR-spektrit
16ytyvat liitteistd 1-4.

Sappihappojohdannaisten gelatointikokeet salisyylialdehydin ja kuparisuolaliuoksen kanssa
tehtiln 2 mlin korkillisissa niytevialleissa. Ty0 aloitettiin  punnitsemalla jokaista
sappihappojohdannaista vaa’alla (Redwag XA/2X) 5 mg + 0,01 mg vialliin. Lisiksi punnittiin
kantasuolaliuosten valmistamiseen tarvittava CuCl, médrd vastaamaan kolmasosaa
sappihappojohdannaisen  ainemédristd. Kuparisuolaliuosten valmistuksessa  punnittu
kuparikloridi liuotettiin 12,5 ml:aan ionivaihdettua vettd. Sappihappojohdannaisiin 1-3
lisdttyjen kuparisuolaliuosten konsentraatiot olivat 2,14 mg/ml (H20) (1), 2,00 mg/ml (H20)
(2) ja 1,89 mg/ml (H20) (3).

Gelatointikokeet aloitettiin lisddmélld naytevialliin automaattipipeteilld 250 pl liuotinta ja
tarkastelemalla, liukeneeko sappihappojohdannainen kyseiseen liuottimeen. Tydssd kdytetyt
livottimet olivat metanoli, 1-butanoli, 1-pentanoli, 1-heksanoli ja DMF. Seuraavaksi vialliin
lisattiin kuparikloridin kantaliuosta automaattipipetilld 250 pl, jolloin sappihappojohdannaisen

ja Cu**:n ainemaiirit vastasivat moolisuhdetta 3:1. Havainnot kirjattiin ylos.

Liuottimen ja kuparisuolaliuoksen lisdysten jdlkeen salisyylialdehydi lisattiin vialliin
automaattipipetilld  siten, ettd salisyylialdehydin  ainemddrd oli sama  kuin
sappihappojohdannaisen ainemairi. Salisyylialdehydin tilavuudet eri sappihappojohdannaisten
tapauksissa esitetddn taulukossa 2. Salisyylialdehydin lisdyksen jédlkeen wvialli laitettiin
ultraddnihauteeseen minuutiksi ja tdmén jdlkeen viallia kuumennettiin kuumailmapistoolilla,
kunnes liuoksen kiehumispiste saavutettiin tai ndytteen sisdltima kaikki kiinted aines liukeni.
Kaikki havainnot ndytteen liukoisuudessa ja vérissd havainnoitiin. Lopuksi ndyte asetettiin

telineeseen ja ndytettd tarkasteltiin tunnin sekd vuorokauden tai viikon kuluttua uudelleen.
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Taulukko 2. Sappihappojohdannaiset ja lisétyn salisyylialdehydin tilavuus

Sappihappojohdannainen | V(salisyylialdehydi)/ul
1 1,25
2 1,17
3 1,10

Kun kokeet tehtiin liuotin/kantasuolaliuos-suhteella 50/50, geelejd ei muodostunut. Tdmén
vuoksi testattiin geelinmuodostumista védhentdmilld néytteen sisdltimdd vesimadraa.
Sappihappojohdannaisten gelatointikokeet etenivit muuten tiysin samalla tavalla kuin edella
on kuvattu, mutta livotinta liséttiin 450 pl ja vettd sisdltdvdd kuparisuolaliuosta 50 pl.
Kuparisuolaliuokset valmistettiin tdhdn gelatointiin liuottamalla kuparikloridi 2,5 ml:aan
ionivaihdettua vettd, jolloin kuparisuolaliuosten konsentraatiot olivat 10,70 mg/ml (H20) (1),
10,03 mg/ml (H20) (2) ja 9,44 mg/ml (H20) (3). Vesiméérdn vdhentdminen ei johtanut
gelatoitumiseen, vaan liuottimet erottuivat selvdsti useammaksi kerrokseksi vesimiédrdn
vihennyksen myotd. Sappihappojohdannaisten  gelatointia  kokeiltiin - myds  ilman
salisyylialdehydin lisdystd, jolloin tyOvaiheet pysyivdt muuten samana. Tyon tulokset ja

havainnot kirjattiin ylos.

