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Streszczenie

Intensywny rozwdj medycyny przyczynia sie do wprowadzania nowych strategii
ratowania oraz wspierania ludzkiego zdrowia i zycia. Cel ten osiggany jest
przede  wszystkim  poprzez zastosowanie  materiatdbw  medycznych  oraz
projektowanie biomateriatow o nowych, lepszych wiasciwosciach.

Szerokie wykorzystanie réznego rodzaju biomateriatéw w postaci implantéw,
systemow dostarczania substancji leczniczych lub jako $rodka majgcego poprawié
komfort zycia cztowieka (np. cewniki urologiczne, soczewki kontaktowe, specjalistyczne
opatrunki) przyczynito sie do powstania problemu jakim sg infekcje zwigzane
z zastosowaniem biomateriatdbw. W dobie rosngcej antybiotykoopornosci
wystepowanie zakazen bakteryjnych wigze sie z ryzykiem niepowodzenia terapii,
a w przypadku kolonizacji materiatdw medycznych moze skutkowaé koniecznoscig
reoperacji pacjenta. Problem wystepowania infekcji bakteryjnych zwigzanych
z zastosowaniem biomateriatow jest powazny takze ze wzgledu na obecnos¢ biofilmu.
Udowodniona podatnos¢ materiatdow medycznych na kolonizacje bakteryjng oraz
wielokrotnie wieksza opornos¢ drobnoustrojow tworzacych biofilm na konwencjonalng
antybiotykoterapie spowodowaty, ze obecnie jednym z gtdwnych kierunkéw badan
na Swiecie jest opracowywanie nowych biomateriatéw lub modyfikacje ich
powierzchni w taki sposéb, aby zapobiegaty zjawisku adhezji bakteryjnej.

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto zbadanie mozliwosci zastosowania
peptydéw przeciwdrobnoustrojowych, jako zwigzkdw mogacych zmieniaé wtasciwosci
powierzchni materiatébw medycznych tak, aby zapobiegaty powstawaniu biofilmu.
Zwigzki wykorzystane w czasie doswiadczenn otrzymano metodg syntezy na nosniku
statym w Katedrze i Zaktadzie Chemii Nieorganicznej GUMed. Do testow wtgczono takze
polimyksyne B (lipopeptyd, wykorzystywany w terapii infekcji wywotanych obecnoscia
drobnoustrojéw Gram-ujemnych) w celu poréwnania aktywnosci wybranych zwigzkéw.

Grupa wybranych AMPs sktadata sie z 8 krétkich lipopeptydéw (od 2 do 4 reszt
aminokwasowych) zawierajgcych w sekwencji rézne potaczenia lizyny i argininy oraz
reszte kwasu ttuszczowego. We wstepnych badaniach wykorzystano takze citropine 1.1

oraz wspomniang wczesniej polimyksyne B. Testy mikrobiologiczne prowadzono
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wykorzystujgc szczepy referencyjne drobnoustrojow: S. aureus ATCC 6538,
S. epidermidis ATCC 2532, E. coli ATCC 25922 oraz P. aeruginosa ATCC 9027. Na
podstawie oznaczen minimalnego stezenia hamujgcego wzrost, wptywu zwigzkéw na
tworzenie sie biofilmu, ich aktywnosci w stosunku do dojrzatej struktury oraz wynikéw
testu toksycznosci wzgledem ludzkich krwinek czerwonych wybrano 6, ktére
zastosowano w procesach modyfikacji powierzchni materiatéw: Palm-KK-NH,,
Palm-KR-NH;, Palm-KRKK- NHz, K-Dap(Palm)-K- NH2, K-Orn(Palm)-K- NH2, polimyksyna B.

Doswiadczenia przeprowadzano wykorzystujgc komercyjnie dostepne wyroby
medyczne:  silikonowo-lateksowy  cewnik  urologiczny oraz  hydrozelowe
jednodniowe soczewki kontaktowe. Wybrane zwigzki tgczono z powierzchnig
materiatdw za pomocg inkubacji w roztworze (zaréwno fragmenty cewnika jak
i soczewki) oraz poprzez wigzanie kowalencyjne (soczewki). Obecnos¢ peptydéw na
powierzchni materiatéw zostata zweryfikowana na podstawie spektroskopii
w podczerwieni (ATR-FTIR). Przeprowadzono takie prdobe obserwacji procesu
uwalniania zwigzkéw z powierzchni.

Aktywnos¢ mikrobiologiczng zmodyfikowanych materiatéw sprawdzono poprzez
umieszczanie ich w inokulum bakteryjnym i weryfikacje redukcji wzrostu
drobnoustrojéw (m.in. pomiar gestosci optycznej inokulum, posiew na agarze). Badania
przeprowadzone w ramach niniejszej pracy obejmowaty takze testy toksycznosci wyzej
wymienionych zwigzkéw wzgledem komadrek mysich fibroblastéw.

Otrzymane wyniki sugerujg, ze wybrane lipopeptydy mogg mieé zastosowanie
w modyfikacji powierzchni biomateriatow, a w przypadku wykorzystanych wyrobow
medycznych osiggajg wyzszg aktywnos¢ niz citropina 1.1. Dla wiekszosci
zwigzkdéw redukcja wzrostu drobnoustrojéw byta widoczna dla materiatéw
modyfikowanych w stezeniach 16-32 pg/ml (inkubacja w roztworze) zaréwno
w przypadku fragmentow cewnika jak i przy wykorzystaniu soczewek kontaktowych.

Sposrdd zastosowanych metod najbardziej uniwersalna okazata sie modyfikacja
poprzez inkubacje, a najwiekszg redukcje wzrostu bakterii osiggnieto dla soczewek

kontaktowych (w zakresie stezen aktywnych redukcja byta réwna badz bliska 100%).
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Badania cytotoksycznosci peptydéw wzgledem linii komdrkowej mysich
fibroblastéw potwierdzity, ze zwigzki te nie powodujg spadku przezywalnosci komérek
ponizej 70% od stezenia 128 pg/ml (przy nizszych wartosciach przezywalnos$¢ wynosita
ok. 90-100%). Nie zaobserwowano takze dziatania hemolitycznego peptyddéw w zakresie
ich aktywnosci mikrobiologiczne;.

Otrzymane wyniki potwierdzajg, ze warto rozwija¢ tematyke zwigzana
z mozliwosciami wykorzystania AMPs w technologii biomateriatéw charakteryzujgcych
sie  wtasciwosciami  przeciwdrobnoustrojowymi. Dla lepszego okreslenia ich

biomedycznego przeznaczenia oraz wartosci aplikacyjnych niezbedne sg dalsze badania.



Abstract

Intensive development in medicine contributes to the implementation of new
strategies for saving and supporting human health and life. This purpose is
achieved by designing of medical materials with improving properties.

Extensive use of various types of plastics in the form of implants, drug delivery
systems caused the problem called biomaterials—related infections. In the era of
increasing antibiotic resistance, the occurrence of bacterial infections is connected with
the risk of therapy failure. Bacterial colonization of medical materials may result in the
necessity of the patient's reoperation. The problem of bacterial infections related to the
use of biomaterials is also serious because of the presence of biofilm. Proven
susceptibility of medical materials to bacterial colonization and much greater resistance
of biofilm-forming microorganisms to conventional antibiotic therapy resulted in need
of developing new biomaterials or modifying their surface to prevent the phenomenon
of bacterial adhesion.

The aim of this PhD thesis was to investigate the possibility of using antimicrobial
peptides (AMPs) as compounds that may change the properties of surfaces of medical
materials in order to prevent the development of biofilm. The compounds used in the
experiments were obtained by solid-phase peptide synthesis protocol in the
Department of Inorganic Chemistry, MUG. Polymyxin B (lipopeptide, used in the therapy
of Gram-negative bacterial infections) was also included in the tests in order to compare
the activity of selected compounds.

The group of selected AMPs consisted of 8 short lipopeptides containing in
a sequence different combinations of lysine/arginine and fatty acid residue. Citropin 1.1
and the polymixin B were also used in the preliminary studies. Microbiological tests
were carried out using reference strains of bacteria:S. aureus ATCC 6538, S. epidermidis
ATCC 2532, E. coli ATCC 25922 and P. aeruginosa ATCC 9027. Based on the
determination of the minimum inhibitory concentration, the effect of compounds on
the formation of biofilm, their activity against mature structure and the results of
the human red blood cell toxicity test, following lipopeptides were chosen: Palm-KK-
NH;, Palm-KK-KR-NHz, Palm-KRKK-NH;, K-Dap(Palm)-K-NH;, K-Orn(Palm)-K-NH,,

Polymyxin B. They were used in the processes of material surface modifications.



Abstract

The experiments were conducted using commercially available medical devices:
silicone-latex urinary catheter and hydrogel, daily disposable contact lenses. Selected
compounds were combined with the surface of materials by incubation in solution (both
catheter fragments and lenses) and by covalent bonding (lenses). The presence of
peptides on the surface of the materials was verified by infrared spectroscopy (AT-FTIR).
The degree of release of compounds from the surface of materials was also evaluated.

Antimicrobial activity of modified materials was examined by incubation in
bacterial inoculums. Reduction of bacterial growth was observed using e.g.
spectrophotometric measurement of inoculum density, agar culture. The studies carried
out during this study included also tests of toxicity of the above mentioned compounds
to mice fibroblast cells.

Obtained results suggest that selected lipopeptides may be useful in the reduction
of microbial growth on medical materials. Modified surfaces were effective in
concetration 16—32 pg/ml (incubation in solution) for both catheter fragments and
contact lenses.

Among the methods which were used, modification by incubation proved to be
more effective and the greatest reduction of bacterial growth was achieved for contact
lenses (in the range of active concentrations the reduction was equal or close to 100%).

Studies on the toxicity of peptides to mice fibroblast line confirmed that these
compounds do not cause a decrease in cell survival below 70% from 128 pg/ml (at lower
concentration survival values were about 90-100%).