10 Tyon tulokset

Tyossd tehtiin yhteensd 47 koetta ja ndytteiden véri ja koostumus havainnointiin jokaisen
lisdyksen sekd ultraddnikésittelyn ja lammityksen jilkeen. Lisdksi ndyte tarkistettiin tunnin ja
vuorokauden/viikon kuluttua mahdollisuuksien mukaan. Kokeiden tulokset ja niiden tulkinta
esitetddin liitteessd 5. TyOn tavoitteena oli valmistaa sappihappopohjaisia kuparogeelejd, joissa
kupari koordinoituu gelaattoriin muodostaen metallogeelin. Yhteensd ty0ssd onnistuttiin
valmistamaan kuusi geelid tai osittaista geelid, jotka esitetddn taulukossa 3. Kuvassa 17

esitetddin kahden geelin, sekd yhden heikon geelin rakenne.
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Taulukko 3. Muodostuneet geelit ja osittaiset geelit

Sappihappo- | Liuotin Salisyyli- | V(CuClz) Tulos | Seuranta-aika
johdannainen | (V =250 pl) aldehydi

2 DMF Ei 250 pl G 3h

2 MeOH Ei 250 pl PG- [3h

2 DMF Kylla 250 pl PG- | 1vk

3 MeOH Ei 250 pl G 1 vk

3 MeOH Ei 250 pl G- 3h

3 DMF Ei 250 pl PG 3h

Kuva 17. Reunoissa geelit, joissa ei virtausta. Keskelld heikko geeli, jossa hiukan virtausta.

Tyossd havaittiin, ettd litokoolithapon 2-aminoetyyliamidi (1) ei muodostanut geelejd. Sen
sijaan litokoolihapon 4-aminobutyyliamidi (2) ja 6-aminoheksyyliamidi (3) muodostivat
geelejd, sekd osittaisia geelejd. Sappihappojohdannaisten alkyyliketjun pituus vaikuttaa siis
selvdsti geelin muodostumiseen, ja timéd saattaa johtua esimerkiksi siitd, ettd alkyyliketjun
pituus vaikuttaa sappihappojohdannaisen liukoisuusominaisuuksiin. Mitd lyhyempi ketju on,

sitd paremmin johdannainen yleensi liukenee.

Tutkimuksen aikana tehdyissd kokeissa geelit tai osittaiset geelit syntyivét suurimmaksi osaksi
systeemeissd, jotka eivét siséltidneet salisyylialdehydid. Salisyylialdehydin ldsnd ollessa

muodostui ainoastaan yksi heikko osittainen geeli. Sappihappojohdannaiset ndyttdisivitkin
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tarjoavan paremman koordinaatioympiristén Cu?*-ionille kuin salisyylialdehydin ja
sappihappojohdannaisen muodostama Schiffin emis. Lisdysjdrjestystd muuttamalla olisi voitu
vaikuttaa sithen, ettd Schiffin emis olisi muodostunut ennen metalli-ionin lisdystd, mika

puolestaan olisi saattanut vaikuttaa geelin muodostumiseen.

TyoOssd kiytetyistd liuottimista geeleja muodostui ainoastaan metanolissa ja DMF:ssa.
Molemmat liuottimet ovat poolisia verrattuna muihin testattuihin liuottimiin (1-butanoli,
1- pentanoli ja 1-heksanoli). Saatujen tulosten perusteella voidaan myods péételld, ettd geelin
muodostuminen vaatii vettd ja liuottimen/kantasuolaliuoksen 50/50-suhde toimii paremmin,

kuin kantasuolaliuoksen vdhentidminen.

11 Johtopaitokset

Tutkimuksen tuloksena havaittiin  litokoolihapon  4-aminobutyyliamidin  (2) ja
6-aminoheksyyliamidin (3) toimivan geelin muodostuksessa, mutta litokoolihapon
2- aminoetyyliamidin (1) ei. Lisdksi havaittiin poolisten liuottimien (MeOH ja DMF)
muodostavan geelejd paremmin kuin vdhemmaén poolisten liuottimien. Salisyylialdehydi ei
parantanut kuparogeelien muodostumista, vaan itse asiassa geeliytyminen onnistui paremmin
ilman aldehydin lisdystd. Jos aldehydi olisi lisdtty ennen kuparisuolan lisdystd, olisi haluttu
Schiffin eméds mahdollisesti muodostanut otollisen koordinaatioympériston kupari-ionille ja se
olisi saattanut vaikuttaa geelien muodostumiseen. Tutkimuksessa havaittiin myos liuottimen ja
kantasuolaliuoksen 1:1-suhteen toimivan 9:1-suhdetta paremmin, silld vesimééraa

vihentdmaéll4 liuokset erottuivat useammaksi kerrokseksi eikd geeleja muodostunut.

Tarkeimpand  havaintona  tyGssd  voidaan  pitdd  salisyylialdehydin  vaikutusta
geelinmuodostumisominaisuuksiin. Huomioitavaa on, ettd ilman salisyylialdehydid tehdyt
ndytteet valmistettiin laboratoriossa viimeisend tutkimuspdivéni, minkd vuoksi niiden seuranta
oli vain muutaman tunnin. Jos seuranta-aikaa olisi jatkettu, olisi ndistd mahdollisesti

useampikin voinut muodostaa geeleja.
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Taulukko 4. Niytteiden havainnoinnissa kédytetyt lyhenteet

PS + Osittain liukoinen ilman A

PS Osittain liukoinen A
S+ Liukoinen ilman A
S Liukoinen A

PG Osittainen geeli (20—50 % nestettd jiljelld)

PG - | Heikko osittainen geeli (50—75 % nestettd jéljelld)

G Geeli (1-2 pisaraa nestettd)

G- Heikko geeli (5-20 % nestettd jdljelld)

Taulukko 5. Taulukot A-I

LIITE 5 (1/13)

Taulukko | Sappihappo- V(liuotin)/ul | V(kantasuolaliuos)/ul | Salisyylialdehydi
johdannainen

A 1 250 250 Kylla
B 2 250 250 Kylla
C 3 250 250 Kylla
D 1 450 50 Kylla
E 2 450 50 Kylla
F 3 450 50 Kylla
G 1 250 250 Ei

H 2 250 250 Ei

I 3 250 250 Ei




TAULUKKO A

Naytteen
numero

Liuotin

1 h:n seuranta

1 vk:n seuranta

1| MeOH PS+ PS, vaal.vihred PS, kirkas ja
seassa tum.
PS+, sininen vihreda sakkaa
PS+, vihred
PS, kelt.vihred
2 | 1-butanoli PS+ Kerrostunut Kerrostunut

PS+, vaal.sininen, faasiraja nakyvissa
PS+, vihrea, faasiraja nakyvissa
Kerrostunut

Y PS,tum.vihrea
A PS, vaal. vihred

Y S, oliiv. Vihrea
A PS, vaal.vihred

Y S, oliiv. vihrea
A PS, valkoinen

3 | 1-pentanoli

PS+

PS+, vaal.sininen, faasiraja nakyvissa
PS+, vihrea, faasiraja nakyvissa
Kerrostunut