The results obtained in this study show that it is worthwhile to develop the
following topics with the potential use of antimicrobial peptides in biomaterials
technology. Further research is needed to better define their biomedical application

values.
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Wykaz zastosowanych skrotéow

Skréty 1-literowe aminokwasow:

Alanina—A
Arginina—R
Fenyloalanina —F
Glicyna—-G

Izoleucyna — |

Kwas asparaginowy — D
Leucyna—L

Lizyna — K

Seryna —S

Walina -V

AMPs — peptydy przeciwdrobnoustrojowe

ATR-FTIR — spektroskopia ostabionego catkowitego odbicia w podczerwieni

z transformacjq Fouriera

CFU — jednastki tworzace kolonie

CLSI — Instytut Standarddw Klinicznych i Laboratoryjnych
DAP — kwas 2,3-diaminopropionowy

DCM - dichlorometan

DIC — N,N’-diizopropylokarbodiimid

DIPEA — N,N-diizopropyloetyloamina

DMF — N,N-dimetyloformamid

DMSO - dimetylosulfotlenek

EDC — chlorowodorek 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)karbodiimidu
EPM — zewnqgtrzkomdrkowa macierz polimerowa

EPS — egzopolisacharyd

ESI —jonizacja przez elektrorozpylanie

Fmoc — osfona 9-fluorenylometoksykarbonylowa

Laur — reszta kwasy laurynowego (reszta kwasu dodekanowego)
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Wykaz zastosowanych skréotow

MBEC — minimalne stezenie eliminujgce biofilm

McF — jednostka McFarlanda

MHB Il — Mueller Hinton Il Broth podfoze ptynne

MIC — minimalne stezenie hamujgce wzrost

Mir — reszta kwasu mirystynowego (reszta kwasu tetradekanowego)
MS — spektrometria mas

ORN - L-ornityna

Palm — reszta kwasu palmitynowego (reszta kwasu heksadekanowego)
PBS — bufor fosforanowy

PCL - poli(e-kaprolakton)

PDMS — poli(dimetylosiloksan)

PGA — poliglikolid

PLA — polilaktyd

PMMA — poli(metakrylan metylu)

PU — poliuretan

RP-HPLC — wysokosprawna chromatografia cieczcowa w odwrdconym uktadzie faz
SDS — laurylosiarczan(VI) sodu

SPPS — synteza peptyddow na nosniku statym

TFA — kwas trifluorooctowy

TIS - triizopropylosilan

QS — quorum sensing

12



I. CZESC TEORETYCZNA

1. Biomateriaty

Wykorzystanie biomateriatéw do wspierania lub ,naprawy” ciata ludzkiego ma
swoj poczatek w starozytnosci. Pierwotnie w tym celu stosowano fatwo dostepne
materiaty, takie jak drewno. Powstanie biomateriatéw w formie jaka jest obecnie znana
datowane jest na poczatek XX wieku. Do powszechnego stosowania wprowadzono
polimery naturalne, syntetyczne i pétsyntetyczne, ceramike oraz metale i ich stopy [1].
Najszybszy rozwdj w dziedzinie biomateriatéw nastgpit w latach 70. ubiegtego wieku
o czym S$wiadczy sukcesywnie wzrastajaca liczba doniesien naukowych. Obecnie
materiaty medyczne stanowig przedmiot badan wielu grup naukowych na catym swiecie.
W ciggu ostatnich dziesiecioleci bardzo zauwazalny jest postep w dziedzinie
implantologii oraz projektowaniu nowoczesnego sprzetu medycznego majgcego

poprawiac jakosc¢ zycia cztowieka lub umozliwiac precyzyjng diagnostyke chordb.

1.1 Definicja i podstawowe terminy

Pierwsza, oficjalna definicja pojecia ,biomateriatow” zostata ogtoszona w roku
1982 podczas Konferencji Biomateriatow jako Clinical Applications of Biomaterials. NIH
Consens Statement. Ze wzgledu na fakt, iz od tamtej pory mineto juz prawie 40 lat ma
ona znaczenie przede wszystkim historyczne, jednak do przedstawienia ogdlnego opisu
grupy materiatdw medycznych jest wystarczajgca i wcigz uzywana. Zapisy porozumienia
definiuja ,biomateriaty” jako ,kazdg substancje inng niz lek albo kombinacje substancji
syntetycznych lub naturalnych, ktéra moze by¢ uzyta w dowolnym czasie, a ktorej
zadaniem jest uzupetfnienie lub zastgpienie tkanek narzadu lub jego czesci w celu
spetnienia ich funkcji” [2]. Przyktady wykorzystania biomateriatdw zamieszczono na

ponizej rycinie (Rycina 1)

13
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Rycina 1. Przyktady zastosowania biomateriatow.

Biomateriatem nazywa sie substancje proste lub ztozone, ktére majg bezposredni
kontakt z ciatem cztowieka, a przy tym nie wywotujg zadnej negatywnej reakcji

organizmu (np. w postaci stanu zapalnego).

Definicja biomateriatéw (inaczej nazywanych materiatami medycznymi) bezposrednio

wigze sie z pojeciem wyrobu medycznego oraz jego szczegdlnym rodzajem jakim jest

14



Czesé teoretyczna

implant. W obu przypadkach sg to produkty, do wytworzenia ktérych wykorzystuje sie
biomateriaty. Polski Urzad Rejestracji Produktéw Leczniczych jasno okresla, czym jest

wyrdéb medyczny oraz implant:

»Wyréb medyczny — narzedzie, przyrzad, urzadzenie, oprogramowanie, materiat lub
inny artykut, stosowany samodzielnie lub w potgczeniu, w tym z oprogramowaniem
przeznaczonym przez jego wytwoérce do uzywania specjalnie w celach diagnostycznych

lub terapeutycznych i niezbednym do jego wtasciwego stosowania.

Implant (wyréb medyczny do implantacji) — wyréb medyczny przeznaczony do
wprowadzania w catosci do ludzkiego ciata albo zastepowania powierzchni nabtonka lub
powierzchni oka, za pomocg zabiegu chirurgicznego, i pozostajgcy tam po zakonczeniu
zabiegu oraz wyréb medyczny przeznaczony do wprowadzania w czesci do ludzkiego
ciata, za pomocg zabiegu chirurgicznego, i pozostajgcy tam po zakoriczeniu zabiegu co

najmniej przez 30 dni” [3].

Przepisy oraz normy okreslajg podstawowe cechy materiatu, ktére pozwalajg

zaklasyfikowa¢ go do grupy biomateriatéw medycznych.

p
Bioinertnos¢ Bioaktywnosé
N\
N
Biofunkcjonalno$é Biodegradacja

J
. S . . Mozliwosc
Biokompatybilnosé Biomateriaty o
sterylizacji

Rycina 2. Najwazniejsze cechy biomateriatow [3].
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Biomateriat musi spetnia¢ wymagania dotyczace biokompatybilnosci.
Zagadnienie to zwigzane jest z akceptacjg wykorzystanego materiatu przez organizm.
Badania biozgodnosci obejmujg toksycznos¢ wszystkich rodzajéw biomateriatow, ich
kompatybilnos¢ z tkankami, hemokompatybilno$¢ (oddziatywania z krwig) oraz
wtasciwosci biofunkcjonalne. Ostatnia kategoria okresla na ile dany materiat spetnia
swojg funkcje oraz czy zachowuje swoje wtasciwosci przez wystarczajgco dtugi okres.
Regulacje dotyczgce badania biozgodnosci biomateriatéw zawarte s3 w normie ISO

10993 [5].

Kolejng cechg, jaka brana jest pod uwage przy ocenie materiatu, ktéry ma miec
zastosowanie w celach medycznych jest jego bioinertnos¢, czyli zdolnos¢ do zachowania
odpowiednich witasciwosci mechanicznych i chemicznych. Bioinertnos¢ opisywana jest
takze pod katem uwalniania do otoczenia tkanek substancji (sktadnikéw), ktére budujg
biomateriat oraz zachodzenia reakcji chemicznych miedzy materiatem a tkankami.
Biomateriat uznawany jest za bioinertny, kiedy jest w petni tolerowany przez organizm
i w srodowisku tkanek nie zachodzg reakcje chemiczne. Za najbardziej bioinertne

uwazane sg stopy metali: wegla, tytanu [6].

W przypadku niektorych kategorii materiatdw medycznych (np. implantéw kostnych)
wazng cechg jest ich bioaktywnosé. Cecha ta okresla zdolno$¢ materiatu do tworzenia
potgczen z tkanka. NajczesSciej bioaktywnos$¢ oceniana jest pod katem zachodzenia
osteointegracji. Podczas tego procesu tkanka kostna tgczy sie z powierzchnig implantu,
ktory sukcesywnie pokrywany jest komodrkami kostnymi. Wysoky bioaktywnoscig

charakteryzuje sie hydroksyapatyt, fosforan(V) wapnia lub materiaty ceramiczne [7].

Niektdre biomateriaty umieszczane sg w organizmie na okreslony czas. W tym przypadku
pozgdang cechg jest biodegradowalnos¢. Pozwala to unikng¢ koniecznosci powtérnego
zabiegu chirurgicznego. Przez biodegradowalnos¢ materiatu rozumie sie jego rozpad,
rozpuszczenie lub absorbcje po uptynieciu danego okresu. Przyktadem biomateriatu

o wysokiej biodegradowalnosci sg biopolimery [8].

Biomateriaty mogg zostaé wykorzystane do implantacji i produkcji wyrobdéw

medycznych tylko wtedy, kiedy wykazujg odpornosé na sterylizacje. Konieczne jest, aby
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przed kontaktem materiatu medycznego z organizmem usungé z jego powierzchni

zanieczyszczenia oraz mikroorganizmy [9].

Wybdér odpowiedniego biomateriatu uzalezniony jest przede wszystkim od jego
wtasciwosci fizycznych, ktére w bezposredni sposéb determinujg oddziatywania

z tkankami.

1.2 Podziat i zastosowanie

Intensywny rozwdj w dziedzinie materiatdw medycznych powoduje, ze wraz
z uptywem czasu powstajg nowe i bardziej szczegdtowe metody klasyfikacji
biomateriatow. Ogdlny podziat biomateriatéw uwzgledniajacy ich budowe chemiczng
dzieli je na 5 gtdwnych grup: bioceramike, kompozyty, metale i ich stopy, polimery

pochodzenia naturalnego oraz polimery syntetyczne (Rycina 3) [10].