Y PS, tum.vihrea
A PS, vaal. vihred

Kerrostunut
Y PS, oliiv.vihrea
A PS, vaal.vihred

Kerrostunut
Y PS, oliiv. vihred
A PS, valkoinen

4 | 1-heksanoli

PS+

Kerrostunut
Y PS+, valkoinen
A PS+, vaal. sininen

PS+, vihrea, faasiraja nakyvissa
Kerrostunut

Y PS, tum.vihrea
A PS, vaal.vihred

Kerrostunut
Y PS, oliiv. vihred
A PS, vaal.vihred

Kerrostunut
Y PS, oliiv. vihred
A PS, valkoinen

5 | DMF

PS+

PS+, vaal.sininen

PS+, vihred

PS, vaal.vihrea

PS, vihrea

PS, vihrea ja
pohjalla tummaa
sakkaa

- 2 vk:n kuluttua
kirkas ja seassa
vihreaa sakkaa




TAULUKKO B

Naytteen
numero

Liuotin

1 h:n seuranta

1 vk:n seuranta

6 | MeOH S+ PS, vaal.vihred PS, vaal.vihred ja
seassa
PS+, vaal.sinivihred tum.vihreaa
sakkaa
PS+, vaal.vihrea
PS, vaal.vihred
7 | 1-butanoli | PS+ Kerrostunut Kerrostunut
Y S, oliiv. vihrea Y S, oliiv. vihred
PS+, vaal.sininen, faasiraja A'S, kirkas A'S, kirkas
nakyvissa
PS+, vihrea, faasiraja nakyvissa
Kerrostunut
Y PS, ruskea
A PS, vaal. vihred
8 | 1-pentanoli | S+ Kerrostunut Kerrostunut
Y S, oliiv. vihrea Y 'S, oliiv. vihrea
PS+, vaal.sininen, faasiraja A PS, valkoinen A'S, kirkas
nakyvissa
Kerrostunut
Y S+, oliiv.vihrea
A PS+, vaal.vihrea
Kerrostunut
Y PS, ruskea
A PS, valkoinen
9 | 1-heksanoli | PS+ Kerrostunut Kerrostunut
Y PS, oliiv. vihred Y 'S, oliiv. vihrea
Kerrostunut A PS, valkoinen A'S, kirkas
Y S+, kirkas
A PS+, vaal. sininen
Kerrostunut
Y S+, oliiv.vihred
A PS+, vaal.vihred
Kerrostunut
Y PS, ruskea
A PS,vaal. vihred
10 | DMF PS+ PS, vihrea PS, vihred

PS+, vaal.sininen
PS+, vihred

PS, vihred, viallin pinnalla mustaa

- 2 vk:n kuluttua
muodostunut PG-
vihred geeli ja
kirkas neste




TAULUKKO C

Ndytteen
numero

11A

Liuotin
MeOH

S+

PS+, vaal.sininen

G+, vaal.sininen

- GEELI ENNEN ALDEHYDIN

LISAYSTA, El

ULTRAAANIHAUDETTA, El

LAMMITYSTA

1 h:n seuranta
G, vaal.sininen

1 vk:n seuranta
G, vaal.sininen

11B

MeOH

S+

PS+, vaal.sininen

PS+, vaal.vihrea

PS, vaal.vihred

PS, vaal.vihred

PS, kirkas ja
pohjalla
tum.vihreda
sakkaa

12

1-butanoli

PS+

Kerrostunut
Y S+, kirkas
A PS+, samea vaalea

Kerrostunut
Y S+, keltainen
A PS+, vaal.keltainen

Kerrostunut
Y PS, oliiv.vihrea
A PS, vaal. vihred

Kerrostunut
Y S, oliiv. vihrea
A PS, valkoinen

Kerrostunut
Y S, oliiv. vihred
A PS, valkoinen

13

1-pentanoli

PS+

Kerrostunut
Y S+, kirkas
A PS+, samea vaalea

Kerrostunut
Y S+, keltainen
A PS+, vaal.keltainen

Kerrostunut
Y PS, oliiv.vihrea
A PS, vaal.vihrea

Kerrostunut
Y PS, oliiv. vihrea
A PS, valkoinen

Kerrostunut
Y PS, oliiv. vihrea
A PS, valkoinen

14

1-heksanoli

PS+

Kerrostunut
Y S+, kirkas
A PS+, samea vaalea

Kerrostunut
Y PS, oliiv. vihrea
A PS, valkoinen

Kerrostunut
Y PS, oliiv. vihrea
A PS, valkoinen




Kerrostunut
Y S+, keltainen
A PS+, vaal.keltainen

Kerrostunut
Y PS, ruskea
A PS, valkoinen

15 | DMF PS+ PS, vihred PS, vaal.vihrei ja
pohjalla vihreaa
PS+, vaal.sininen, jsghme3mpi sakkaa
rakenne
PS+, vihred, jahmesd
PS, vihred, viaalin pinnalla mustaa
16 | DMF PS+ PS, vihred PS, vihred ja