Metale i ich
stopy
Polimery
Kompozyty pochodzenia
nauralnego
Bioceramika Biomateriaty Polimery
syntetyczne

Rycina 3. Podstawowy podziat biomateriatow [10].
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Bioceramika — jest to grupa biomateriatéw obejmujgca materiaty ceramiczne, ktdre wraz
z metalami i ich stopami, zaliczane sg do najbardziej trwatych. Bioceramikag mozna
nazwac tworzywa, ktére sktadajg sie przede wszystkim ze sktadnikdw nieorganicznych.
Specyficzna budowa chemiczna umozliwia zastosowanie bioceramiki w postaci
implantéw tkanek twardych, czyli kosci lub zebdéw [11]. Najczesciej wykorzystywanym
materiatem ceramicznym jest hydroksyapatyt przedstawiany stechiometrycznie
wzorem Caio(POs)s(OH),. Jest to minerat z grupy fosforanéw wapniowych, ktéry
w postaci niestechiometrycznej (z substutucjami i defektami w sieci krystalicznej)
wystepuje jako podstawowy skfadnik tkanek twardych — kosci i zbebdw. Ceramika
hydroksyapatytowa jest w 100% kompatybilna z chemiczng budowg ludzkich kosci.
Hydroksyapatyt mozna modyfikowac poprzez wzbogacenie go o takie pierwiastki jak
wegiel, magnez lub sdd, co wpltywa na oddziatywanie  materiatu
z osteoblastami i wytwarzenie potgczen implantu z tkankg kostng [12]. Do bioceramiki
zaliczane sg takze bioszkta, ktdre w organizmie wykazujg witasciwosci podobne do
hydroksyapatytu. Gtéwnym skfadnikiem jest krzemionka, tlenek wapnia oraz tlenek

sodu lub tlenek magnezu [13].

Materiaty kompozytywe (kompozyty) — jest to grupa biomateriatéow, do ktérej zalicza sie
tworzywa sktadajgce sie z kilku (co najmniej 2) faz o réinych wtasciwosciach
chemicznych, a fazy te mogg ze sobg reagowaé. W zaleznosci od petnionej funkcji
wyrdznia sie komponent zbrojgcy (wtdkna, czgsteczki) oraz osnowe (polimery lub metale
i ich stopy). Zadaniem osnowy jest stabilizowanie struktury materiatu poprzez
zapewnienie wfasciwego potozenia fazie zbrojacej. Jako osnowe wykorzystuje sie np.
stopy zelaza oraz materiaty ceramiczne. Komponentem zbrojgcym mogg by¢ tlenki
metali oraz wtékna polimerowe, szklane i metalowe. Kompozyty znajdujg zastosowanie

w chirurgii ortopedycznej [14].

Metale i ich stopy — materiaty metalowe nalezg do biomateriatdw, ktére jako jedne
z pierwszych zaczeto stosowa¢ w produkcji implantow. Ze wzgledu na wysoka
wytrzymatos¢ na uszkodzenia mechaniczne oraz procesy zmeczeniowe metale
wykorzystywane sg w produkcji implantow kostnych, protez, srub ortopedycznych.
Z powodzeniem stosowane sg takze w stomatologii oraz protetyce. Obecnie coraz

rzadziej wykorzystuje sie implanty wykonane z jednego rodzaju metalu. Najczesciej
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stosowane sg réznego rodzaju stopy: tytanu, kobaltu lub metale szlachetne [15]. Czesto
uzywane sg stopy bedgce roztworem statym wegla w zelazie z dodatkiem innych metali,
tzw. stale austenityczne. Najbardziej znanym przyktadem austenitu, ktéry rutynowo
stosuje sie w implantologii, jest stop Cr-Ni-Mo (stal 316L). Udowodniono jednak, ze
stopy zawierajgce nikiel s3 dos¢ podatne na korozje, co powoduje uwalnianie jonéw
metali do sSrodowiska organizmu [3, 16]. Wazng grupa materiatéw sg stopy z pamiecia
ksztattu zaliczane do tzw. inteligentnych biomateriatéw. Stopy te charakteryzuje
,pamie¢” pierwotnego ksztattu oraz jego zaprogramowane odtwarzanie, ktére
inicjowane jest w odpowiednich warunkach. Przedstawicielem tej grupy jest stop Ni-Ti
wykorzystywany w chirurgii ortopedycznej oraz w ochronie tkanek miekkich zwigzanych
z ko$émi [17]. Biomateriaty metalowe dzieli sie na 2 grupy w zaleznosci od okresu na jaki
sg wszczepiane. Stopy krétkoterminowe implantowane sg na maksymalnie 2 lata (np.
austenity), natomiast materiaty dtugoterminowe moga przebywac
w srodowisku tkanek nawet do 25 lat (np. stopy tytanu) [3]. Obecnie opracowuje sie
metale biodegradowalne, ktdre znajdujg zastosowanie np. w terapii chordb wiericowych

jako biodegradowalne stenty metaliczne [18].

Polimery naturalne — to grupa zwigzkéw wielkoczgsteczkowych, ktére wywodzg sie ze
zrodet naturalnych. Do grupy tej zalicza sie m.in. kolagen, chitozan, polisacharydy, kwas
hialuronowy, agaroze. Polimery naturalne z powodzeniem wykorzystywane s3g
w produkcji specjalistycznych materiatow opatrunkowych (nazywane takze materiatami
aktywnymi) oraz w dermatologii i kosmetologii. W zwigzku z ich zdolnoscig do
biodegradacji nie sg one odpowiednie do zastosowan diugoterminowych. Ich gtéwng

zaletg jest zdolnos¢ do bezpiecznej biodegradacji [19, 20].

Polimery syntetyczne — s3 to przede wszystkim zwigzki z grupy polimerdw. Ich synteza
przeprowadzana jest najczesciej w znanych, okreslonych warunkach, dlatego mozliwe
jest otrzymanie tworzywa o Scisle znanych wtasciwosciach. Szeroko stosowanym
materiatem w lecznictwie sg silikony (polisiloksany), ktérych taricuch gtéwny sktada sie
przede wszystkim z czgsteczek krzemu potaczonych czasteczkami tlenu i w zaleznosci od
zastosowania mogg by¢ modyfikowane odpowiednimi dodatkami, np. emulgatorami.
Polisiloksany mogg by¢ wykorzystywane réwniez pod postacig polidimetylosiloksanu

(PDMS), ktéry powstaje podczas reakcji polikondensacji silanoli. Wysoka przejrzystos¢
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tego materiatu oraz jego bezpieczenstwo spowodowaty, ze PDMS stosowany jest do
wytwarzania soczewek kontaktowych. Wykorzystywany jest takze do produkcji
elementdéw jednorazowych uzywanych podczas pracy z urzgdzeniami diagnostycznymi.
Silikony wykorzystuje sie m.in. do produkcji cewnikédw urologicznych, implantéw
w medycynie estetycznej czy plastréw leczgcych blizny [21, 22]. Polietylen bedacy
polimerem etenu wykorzystywany jest w ortopedii, gtéwnie jako materiat do produkcji
endoprotez. Stosowany jest takze w stomatologii [23]. W chirurgii ortopedycznej
wykorzystywany jest cement kostny. Jest to materiat akrylowy uzywany przy implantacji
endoprotez oraz jako wypetniacz przy urazach kostnych [24]. Do grupy polimeréw
syntetycznych zalicza sie réwniez polimery biodegradowalne: polilaktyd (PLA), poli(e-
kaprolakton) (PCL, otrzymywany w wyniku polimeryzacji z otwarciem pierscienia),
poliglikolid (PGA) oraz kopolimery laktydu, glikolidu. PLA, PCL oraz PGA pod katem
budowy chemicznej zaliczane sg do poliestréow alifatycznych. Ich najwazniejszg zaleta
jest zdolnos¢ do bezpiecznej degradacji w srodowisku tkanek organizmu. W zaleznosci
od budowy tancucha polimerowego materiaty te pozostajg stabilne przez okres od 2-3
tygodni do kilku lat [25]. Innym przyktadem polimeréw biodegradowalnych sa
poliuretany alifatyczne lub cykloalifatyczne stosowane m.in. do wytwarzania
opatrunkow lub bton pétprzepuszczalnych [26]. Polimery biodegradowalne stosuje sie
przede wszystkim w inzynierii tkankowej jako wsparcie przy regeneracji tkanek lub
narzgdéw. Tworzywa te znajdujg szerokie zastosowanie w ortopedii jako elementy do
mocowania, np. szpilki, prety, sruby. Z substancji, ktore ulegajg degradacji wykonywane
sg takze nici chirurgiczne i sztuczne wiezadta [25]. W ostatnim czasie opisane zostato
wykorzystanie polimeréw biodegradowalnych (sztucznych i naturalnych) jako systeméw

dostarczania substancji leczniczych (Czes$¢ I, Czes¢ teoretyczna, Podrozdziat 1.3) [27].

Biomateriaty wybierane sg pod katem ich przeznaczenia. W Tabeli 1. znajduje sie

porownanie opisanych wyzej materiatdw medycznych uwzgledniajgce ich wady i zalety.
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Tabela 1.
w medycynie [28].

Zestawienie zalet i wad gtownych rodzajow biomateriatow stosowanych

Bioceramika
(materiaty

ceramiczne)

Kompozyty

Metale i ich stopy

Polimery naturalne

Polimery syntetyczne

Podobienstwo do tkanki kostnej,
biokompatybilnos¢ i aktywacja
komoarek kostnych;
Integracja materiatu
z tkankami, podobienstwo
chemiczne

i mechaniczne z tkankami;

Wysoka wytrzymatosé
mechaniczna i odpornosé na

uszkodzenia;

W wiekszosci biokompatybilne,
aktywne oddziatywania

z tkankami;

Duza dostepnos¢,
niski koszt otrzymywania
i przetwarzania,
mozliwos$¢ otrzymania materiatu

o konkretnych witasciwosciach;

Kruchos¢ i podatnosc na

uszkodzenia;

Zwiekszona ztozonos¢

wytworzenia;

Prawdopodobienstwo
uwolnienia toksycznych
produktéw degradacji
(szczegdlnie stopy badane pod
katem biodegradowalnosci),
immunogennos¢;
Trudne w przetwarzaniu;
Duze zréznicowanie miedzy
réoznymi partiami tego samego
materiatu otrzymanych te sama
metodg;

Niska wytrzymatos¢

mechaniczna;

Zmniejszone oddziatywanie
z komorkami,
potencjalne uwalnianie
produktow degradacji do

otoczenia tkanek;
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1.3 Systemy dostarczania substanc;ji leczniczych jako szczegdlny sposob

wykorzystania biomateriatéw

Dostarczanie substancji leczniczych obejmuje procesy i sposoby podawania
substancji aktywnych farmakologicznie tak, aby osiggna¢ efekt terapeutyczny. Wraz
z powstawaniem nowych postaci leku pojawita sie potrzeba opracowania odpowiednich
sposobéw wprowadzania ich do organizmu oraz mozliwosci zwiekszenia efektywnosci
ich dziatania. Uwaza sie, ze niektére z systemow dostarczania substancji leczniczych
mogg miec zastosowanie w celowanej terapii nowotwordw redukujgc tym samym
wptyw toksycznych zwigzkéw przeciwnowotworowych na zdrowe komorki. Systemy
dostarczania substancji leczniczych obejmujg gtownie podawanie lekdw w postaci
koniugatéw (lek zwigzany jest z nosnikiem) lub zamknietych w liposomach i micelach.
Literatura opisuje takze zastosowanie nanoczgstek, gdzie substancja lecznicza jest
rozproszona wewnatrz nanoczgstki, przytgczona chemicznie lub zaadsorbowana na jej
powierzchni. Duze nadzieje wigze sie z mozliwoscig zastosowania nanoczastek jako
celowanego systemu transportujgcego lek do mdzgu, ktérego witasciwosci pozwolg na
pokonanie bariery krew-mdzg. Rodzajem systemu dostarczania substancji leczniczych
jest takze transport transdermalny (transport leku przez skére). Ze wzgledu na trudnosci
w projektowaniu lekéw, ktore docieratyby do gtebszych warstw skoéry jest to wciaz
badane zagadnienie. Jego duzg zaletg jest nieinwazyjnos$é podania oraz mozliwosc

kontrolowanego uwalniania substancji aktywnej w czasie [29].

Opracowywanie nowych rodzajow biomateriatdbw oraz badania nad
mozliwosciami ich  wykorzystania spowodowaty, ze znalazty zastosowanie
w farmakologii jako nosniki substancji leczniczych. Sposréd wszystkich znanych dotad
rodzajéw materiatbw medycznych najwiecej uwagi poswieca sie polimerom.
Doniesienia literaturowe potwierdzajg skutecznos¢ wykorzystania w tym celu zaréwno

polimerdw naturalnych jak i syntetycznych [30].

Reprezentantem grupy polimerédw naturalnych, ktéry znalazt zastosowanie
w transporcie substancji leczniczych jest m.in. kolagen. Na rynku swiatowym dostepne
sg preparaty, gdzie polimer ten wykorzystano jako no$nik antybiotyku — gentamycyny

[31]. Kolagen uzywany jest takze jako film pokrywajgcy implanty i uwalniajgcy okreslone
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substancje do otoczenia tkanek, w tym substancje o aktywnosci przeciwnowotworowej
[32]. Z powodzeniem wykorzystywany jest do produkcji tzw. ggbek kolagenowych,
ktérych zadaniem jest ochrona ran. Opracowano potaczenia kolagenu z biatkiem

rhBMP-2, ktdre uwalniane z ggbki kolagenowej stymuluje regeneracje kosci [33].

Kolejnym przyktadem naturalnego polimeru wykorzystywanego jako element
systemu dostarczania substancji leczniczych jest kwas hialuronowy. Badana jest
mozliwosé zastosowania kwasu hialuronowego jako transportera dla czynnikdw wzrostu

i komarek macierzystych, co wspomaga¢ ma leczenie ran [34].

Doniesienia literaturowe opisujg doswiadczenia, w ktérych jako nosnik leku
wykorzystano chitozan. Polisacharyd ten w postaci nanoczgstek wykazat wtasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe w testach in vivo [35]. Przypuszcza sie, ze materiaty oparte na
chitozanie/chitynie mogg by¢ wykorzystywane w terapii HIV. Udowodniono, ze
nanoczastki chitozanowe mogg mieé¢ zdolno$¢ do przechodzenia przez bariere
krew-mdzg i w ten sposéb zwieksza¢ dostepnos¢ lekéw hamujgcych replikacje wirusa
w uktadzie nerwowym [36]. Na bazie chitozanu opracowywane sg takze systemy

dostarczania insuliny.

Gtéwng zaletg polimeréw naturalnych jest zdolnos$¢ do ich rozpadu po okreslonym
czasie. Produkty biodegradacji s3 w wiekszosci bezpieczne dla cztowieka i fatwo

usuwane sg z organizmu [20].

Drugi rodzaj polimerdw, ktore wykorzystywane sg przy projektowaniu systemow
dostarczania substancji leczniczych sg polimery syntetyczne. Wsréd nich wyrdznié

mozna 2 grupy: polimery nie ulegajace biodegradacji oraz polimery biodegradowalne.

Polimery, ktdore nie ulegajg rozpadowi w organizmie najczesciej s3 usuwane po
uwolnieniu leku. Substancja aktywna w takim przypadku przytgczana jest do
powierzchni tworzywa np. poprzez wigzanie kowalencyjne utworzone z wykorzystaniem
tacznika. Zwigzek petnigcy role tgcznika leku z polimerem powinien ulegac
kontrolowanej degradacji uwalniajgc substancje lecznicza. Podobne rozwigzanie
stosowane jest w przypadku implantéw, ktére wszczepiane sg dtugoterminowo, a efekt
terapeutyczny ma utrzymywac sie tylko przez okreslony czas [36]. Przyktadem systemu

dostarczania leku, gdzie substancja aktywna tworzy powtoke na materiale s3 cewniki
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urologiczne pokryte srebrem lub antybiotykami [37]. Innym rodzajem materiatu, ktéry
nie ulega biodegradacji i wykorzystuje sie go do transportu leku jest cement kostny,
ktdrego gtéwnym sktadnikiem jest PMMA. Opisuje sie zastosowanie cementu kostnego
do transportu gentamycyny, co zapobiegaé¢ ma potencjalnym infekcjom bakteryjnym po
zabiegach ortopedycznych [38]. Jako system dostarczania leku badane sg takze soczewki

kontaktowe, do ktdrych przytagczane sg antybiotyki lub substancje przeciwbdlowe [39].

Syntetyczne polimery biodegradowalne uzywane w systemach dostarczania
substancji leczniczych nalezg przede wszystkim do grupy poliestrow alifatycznych oraz
ich kopolimerdw. Wykorzystywane sg rowniez poliuretany alifatyczne i cykloalifatyczne
oraz zmodyfikowane hydrozele. Rozktad tworzyw biodegradowalnych zachodzi in vivo
przy udziale enzymow lub zostaje zainicjowany odpowiednimi warunkami [40].
W przypadku tej kategorii polimeréow mozliwe sg 2 metody potfaczenia z substancjg
leczniczg: lek moze by¢ zwigzany z powierzchnig materiatu lub stanowi¢ sktadnik
mieszaniny, z ktérej powstaje dany materiat. Polimery biodegradowalne zastosowane
jako systemy dostarczania lekéw umozliwiajg celowane podawanie substancji leczniczej
bez koniecznosci usuwania materiatu z organizmu. Uwaza sie takze, ze ich wykorzystanie
redukuje prawdopodobienstwo wystgpienia skutkdw ubocznych po podaniu substancji
aktywnej. Opisywane jest wykorzystanie polimeréw biodegradowalnych w terapii
genowej lub jako nosniki substancji przeciwnowotworowych, lekéw przeciwzapalnych

lub psychotropowych [41].

1.4 Problemy zwigzane z wykorzystaniem biomateriatdw w medycynie

Wprowadzenie i rozpowszechnienie biomateriatdbw znacznie wplyneto na
wydtuzenie i poprawe jakosci zycia cztowieka. Obecnie wartos¢ rynku materiatow
medycznych szacowana jest na ok. 100 bilionéw dolaréw, a ich faczna sprzedaz
przekracza 200 bilionéw dolaréw (dane z roku 2013). Poza licznymi zaletami
wynikajgcymi z zastosowania biomateriatdw w lecznictwie i diagnostyce warto

wspomniec o najistotniejszych wadach.

Jednym z wyzwan jest czesto niewystarczajgca wytrzymato$¢ mechaniczna

i biostabilno$é zastosowanych implantéw i konieczno$é wymiany wszczepu po uptywie
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okreslonego czasu. Niezbedne jest powtdrne wykonanie zabiegu chirurgicznego, co jest
szczegblnie niebezpieczne dla oséb starszych. Kolejnym problemem s potencjalnie
niebezpieczne produkty degradacji lub oddziatywan tkanka-biomateriat. Jest to istotne
ze wzgledu na duzg réznorodnos¢ miedzyosobniczg i zwigzang z tym wrazliwoscig na

substancje chemiczne [28, 42].

Innym zagadnieniem, o ktérym nalezy wspomnieé, jest problem infekcji
bakteryjnych zwigzanych z zastosowaniem biomateriatdw. Moze on dotyczyé zaréwno
implantéw statych jak i materiatdw umieszczonych w ciele na krotki czas. Tworzywa,
z ktorych produkowane sg materiaty medyczne czesto wykazujg duzg podatnos¢ na
kolonizacje przez drobnoustroje. Infekcje spowodowane zabiegiem implantacji lub
obecnoscig biomateriatu w Srodowisku tkanek stanowig obecnie jeden z kluczowych
problemdéw terapeutycznych. Zakazenia te nalezg do trudnych w eradykacji, co
spowodowane jest wysokg opornoscig bakterii na stosowane antybiotyki oraz rozwojem

struktury biofilmu [43]. Problem ten zostanie omdwiony w kolejnym rozdziale.

2. Biofilm bakteryjny i jego wptyw na terapie infekcji

Tematyka zwigzana z zagadnieniem biofilmu jest znana nie tylko z punktu widzenia
medycyny. Biofilm tworzy sie m.in. w rurach wodociggowych, wykorzystywany jest
w procesach zwigzanych z ochrong srodowiska [44]. Jednak ze wzgledu na fakt, ze
zdolnos¢ do bytowania w postaci biofilmu majg réwniez drobnoustroje patogenne
powstawanie tej wielokomdrkowej struktury jest jednym z wyzwan, z ktdrymi mierzy sie
stuzba zdrowia. Potwierdzone jest, ze biofilm tworzony przez bakterie odpowiedzialny
jest za powstawanie trudnych w leczeniu infekcji szpitalnych. Opisana wysoka opornosé
biofilmu na konwencjonalng antybiotykoterapie powoduje, ze infekcje z nim zwigzane

stanowig niebezpieczenstwo dla zycia cztowieka [43].
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2.1 Definicja i podstawowe cechy

W srodowisku naturalnym komorki drobnoustrojéw rzadko wystepujg w postaci
wolnoptywajgcej. Badania wykazaty, ze mikroorganizmy najczesciej przyjmujg forme

biofilmu.