PS+, vaal.sininen, jahmeampi
rakenne

PS+, vihred, jahmesd

- EI ULTRAAANIHAUDETTA, EI
LAMMITYSTA

pohjalla vihreaa
sakkaa




TAULUKKO D

Naytteen
numero

Liuotin

1 h:n seuranta

1 vrk:n seuranta

17 | MeOH PS+ PS, oliiv.vihrea S, oliiv.vihrea
PS+, vaal.sininen
PS+, vihred
PS, oliiv.vihrea
18 | 1-butanoli PS+ PS, oliiv.vihrea ja S, oliiv. vihrea
vihreda sakkaa
PS+, samea vaalea ja vaal.sinists pohjalla
sakkaa pohjalla
PS+, keltainen ja keltaista sakkaa
pohjalla
PS, oliiv.vihrea ja vihreda sakkaa
pohjalla
19 | 1-pentanoli | PS+ PS, oliiv.vihrea ja PS, oliiv. vihrea
valkoista sakkaa,
Kerrostunut hieman
Y PS+, samea vaalea jahmeampi
A PS+, vaal.sininen, kuplia rakenne
PS+, keltainen ja valkoista sakkaa
PS, oliiv.vihred ja valkoista sakkaa
20 | 1-heksanoli | PS+ PS, oliiv.vihrea ja PS, oliiv.vihrea
vaaleaa sakkaa
PS+, kirkas ja vaal.sininen helmi pohjalla
pohjalla
PS+, keltainen ja vaal.sininen helmi
pohjalla
Kerrostunut
Y PS, vihred
A PS, vaal.sininen
21 | DMF PS+ S, oliiv.vihrea S, oliiv.vihrea