Biofilmem okresla sie specyficzny sposéb organizacji mikroorganizméw. Jest to
wielokomdrkowy i wielowarstwowy twodr, ktéry powstawaé moze zardwno na
powierzchni biotycznej (np. tkanka) jak i abiotycznej (np. powierzchnia implantu).
Zorganizowana grupa komérek otoczona jest zewnatrzkomdrkowg macierzg (EPM, ang.
extracellular polymeric matrix). W sktad biofilmu mogg wchodzi¢ jednoczesnie rdzne
rodzaje i gatunki drobnoustrojow - jest to tzw. biofilm mieszany. Udowodnione jest, ze
zdolnos¢ do bytowania w postaci biofilmu posiadajg zaréwno bakterie, grzyby

i pierwotniaki [45].

Produkcja zewnatrzkomdrkowej macierzy inicjowana jest w poczatkowej fazie
kolonizowania powierzchni. Zadaniem EPM jest nadanie i utrzymanie zwartej struktury
oraz ochrona komodrek przed szkodliwym dziataniem srodowiska zewnetrznego, np.
antybiotykdow w przypadku terapii infekcji, stresu osmotycznego czy promieniowania

uv.

Gtéwnym sktadnikiem macierzy sg polisacharydy, biatka i kwasy nukleinowe. Zadaniem
polisacharydéw jest udziat w procesach adhezji oraz tworzeniu potaczed miedzy
komodrkami w biofilmie. Biatka budujgce EPM wraz z polisacharydami zapewniajg
ochrone przed dziataniem uktadu odpornosciowego gospodarza. Ochrona przed
wpltywem toksyn zwigzana jest takze z obecnoscig enzymow, ktdre rozktadajg szkodliwe
substancje. Obecnos$¢ kwaséw nukleinowych zapewnia wymiane materiatu
genetycznego miedzy komdrkami. Potwierdzone jest, Zze udziat poszczegdlnych
sktadnikdw macierzy moze rézni¢ sie w zaleznosci od sktadu biofilmu. Istniejg tez
sktadniki EPM, ktére sg specyficzne dla danej grupy bakterii [46]. Szczep Pseudomonas
aeruginosa produkuje kwas alginowy jako podstawowy sktadnik substancji

zewnatrzkomoérkowej otaczajgcej biofilm [47].
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Struktura biofilmu posiada rozwiniety system wymiany sktadnikéw odzywczych
i wody. Substancje pokarmowe docierajg do kolejnych warstw biofilmu za
posrednictwem sieci kanatéw. System ten wykorzystywany jest réwniez do usuwania

produktdw przemiany materii [45].

Kolejng cechg biofilmu jest obecnos¢ specyficznego systemu komunikacji
miedzykomodrkowej. Mikroorganizmy oddziatuja na siebie wzajemnie za pomoca
charakterystycznych dla danej grupy mikroorgonizmow substancji chemicznych, co jest
swoistym sposobem ,,porozumiewaia sie” mikroorganizmow. Zjawisko to okreslane jest
jako quorum sensing. Istnienie QS po raz pierwszy opisano ok. 40 lat temu
przeprowadzajgc doswiadczenia na bakteriach morskich. Wyizolowano wodwczas
specyficzne substancje nazwane autoinduktorami. Komunikacja poprzez quorum
sensing moze odbywaé sie nie tylko w ramach jednego gatunku. Sygnaty mogg byc¢
wysytane réwniez miedzy odmiennymi rodzajami mikroorganizmow. Drobnoustroje
wykorzystujg zjawisko quorum sensing to wzajemnego ostrzegania przed
niebezpieczedstwem. Dzieki autoinduktorom wysytany jest takze sygnat do
zapoczatkowania kolonizacji nowych powierzchni. Poprzez quorum sensing bakterie sg
w stanie wptywac na poziom wirulencji i patogennosci. Obecnie uwaza sie, ze chemiczna
komunikacja wewnatrz struktury biofilmu odpowiedzialna jest za rozwdj zakazen

opornych na terapie antybiotykami [48].

Komorki tworzace poszczegdlne warstwy biofilmu réznig sie w zaleznosci od
potozenia. Poniewaz w gtebszych warstwach struktury trudniej jest o substancje
odzywcze i tlen mikroorganizmy pozostajg tam w stanie uépienia i charakteryzujg sie

wolniejszym metabolizmem.

Specyficzne cechy biofilmu w znacznym stopniu odrézniajg go od komérek bakteryjnych
wystepujacych w formie planktonu. Podsumowanie tych réznic przedstawiono

w Tabeli 2.
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Tabela 2. Poréwnanie form bytowania drobnoustrojow [49].

Pojedyncze komorki Agregaty komérkowe
Komérki zawieszone w Srodowisku Twory wielokomodrkowe zwigzane
ptynnym z powierzchnia
Aktywna odpowiedz na Wysoka opornos$é na konwencjonalne
antybiotykoterapie leczenie
Wrazliwe na dziatanie uktadu Oporne na dziatanie uktadu
odpornosciowego opornosciowego

Spowolnione procesy zyciowe
i réznicowanie komorek
mikroorganizméw

Szybki metabolizm i intensywny wzrost
komorek

2.2 Etapy powstawania biofilmu na powierzchni abiotycznej

Jak wspomniano w Podrozdziale 2.1 drobnoustroje wykazujg zdolnos¢ do
kolonizowania powierzchni ozywionej i nieozywionej. Ze wzgledu na poruszony problem
infekcji zwigzanych z biofilmem wytworzonym na powierzchni biomateriatéw w dalszej
czesci omowiony zostanie proces powstawania biofilmu na powierzchni abiotycznej ze

szczegblnym uwzglednieniem kolonizowania implantow.
Literatura opisuje 4 najwazniejsze etapy formowania sie struktury biofilmu:

e Adhezja odwracalng;
e Adhezja nieodwracalng;
e Dojrzewanie biofilmu;

e Uwolnienie komédrek do otoczenia;

Proces adhezji odwracalnej zachodzi, gdy komérki mikroorganizméw w formie
planktonowa znajdg sie w odlegtosci > 50 nm od powierzchni. W przytgczaniu sie bakterii
do podtoza gtéwng role odgrywaja stabe oddziatywania chemiczna, np. sity van der
Waalsa oraz sity hydrofobowe. Jest to etap, w ktérym warstwa komorek jest tatwa do
usuniecia i nie rozwinety sie jeszcze czynniki wirulencji. Kiedy komérki znajda sie blizej

podtoza uruchamiane sa sity elektrostatyczne i powstajg wigzania niekowalencyjne.
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Kolejnym etapem formowania sie biofilmu jest adhezja nieodwracalna. Komérki
taczg sie z powierzchnig za pomocg adhezyn: pilli, fimbrii i rzesek. Wytwarzane sg
silniejsze wigzania chemiczne i rozpoczyna sie produkcja zewnatrzkomdrkowej macierzy

oraz proliferacja komédrek tworzgcych mikrokolonie.

Trzecia faza powstawania biofilmu to dojrzewanie struktury. W dalszym ciggu
produkowany jest EPS. Komorki réznicujg sie i intensywnie namnazajg. Tworzg sie
makrokolonie, ktére uktadajg sie w warstwy. W etapie tym wazny udziat petnig
polisacharydy i biatka macierzy, ktére zabezpieczajg i stabilizujg tworzacy sie biofilm.
Dojrzewanie struktury stymulowane jest takie przez quorum sensing. Komorki
mikroorganizmoéw t3czg sie ze sobg, tworzona jest sie¢ kanatow, ktérymi przesytane sg
substancje odzywcze i czgsteczki sygnatowe. W biofilmie rozwijane sg czynniki

wirulencji.

Gdy komoérki tworzgce biofilm nie sg juz w stanie utrzymac zwartej struktury lub
zostanie wystany odpowiedni sygnat nastepuje faza rozproszenia (dyspersji). Ze
struktury uwalniane sg formy wolnoptywajgce drobnoustrojéw, ktére moga
kolonizowac¢ kolejne powierzchnie wykorzystujgc np. uktad krwionosny jako droge

przemieszczania [50].

Adhezja Dojrzewanie
odwracalna biofilmu

Uwolnienie komarek Adhezja
(dyspersja)

nieodwracalna

Rycina 4. Ogdlny schemat powstawaniu biofilmu bakteryjnego.
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Posta¢ wielokomdrkowego aglomeratu zalezna jest od warunkéw, w jakich
tworzony jest biofilm. Biorgc pod uwage warunki Srodowiska zewnetrznego i dostepnosc

sktadnikéw pokarmowych struktura moze tworzy¢ model:

e Pfaski — cienka warstwa komdrek rozciggnieta wzdtuz powierzchni,
charakterystyczna dla warunkéw, w ktérych wystepuje przeptyw;

e Kolumnowy — bakterie zamiast warstw tworzg pionowe skupiska prostopadte do
podtoza;

e Model grzyba — najbardziej popularna forma wystepowania biofilmu. Warstwy

komorek utozone sg w sposdb przypominajgcy grzyb z szerszg czescig u géry [51].

Sposdb powstawania biofilmu na powierzchni implantow medycznych jest
podobny do ogdlnego, opisanego powyzej wzoru. Formowanie biofilmu rozwazane jest
jako powazny problem opieki zdrowotnej, poniewaz zakazenia szpitalne najczesciej
zwigzane sg z zabiegami wszczepienia implantéw lub wykorzystaniem materiatow
medycznych w czasie hospitalizacji. Predyspozycje do kolonizowanie powierzchni
biomateriatow zaleza od rodzaju tworzywa i jego wiasciwosci fizycznych, np.
hydrofobowosci, ktéra sprzyja adhezji bakteryjnej. Doniesienia literaturowe opisuja
takze, ze drobnoustroje wykazujg wieksze powinowactwo do kolonizowania
powierzchni szorstkich i porowatych [52]. Potwierdzono m.in., ze szczep Staphylococcus
aureus wykazuje powinowactwo do implantdw metalowych, natomiast szczep
Staphylococcus epidermidis do polimeréw [53]. Wptyw na adhezje bakteryjna majg takze

komorki i biatka organizmu, ktéry pokrywajg powierzchnie implantu.

Patogeneza rozwoju zakazenia zwigzana jest przede wszystkim z wszczepieniem
materiatu oraz powstaniem rany po zabiegu. Dochodzi wéwczas do potaczenia
sterylnych i niesterylnych przedziatdw organizmu i rozwiniecia odpowiedzi zapalne;.
Ptyny komodrkowe i sktadniki krwi poprzez rane kontaktujg sie z powierzchnig materiatu,
co wzmaga aktywno$¢ uktadu immunologicznego oraz uruchamia kaskade krzepniecia.
Biatka organizmu (albumina, fibryna) oddziatujg z warstwg zewnetrzng implantu oraz
drobnoustrojami, co sprzyja ich adhezji do powierzchni i rozwojowi zakazenia

spowodowanego biofilmem [54].
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Czynniki zwigzane z budowa wielokomdrkowej struktury oraz duza podatnos$é
materiatdw medycznych na kolonizacje przez drobnoustroje powodujg, ze
wielokomdrkowa struktura oporna jest na dziatanie konwencjonalnych s$rodkdw
leczniczych wywotujac tym samym trudne w leczeniu infekcje. Problem ten zostanie

szerzej opisany w kolejnym podrozdziale (Podrozdziat 2.3).

2.3 Opornos¢ biofilmu na antybiotykoterapie konwencjonalng

Bakterie tworzgce biofilm majg zdolnos¢ do przetrwania w niekorzystnych
warunkach nawet przez dfugi czasu, co jest jedng z najwazniejszych cech inwazyjnosci
tej struktury. Z punktu widzenia medycyny najistotniejsze sg czynniki odpowiedzialne za

ochrone biofilmu przed antybiotykoterapia.

Pierwszg z cech zapewniajgcych opornos$é biofilmu na szkodliwe czynniki
Srodowiska jest obecnos¢ zewngtrzkomodrkowej, polisacharydowej macierzy. Sktadniki
EPM, w szczegdlnosci polisacharydy i biatka, uniemozliwiajg dotarcie substancji
toksycznych do wnetrza struktury lub powodujg, ze zwigzki te nie osiggajg stezenia
efektywnego. Zewnetrzna warstwa polimerowa moze hamowac¢ wnikanie zwigzkéw
leczniczych np. poprzez wigzanie czgsteczek lekéw z ujemnie natadowang macierza [55].
Opisane jest, ze obecnosci antybiotykdw w stezeniach ponizej wartosci wywotujacej
efekt eradykacji komédrek bakteryjnych stymuluje drobnoustroje do zwiekszenia
produkcji niektorych sktadnikdw macierzy. Przyktadem jest szczep Pseudomonas
aeruginosa, ktéry w Srodowisku zwigzkdw o stezeniu ponizej wartosci minimalnego
stezenia hamujgcego wzrost (MIC) zwieksza produkcje alginianéw, ktére dodatkowo

zwiekszajg opornosé na penetracje antybiotykdw w gtgb biofilmu [56].

Kolejnym czynnikiem chronigcym wielokomdrkowy aglomerat przed dziataniem
substancji toksycznych jest spowolnienie metabolizmu komérek znajdujacych sie
w dolnych warstwach struktury. Jest to skutek przystosowania bakterii do warunkow
beztlenowych i utrudnionego dostepu sktfadnikow odzywczych. Udowodniono, ze
zwigzki przeciwdrobnoustrojowe wykazujg wiekszg aktywnos¢ w stosunku do
intensywnie rosngcych komorek mikroorganizméw. Potwierdzono, ze taki sposob

dziatania jest charakterystyczny dla antybiotykéw z grupy B-laktamoéw. Spowolnienie
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procesow metabolicznych, a co za tym idzie zahamowanie wzrostu komérek, obniza

wrazliwosé biofilmu na dziatanie substancji leczniczych [57].

Opornos$¢ biofilmu na czynniki szkodliwe jest zapewniona takze dzieki
powstawaniu tzw. komodrek przetrwatych (ang. persister cells), bytujgcych w postaci
uspionej. Nalezg one do populacji komdrek wolnorosngcych lub takich, ktére utracity
zdolno$¢ do wazrostu. Ich réznicowanie stymulowane jest spowolnieniem procesow
metabolicznych. Komoérki przetrwate sg szczegdlnie trudne do wyeliminowania,
poniewaz charakteryzujg sie wysokg opornoscig na nawet najbardziej zaawansowang
i dfugotrwaty antybiotykoterapie. Dodatkowo, uspione komérki mogg wznowic¢ swojg

aktywnosci w sprzyjajgcych warunkach, co moze przyczynic sie do rozwoju infekcji [58].

Zabezpieczeniem przed dziataniem substancji leczniczych jest takze opisany
wczesniej mechanizm quorum sensing. Bakterie wysyfajg miedzy sobg sygnaty
chemiczne w odpowiedzi na obecno$¢ niekorzystnych substancji w Srodowisku.
Odebrany sygnat aktywuje geny odpowiedzialne za wytwarzanie czynnikéw wirulencji
w postaci enzymow lub toksyn. Moze takze uczestniczy¢ w ochronie przed odpowiedzig
systemu odpornosciowego. W zwigzku z duzym udziatem zjawiska quorum sensing
w tworzeniu opornosci biofilmu na antybiotyki wiele grup badawczych skupia sie na
opisie mechanizmu jego dziatania oraz poszukiwaniu czasteczek blokujgcych jego

aktywnosc.

Z aktywnoscig quorum sensing zwigzany jest specyficzny system usuwajgcy zwigzki
toksyczne z wnetrza biofilmu, tzw. efflux pumps. Jest to uktad pomp, ktéry reguluje sktad
Srodowiska wewnetrznego wielokomorkowej struktury eliminujgc substancje
przeciwdrobnoustrojowe oraz metabolity. Przypuszcza sie, ze za pomocg systemu pomp

transportowane sg czgsteczki autoinduktordw [59].

Opornos$¢ biofilmu na antybiotykoterapie zapewnia takze mozliwos¢ zmian
genetycznych wewnatrz struktury. Udowodnione jest, ze komorki rosngce w postaci
biofilmu posiadajg znacznie wieksze predyspozycje do tworzenia mutacji, co jest
zwigzane z mozliwoscig przekazywania materiatu genetycznego. Dzieki wymianie genéw
bakterie szybko rozwijajg opornosé wzgledem czynnika szkodliwego i mogg przekazywadé

te informacje kolejnym komérkom [57].
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2.4 Infekcje zwigzane z rozwojem biofimu

Zakazenia bakteryjne, ktdrym towarzyszy powstanie biofilmu mozna podzieli¢ na
2 grupy: infekcje spowodowane kolonizacjg tkanek organizmu oraz infekcje
spowodowane kontaminacjg (zanieczyszczeniem) implantéw komaérkami
drobnoustrojow i rozwinieciem biofilmu. W dalszej czesci pracy zostang omdwione obie
grupy infekcji, przy czym ze wzgledu na tematyke badan wiecej miejsca zostanie

poswiecone tzw. infekcjom ,,odbiomateriatowym”.

2.4.1 Infekcje zwigzane z biofilmem utworzonym na tkankach organizmu

Adhezja bakteryjna do tkanek organizmu jest przyczyng powazinych zakazen.
Istnieje wiele jednostek chorobowych, ktérych czynnikiem etiologicznym jest biofilm
bakteryjny. Choroby zwigzane z obecnoscig wielokomdrkowe] struktury to m.in.:
przewlekte infekcje drég oddechowych, chroniczne obstrukcyjne choroby ptuc, gruzlica,
przewlekte infekcje ran (np. stopa cukrzycowa), przewlekte zapalenie ucha srodkowego,
infekcje drog zotciowych, zapalenie wsierdzia lub zapalenie ozebnej. W przypadku
infekcji ran jednym z najczesciej izolowanych drobnoustrojow jest S. aureus.
Formowanie biofilmu zwigzanie jest w tym przypadku ze zdolnoscig bakterii do wigzania
sie z fibrynogenem i kolagenem. Zakazenia uktadu moczowego powodowane s3 przez
kolonizacje szczepami gronkowcoéw i komdrkami E. coli. Moga one rozprzestrzeniaé sie
na sgsiadujgcy uktad rozrodczy, co powoduje powstawanie biofilmu, np. na btonie
Sluzowej pochwy. Sposréd zakazen drog oddechowych zwigzanych z biofilmem do
najtrudniejszych w leczeniu zalicza sie infekcje rozwiniete u oséb z mukowiscydoza.
Trudnym w eradykacji czynnikiem etiologicznym jest szczep P. aeruginosa. Opisywane
sg takze przypadki, gdzie biofilm powstaty na tkankach drég oddechowych sktadat sie

z réznych rodzajéw drobnoustrojéw [60].
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2.4.2 Zakazenia towarzyszgce wykorzystaniu biomateriatéw

Infekcje bakteryjne zwigzane z wykorzystaniem biomateriatdw stanowig obecnie
powazny problem terapeutyczny. Spowodowane jest to duzg popularnoscia i szerokimi
mozliwosciami zastosowania materiatdbw medycznych oraz ich podatnoscia na
kolonizacje przez mikroorganizmy. Szacuje sie, ze ok. 50-70% zakazen bakteryjnych
wymagajgcych hospitalizacji spowodowany jest zastosowaniem biomateriatéw. Rozwéj
infekcji moze by¢ zwigzany z kazdym rodzajem tworzywa, ktére wykorzystuje sie
w medycynie. Dodatkowo, problemem jest mozliwos$¢ transferu komorek bakteryjnych
z powierzchni implantu na tkanki organizmu. Powstanie biofilmu na powierzchni
materiatu moze prowadzi¢ do zniszczenia tkanek oraz samego wszczepu. Grozne dla
zdrowia i 1zycia pacjenta jest takie ryzyko rozprzestrzenienia sie komoérek
mikroorganizmow [61]. W Tabeli 3. zestawiono przyktady najczestszych infekcji

zwigzanych z wykorzystaniem materiatdw medycznych.

Tabela 3. Przyktady implantow, ktorych obecnosc¢ najczesciej wigze sie z rozwojem
zakazenia [62].