PS+, vaal.sininen, hiukan jahmeampi
PS+, vihred, hiukan jahmeampi

S, oliiv.vihrea




TAULUKKO E

Ndytteen
numero

22

Liuotin
MeOH

S+

PS+, vaal.sininen

PS+, kelt.vihred

PS, oliiv.vihred

1 h:n seuranta
S, oliiv. vihrea

1 vrk:n seuranta
PS, keltainen ja
tummaa sakkaa

23

1-butanoli

PS+

Kerrostunut

Y S+, kirkas

A PS+, vaalea ja vaal.sininen helmi

PS+, keltainen ja pohjalla helmia

S, ruskea

S, oliiv. vihrea

S, oliiv.vihrea

24

1-pentanoli

PS+

Kerrostunut
Y S+, kirkas
A PS+, vaalea ja vaal.sininen helmi

Kerrostunut
Y S+, keltainen
A PS+, valkoinen helmi

Kerrostunut
Y S, oliiv.vihred
A PS, valkoiset helmet

Kerrostunut

Y S, oliiv. vihrea
A PS, kirkkaita
helmia

PS, oliiv.vihred ja
kirkkaita helmia

25

1-heksanoli

PS+

Kerrostunut
Y PS+, samea vaalea
A PS+, vaal.sininen helmi

Kerrostunut
Y S+, keltainen
A PS+, vaalea helmi

Kerrostunut
Y S, oliiv.vihred
A PS, valkeat helmet

Kerrostunut

Y S, oliiv. vihrea
A PS, kirkkaita
helmia

PS, oliiv.vihred ja
kirkkaita helmia

26

DMF

PS+

PS+, vaal.sininen, jdhmeampi
rakenne

PS+, vihred

S, ruskea

S, ruskea

S, ruskea




TAULUKKO F

Naytteen
numero
27

Liuotin
MeOH

S+

PS+, vaal.sininen

PS+, oliiv.vihrea

S, oliiv.vihrea

1 h:n seuranta
PS, oliiv.vihred ja
tummaa sakkaa
pohjalla

1 vrk:n seuranta
PS, oliiv.vihrea ja
tummaa sakkaa
pohjalla

28

1-butanoli

S+

Kerrostunut
Y PS+, vaalea
A PS+, vaal.sinisid helmia

Kerrostunut
Y PS+, keltainen
A PS+, vaaleita helmia

Kerrostunut
Y PS, oliiv.vihrea
A PS, valkeita helmia

PS, kirkas ja tummaa
sakkaa pohjalla

PS, oliiv.vihred ja
tummaa sakkaa
pohjalla

29

1-pentanoli

S+

Kerrostunut
Y S+, kirkas
A PS+, vaal.sininen helmia

Kerrostunut
Y S+, keltainen
A PS+, vaaleita helmia

PS, ruskea ja valkeaa sakkaa
pohjalla

PS, oliiv.vihred ja
vaa.sinista sakkaa,
hiukan jahmea
rakenne

PS, oliiv.vihred ja
vaal.sinista sakkaa

30

1-heksanoli

S+

Kerrostunut
Y S+, kirkas
A PS+, vaalea helmi

Kerrostunut
Y S+, keltainen
A PS+, vaaleita helmia

Kerrostunut
Y S, ruskea
A PS, valkeita helmia

PS, oliiv.vihred ja
muutamia helmia,
hiukan jahmea
rakenne

PS, oliiv.vihrea ja
helmia




31

DMF

S+

PS+, vaal.sininen

PS+, vihred

S, ruskea

S, ruskea

S, ruskea




TAULUKKO G

Naytteen
numero

Liuotin

1 h:n seuranta

32 | MeOH PS+ PS, vaal.sininen
PS+, vaal.sininen, jdhmedampi
PS, vaal.sininen
33 | 1-butanoli PS+ 3 kerrosta
Y S, kirkas
3 kerrosta, jahmed rakenne KPS, sininen

Y PS+, kirkas
K PS+, valkoinen
A PS+, vaal.sininen

3 kerrosta, jahmea rakenne
Y PS, vaalea

K PS, turkoosi

A PS, sininen

A PS, vaal.sininen

34 | 1-pentanoli

PS+, jdhmeampi rakenne

3 kerrosta

Y PS+, vaal.sininen

K PS+, samea variton
A PS+, vaal.sininen

3 kerrosta

Y PS, vaal.sininen

K PS, samea variton
A PS, vaal.sininen

3 kerrosta
Y PS, vaal.sininen
K'S, kirkas
A PS, vaal.sininen

35 | 1-heksanoli

PS+, jdhmeampi rakenne

3 kerrosta

Y PS+, samea variton

K PS+, samea variton, ylapuolta
kirkkaampi

A PS+, vaal.sininen

3 kerrosta

Y PS, vaal.sininen

K PS, samea variton
A PS, vaal.sininen

3 kerrosta

Y PS, vaal.sininen

K PS, samea variton
A PS, vaal.sininen

36 | DMF

PS+, jdhmeampi rakenne

PS+, vaal.sininen, jahmeampi
rakenne

3 kerrosta

Y PS, sininen

K PS, vaal.sininen

A PS, samea variton

PS, vaal.sininen




TAULUKKO H

Naytteen
numero Liuotin 1 h:n seuranta
37 | MeOH PS+ Kerrostunut
Y PS, samea varitdn
PS+, vaal.sininen, jdhmedmpi A PS, vaal.sininen

PS, vaal.sininen ja tummaa sakkaa, | = 3h:n kuluttua PG-
jahmedmpi rakenne

38 | 1-butanoli PS+ 3 kerrosta
Y PS, samea variton
3 kerrosta, jadhmea rakenne K PS, samea variton
Y PS+, vaal.sininen A PS, kirkas ja sinista
K S+, kirkas sakkaa

A PS+, vaal.sininen

3 kerrosta

Y PS, vaal.sininen

K PS, samea variton

A PS, vaal.sininen ja tummaa

sakkaa
39 | 1-pentanoli | S+ 3 kerrosta
Y PS, vaal.sininen
3 kerrosta K'S, kirkas
Y PS+, vaal.sininen A PS, vaal.sininen
K PS+, samea variton
A PS+, vaal.sininen
3 kerrosta
Y PS, vaal.sininen
K PS, samea variton
A PS, vaal.sininen
40 | 1-heksanoli | PS+, jaghmeampi rakenne 3 kerrosta
Y PS, samea varitdn
3 kerrosta K PS, valkoinen
Y PS+, samea variton A PS, vaal.sininen