Cewniki urologiczne 33
Elementy wlewéw dozylnych 5-10
Implanty stomatologiczne 5-10
Wktucia centralne 2-10

Rozruszniki serca 4
Protezy biodra 3-4
Implanty sutka 1-2
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Gtéwnymi czynnikami etiologicznymi tzw. zakazen odbiomateriatowych sg
drobnoustroje Gram-dodatnie: S. aureus, S. epidermidis, Enterococcus faecalis,
Streptococcus viridans oraz niektore szczepy Gram-ujemne: P. aeruginosa, Proteus
mirabilis, Klebsiella pneumoniae. Opisywane sg takze liczne przypadki, gdzie przyczyng
zakazenia byt biofilm grzybiczy. Ponizsza tabela (Tabela 4) zawiera przyktady materiatéw
medycznych  wraz z  najczedciej izolowanymi  patogenami  zwigzanymi
z rozwojem infekcji.

Tabela 4. Zestawienie rodzajow implantow wraz z czynnikami etiologicznymi zakazen
z nimi zwigzanych [63].

S. aureus, P. mirabilis, Escherichia coli, koagulazo (-)

Implant biodra
P gronkowce, Streptococcus sp.

Rozruszniki serca S. aureus
Implanty piersi S. aureus, Enterococcus sp., S. epidermidis
Cewniki urologiczne S. epidermidis, K. pneumoniae, E. faecalis, P. mirabilis
Implanty stomatologiczne Gram-ujemne bakterie beztlenowe
Soczewki kontaktowe P. aeruginosa, bakterie Gram-dodatnie

Najwazniejszym czynnikiem ryzyka, ktdry moze byé odpowiedzialny za wywotanie
zakazenia bakteryjnego zwigzanego z zabiegiem wszczepienia implantu, jest kontakt
materiatu medycznego z zewnetrznymi powtokami ciata pacjenta. Z tego wzgledu do
najczestszych zakazen nalezg te, ktore wywotane sg obecnoscig cewnikow dozylnych,
cewnikéw urologicznych lub elementédw potrzebnych do przeprowadzania dializy
otrzewnowej. Drogg transportu komodrek bakteryjnych moze byé takze srodowisko,
w jakim przeprowadzany jest zabieg implantacji. Mikroorganizmy mogg by¢ obecne
w powietrzu wypetniajgcym wnetrze sali operacyjnej. W takim przypadku do kolonizacji
materiatu medycznego dochodzi jeszcze przed wprowadzeniem implantu do ciata
pacjenta. Do rozwoju infekcji bakteryjnych zwigzanych z wykorzystaniem biomateriatéw
moze dojs¢ takze poprzez transfer drobnoustrojéw znajdujgcych sie na skérze personelu

medycznego. Ponadto, komérki bakteryjne znajdujace sie na skérze chorego lub oséb
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majacych z nim kontakt mogg prowadzi¢ do rozwiniecia stanu zapalnego rany
pooperacyjnej, ktéra sta¢ sie moze wrotami zakazenia. Udowodnione jest, ze
mikroorganizmy sg w stanie dotrze¢ do powierzchni implantu wykorzystujgc zjawisko
dyfuzji, transportu hematogennego (poprzez naczynia krwionosne) lub przemieszczac
sie w sposdb aktywny. W przypadku niektérych materiatéw medycznych na rozwiniecie
infekcji wptywa zachowanie ich prawidtowej higieny. Dotyczy to m.in. soczewek
kontaktowych lub opatrunkéw polimerowych. Szczegdlnym przypadkiem zakazen sg
infekcje stomatologiczne, gdzie bakterie zasiedlajgce implant lub rane pochodzg z ptytki

nazebnej [64, 65].

Rutynowa diagnostyka mikrobiologiczna zakazen bakteryjnych zwigzanych
z wykorzystaniem materiatdw medycznych obejmuje pobranie prébek do badan,
hodowle, identyfikacje patogenéw praz przeprowadzenie testéw wrazliwosci na
antybiotyki. Do tej pory nie opracowano standardu, ktéry pozwalatby na celowang
diagnostyke infekcji zwigzanych z biomateriatami. W zaleznosci od budowy
i przeznaczenia implantu protokdt postepowania moze sie réznic, gtéwnie w kwestii
rodzajow prébek potrzebnych do badan. Szczegdétowe wytyczne odnosnie metod
diagnostycznych oraz antybiotykoterapii ustalone sg indywidualnie przez poszczegdlne

kraje [66].

3. Metody zwalczania biofilmu bakteryjnego

Zakazenia, ktérym towarzyszy rozwdj biofilmu nalezg do trudnych w terapii, co
stanowi zagrozenie dla zdrowia pacjenta i znacznie podnosi koszty zwigzane
z hospitalizacjg. Obecnie rozwijane sg 2 strategie walki z infekcjami zwigzanymi
z biofilmem. Pierwsza z nich obejmuje poszukiwanie nowych zwigzkéw moggcych
w przysztosci zastgpi¢ lub wspomdc konwencjonalng antybiotykoterapie, ktdra czesto
okazuje sie nieskuteczna w zwigzku z rosngcy lekoopornoscia drobnoustrojow.
Obejmuje takze metody walki z problemem biofilmu w przemysle spozywczym
i ochronie s$rodowiska. Pracuje sie nad doktadnym opisem i charakterystyka
powstawania biofilmu, co ma by¢ pomocne w zrozumieniu proceséw zachodzgcych

w strukturze. Podejscie to skupia sie przede wszystkim na rozwijaniu sposobdw eradykcji
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dojrzatego biofilmu, ktére mozna podzieli¢ na metody biologiczne, fizyczne i chemiczne

(Podrozdziaty 3.1, 3.2, 3.3) [67].

Drugi kierunek badan obejmuje opracowywanie mozliwosci zapobiegania
powstawania infekcji zwigzanych z biofilmem. Poszukiwane s3 metody, ktore
uniemozliwityby kolonizacje bakteryjng. Strategia ta dotyczy gtéwnie zakazen
wywotanych lub wspéttowarzyszagcych wykorzystaniu materiatéw medycznych
w medycynie i obejmuje procesy zwigzane z modyfikacjami powierzchni biomateriatdw.

Podejscie to szerzej omowione zostanie w kolejnym rozdziale (Rozdziat 4) [68].

3.1 Biologiczne metody zwalczania biofilmu

Wsrdéd biologicznych metod eliminacji uformowanego biofilmu wiele uwagi
poswieca sie zastosowaniu bakteriofagdw. Sg to naturalnie wystepujgce wirusy, ktore
posiadajg zdolnos¢ do wnikania do komérek bakteryjnych. Drobnoustroje nie rozwijajg
opornosci w odpowiedzi na ich aktywnos$¢. Ponadto, fagi mogg bytowaé w Srodowisku
wewnetrznym gospodarza przez dtugi okres i poza pojedynczymi komdrkami
bakteryjnymi atakowal takie te tworzace biofilm. Bakteriofagi moga oddziatywac
z genomem drobnoustrojow (fagi lizogenne) lub niszczy¢ komérki bakterii (fagi lityczne).
Potwierdzona jest skutecznos$¢ wykorzystania terapii fagowej w eliminacji biofilméw

P. aeruginosa oraz S. aureus. Przyktadowe mechanizmy dziatania bakteriofagdw to m.in.:

e Whnikniecie do wnetrza biofilmu i namnazanie sie w komérkach bakteryjnych, co
prowadzi do rozprzestrzenienia sie fagdw w catej strukturze hamujac produkcje
zewnatrzkomadrkowej macierzy;

e Woytwarzanie enzymdw destabilizujgcych biofilm;

e Zdolnos¢ do infekowania komorek przetrwatych [69].

Biologiczne metody eradykacji biofilmu bakteryjnego obejmujg takze
zastosowanie enzymoéw. Bakterie tworzace biofilm wytwarzajg substancje, ktére
umozliwiajg im zainicjowanie etapu dyspersji. Enzymy te to przede wszystkim zwigzki
oddziatujace ze sktadnikami macierzy otaczajacej biofilm: proteazy, egzopolisacharydazy

lub deoksyrybonukleazy, nazywane takze matrix-targeting enzymes. Przypuszcza sie, ze
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wyizolowanie tych enzyméw oraz podanie ich do s$rodowiska biofilmu zwieksza
wrazliwos$¢ drobnoustrojow na aktywnos¢ uktadu immunologicznego oraz dziatanie

antybiotykow [70].

Regulacja funkcjonowania drobnoustrojow w zorganizowanej strukturze odbywa sie
poprzez wysytanie sygnatéw w postaci materiatu genetycznego. Najwazniejszg role
w procesie dojrzewania biofilmu oraz zapewnianiu opornosci na czynniki szkodliwe
odgrywa mechanizm quorum sensing. Doniesienia literaturowe podajg, ze geny
odpowiedzialne za istnienie tego sposobu komunikacji stanowig ok. 10% genomu
drobnoustrojow. Poszukiwane sg czgsteczki, ktére oddziatywatyby z receptorami dla
autoinduktoréw. Opisane jest takze, ze regulacja procesu budowy biofilmu zalezy od
cyklicznego di-GMP, ktory jest przekaznikiem w transdukcji sygnatéw (gtdwnie
dotyczacych wytwarzanie polimerowej macierzy) oraz sRNA uczestniczacego
w posttranskrypcyjnej regulacji gendéw odpowiedzialnych za procesy metaboliczne oraz
rozwdj czynnikdw determinujgcych patogennos$é. Obecnie badania skupiajg sie na

ingerencji w dziatanie wspomnianych wyzej czgsteczek sygnatowych [71].

Posrdd biologicznych metod walki z biofilmem bakteryjnym literatura wyrdznia takze
zastosowanie przeciwciat. Opisane jest doswiadczenie, w ktérym zastosowano
przeciwciata monoklonalne skierowane przeciwko biatku AAP (accumulation asociated
protein) produkowanym przez szczep S. epidermidis. Biatko to odpowiada za
zachodzenie procesu adhezji bakteryjnej oraz akumulacje komdrek na powierzchni.
Zablokowanie jego aktywnosci przez przeciwciato wptywa na redukcje lub powoduje
catkowitg eradykcje drobnoustrojow z powierzchni materiatu medycznego [72]. Ludzkie
przeciwciato monoklonalne TRL1068 okazato sie skuteczne w blokowaniu aktywnosci
czynnikéw genetycznych odpowiedzialnych za powstawanie biofilmu. Badane jest takze
pod katem mozliwosci zastosowania w terapii fgczonej wykorzystujgcej antybiotyki
konwencjonalne w terapii zakazen zwigzanych z uzyciem biomateriatéw. Testy in vivo na
mysim  modelu infekcji  potwierdzity = wiekszg  efektywno$é  pofaczenia
przeciwciato/antybiotyk w redukcji komoérek bakteryjnych niz uzyskano dla samego

antybiotyku [73].
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Rycina 5. Przyktady metod biologicznych wykorzystywanych do walki z biofilmem.