K S+, kirkas
A PS+, valkoinen

3 kerrosta

Y PS, samea variton

K PS, valkoinen

A PS, hento vaal.sininen
41 | DMF S+ G, jossa 2 kerrosta
Y ohut kirkas kerros,
jossa tummaa

Kerrostunut
Y PS+, vaal.sininen

A PS+, vaal.sininen, yldpuolta sakkaa
kirkkaampi A vaal.ruskea,
samea

PS, vaal.ruskea ja seassa tummaa
sakkaa




TAULUKKO |

Naytteen
numero

42

Liuotin
MeOH

S+

Kerrostunut
Y PS+, sinivihrea
A PS+, sinivihred

Kerrostunut

Y PS, sinivihrea

A PS, sinivihred

Ultradanen jalkeen jahmeampi
rakenne

1 h:n seuranta
G-, sinivihrea

43

1-butanoli

S+

3 kerrosta

Y PS+, vaal.sininen

K PS+, samea variton
A PS+, vaal.sininen

3 kerrosta

Y PS, vaal.sininen

K PS, samea variton
A PS, vaal.sininen

3 kerrosta
Y PS, vaal.sininen
K'S, kirkas
A PS, vaal.sininen

44

1-pentanoli

S+

3 kerrosta

Y PS+, valkoinen

K S+, kirkas

A PS+, vaal.sininen

3 kerrosta

Y PS, vaal.sininen
K PS, valkoinen
A PS, vaal.sininen

3 kerrosta

Y PS, vaal.sininen
K PS, valkoinen

A PS, vaal.sininen

45

1-heksanoli

S+, jdhmeampi rakenne

3 kerrosta

Y PS+, samea variton
K S+, kirkas

A PS+, samea variton

3 kerrosta
Y PS, hento vaal.sininen
K'S, kirkas
A PS, hento vaal.sininen

3 kerrosta

Y PS, vaal.sininen
K PS, valkoinen

A PS, vaal.sininen




46

DMF

S+

Kerrostunut, jdhmeampi rakenne
Y PS+, sinivihrea
A PS+, sinivihred

PS+, vaal.sininen, jdhmeampi
rakenne

- Ei lammitysta, jahmedmpi
rakenne ultraddnihauteen jalkeen

G, jossa 2 kerrosta
Y ohut kirkas kerros,
jossa tummaa
sakkaa

A vaal.ruskea,
samea

PG, vaal.sininen




	Tiivistelmä
	Esipuhe
	Sisällysluettelo
	Käytetyt lyhenteet ja vierasperäiset sanat
	Kirjallinen osa
	1 Johdanto
	2 Geelit
	2.1 Polymeeriset hydrogeelit
	2.2 Polymeeriset metallogeelit
	2.3 Polymeeristen metallogeelien antimikrobisuus ja sytotoksisuus

	3 Antibioottihoidon haasteet
	3.1 Gram-positiiviset ja Gram-negatiiviset bakteerit
	3.2 Antibioottiresistenssi
	3.3 Biofilmit

	4 Metallipartikkelit antibioottien korvaajina
	4.1 Metallipartikkeleiden yleiset antimikrobiset toimintamekanismit
	4.2 Hopea
	4.3 Kulta
	4.4 Muut metallit

	5 Polymeeristen metallogeelien lääketieteelliset sovellukset
	5.1 Haavasidokset
	5.2 Antimikrobiset pinnoitteet
	5.3 Lääkekuljetus

	6 Yhteenveto
	7 Työn tarkoitus
	8 Materiaalit ja menetelmät
	9 Työn suoritus
	10 Työn tulokset
	11 Johtopäätökset

	Kirjallisuusluettelo
	Liitteet