3.2 Fizyczne metody zwalczania biofilmu

Wszedzie tam, gdzie problem biofilmu dotyczy powierzchni zastosowanie znajdujg
metody fizyczne eliminacji drobnoustrojow. Ich dziatanie opiera sie gtdwnie na
procesach mechanicznych, np. skrobaniu czy szorowaniu. Udowodnione jest, ze takie
postepowanie nie jest skuteczne w kazdym przypadku i zalezy od wtasciwosci
powierzchni. Wséréd wykorzystywanych metod fizycznych o potwierdzonym dziataniu
wyroznia sie zastosowanie temperatury. Zdolno$¢ do eliminacji wielokomdrkowe;j
struktury potwierdzono dla procesu zamrazania oraz warunkdéw wysokiej temperatury
(ok. 100°C) [67]. Nowoczesne podejscia opisujg takze mozliwosci wykorzystania
promieniowania UV. Opisywane s3 badania, gdzie do eliminacji biofilmu uzyto
promieniowania UVA — LED o niskiej czestotliwosci pulsacyjnej [74]. Duze nadzieje
poktada sie takze w przeciwdrobnoustrojowej terapii fotodynamicznej, ktéra opiera sie
na zastosowaniu procesu $wiattouczulenia, wykorzystaniu tlenu czgsteczkowego oraz
Swiatta widzialnego o odpowiedniej dtugosci, tak aby spowodowaé powstawanie
wysokoreaktywnych form tlenu, ktére niszczg strukture biofilmu [75]. Potwierdzona jest
takze skutecznos¢ zastosowania pradu elektrycznego w eradykacji komoérek
bakteryjnych. Uwaza sie, ze oparta na zastosowaniu pragdu metoda elektrochemiczna

moze by¢ wykorzystana do usuwania biofilmu z powierzchni implantéw. Warunkiem jest
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jednak rodzaj materiatu, z jakiego wykonany jest wszczep. Do zajscia procesu wymagana
jest powierzchnia o wtasciwosciach przewodzenia pragdu elektrycznego. Skutkiem
dziatania tej metody jest m.in. zwiekszenie przepuszczalnosci btony komédrkowej
drobnoustrojow i utlenienie biatek wewnatrzkomérkowych. Doniesienia literaturowe
opisujg takze wysoka efektywnos¢ pola elektrycznego w zwalczaniu biofilmu poprzez
zaburzanie struktury btony komadrkowej [76]. Inng z metod, ktéra okazata sie skuteczna
w walce z biofilmem jest wykorzystanie wigzek laserowych. Badania wskazuja, ze fala
uderzeniowa jest w stanie rozbi¢ zwartg strukture, w ktdrej bytujg drobnoustroje.
Potwierdzono réwniez, ze generowana laserowo wigzka wptywa na destabilizacje
biofilmu. Metoda ta moze by¢ pomocna np. w eradykacji drobnoustrojéw zasiedlajgcych

tkanki skéry [77].

Wykorzystanie ultradzwiekdw o niskiej czestotliwosci jest kolejnym przyktadem metody
fizycznej badanej pod katem zastosowanie w eliminacji biofilmu. Potwierdzono, ze
ultradzwieki mogg wptywac na zwiekszenie béjczego dziatania antybiotykdw poprzez
utatwienie ich penetracji przez kolejne warstwy komodrek. Zaletg tej metody jest takze
mozliwo$s¢ mechanicznego naruszenia stabilnosci struktury. Potwierdzono, ze
czestotliwosé ok. 70 kHz hamuje transport substancji odzywczych i tlenu w gtgb biofilmu

[78].

Podsumowanie najpopularniejszych metod fizycznych badanych pod katem

zastosowania w eliminacji biofilmu przedstawia Rycina 6.
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Rycina 6. Przyktady metod fizycznych wykorzystywanych w badaniach nad eliminacjg
biofilmu bakteryjnego.

3.3 Chemiczne metody zwalczania biofilmu

Chemicznych metody zwalczania biofilmu opierajg sie na poszukiwaniu nowych
substancji o dziatniu przeciwdrobnoustrojowym. Obecnie wykorzystywane antybiotyki
sg nieskuteczne wobec zakazen spowodowanych biofilmem a ich naduzywanie moze
prowadzi¢ do selekcji szczepdw opornych. Grupg zwigzkéw o udowodnionej aktywnosci
przeciwbiofilmowej sg surfaktanty. Potwierdzono skutecznos¢ dodecylosiarczanu(VI)
sodu w zwalczaniu biofilmu poprzez rozbicie jego struktury i inicjowanie dyspers;ji.
Opisane jest takze wykorzystanie Tweenu 20 oraz Tritonu-X jako substancji, ktére
powodujg odczepienie sie biofilmu od kolonizowanej powierzchni [79]. Do grupy
surfaktantéw zalicza sie takze tzw. biosurfaktanty, ktérych przedstawicielem sg

lipopeptydy produkowane przez niektére szczepy bakteryjne [80].

Opisywane sg badania z wykorzystaniem wolnych kwaséw ttuszczowych, ktére wykazuja
aktywnos¢ podobng do surfaktantdw. Kwas cis-2-dekanowy posiada udowodniong
skutecznos¢ w indukowaniu rozpadu struktury biofilmu. Niektore

z kwaséw ttuszczowych biorg wudziat w regulowaniu produkcji enzymoéw
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odpowiedzialnych za rozktad egzopolisacharydu. Przypuszcza sie, ze wybrane zwigzki
mogg oddziatywaé na bardziej ztozone procesy zachodzace w biofilmie, np. aktywnos¢

biatek, regulacje metabolizmu [81].

Celem prac grup badawczych jest takze opisanie mozliwosci wykorzystania zwigzkéw
chemicznych o charakterze biobdjczym. Badane jest zastosowanie zwigzkéw chloru oraz
soli nieorganicznych w eliminacji biofilmu, ktérych mechanizm dziatania opiera sie
gtéwnie na utlenianiu elementéw struktury bakteryjnej [82]. Specyficzna budowa
chemiczna tych zwigzkdéw ogranicza ich zastosowanie przede wszystkim do dezynfekcji
powierzchni. Sposrdd  zwigzkdéw  nieorganicznych  potwierdzong  aktywno$é
antybiofilmowa posiada m.in. chlorowodorek oktenidyny, ktérego preparaty uzywana

sg do dezynfekcji ran [83].

Do chemicznych metod eradykacji biofilmu zalicza sie takze wykorzystanie jondw metali.
Badania in vitro potwierdzajg, ze skuteczne w eliminacji biofilmu P. aeruginosa sg jony
miedzi lub tytanu. Przeprowadzono doswiadczenia, w ktdrych testowano aktywnos$é
jonéw srebra i ztota [78]. Do tej pory jednak lepsze rezultaty otrzymywano dla
zastosowania metali w zapobieganiu kolonizacji powierzchni przez drobnoustroje niz
eliminacji biofilmu. Przyktadem moze by¢ zastosowanie jondw srebra do modyfikacji
powierzchni cewnikéw urologicznych. W tym przypadku warstw srebra efektywnie
chronita powierzchnie materiatu przed kolonizacjg przez szczep E. coli [84]. Jednym
z podejs¢ jest zastosowanie jondw galu. Metal ten posiada chemiczne podobienstwo do
jonéw zelaza, dlatego moze by¢é wykorzystywany do hamowaniu procesow
przeprowadzanych przez komérki bakteryjne, ktére zalezne sg od obecno$¢ jonéw Fe*,
Rozwaza sie takze zastosowanie galu jako srodka efektywnie eliminujgcego biofilm

P. aeruginosa powodujgcego infekcje drog oddechowych u 0séb z mukowiscydozg [85].

W odpowiedzi na rosngcg antybiotykooporno$é poszukuje sie alternatywy dla
obecnie stosowanych antybiotykow i chemioterapeutykdw. Duze nadzieje poktada sie
w zastosowaniu peptyddéw przeciwdrobnoustrojowych (AMPs). Jest to grupa zwigzkéw
gtéwnie pochodzenia naturalnego. Obecno$¢ AMPs potwierdzono u wszystkich
organizméw zywych, w tym roslin i mikroorganizmoéw. Ich gtéwng rolg jest
uczestniczenie we wrodzonej odpowiedzi immunologicznej. Grupa peptydéw

przeciwdrobnoustrojowych obejmuje zwigzki posiadajgce zwykle od 10 do 50 reszt
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aminokwasowych. Mechanizm dziatania AMPs polega przede wszystkim na niszczeniu
btony komodrkowej drobnoustrojéw. Badania potwierdzity szerokie spektrum ich
aktywnosci, ktére obejmuje zaréwno bakterie Gram-dodatnie, Gram-ujemne oraz
grzyby. Opisywane sg takie peptydy o dziataniu przeciwwirusowym
i przeciwpasozytniczym. Posrod peptyddw przeciwdrobnoustrojowych wyréznia sie
zwigzki, ktére wykazujg wiekszg efektywnos¢ dziatania wobec struktury biofilmu niz
w stosunku do form planktonicznych drobnoustrojéw. Przyktadem sg np. peptyd LL-37
(ludzka katelicydyna) lub melityna (zwigzek wyizolowany z jadu pszczoty miodnej Apis
mellifera) [86]. Poza naturalnym peptydami przeciwdrobnoustrojowymi opracowuje sie
zwigzki o charakterze syntetycznych lipopeptydéw, ktére charakteryzuje wysoka
aktywnos$é zaréwno w stosunku do pojedynczych komoérek bakterii jak i biofilmu [87].
Opisuje sie takze wykorzystanie AMPs jako substancji zapobiegajgcych rozwojowi
wielokomdrkowej struktury, m.in. w modyfikacji powierzchni biomateriatéw.
Dokfadniejsze omowienie grupy peptydéw przeciwdrobnoustrojowych oraz ich

wykorzystanie przedstawiono w Rozdziale 5.

Zwigzki chloru,
niektére sole

Wolne kwasy

ttuszczowe Jony metali
Chemiczne
Surfaktanty metody" Peptydy przeciw-
eradykacji drobnoustrojowe

biofilmu

Rycina 7. Przyktady metod chemicznych stosowanych pod kgtem eliminacji biofilmu.
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4. Zapobieganie rozwojowi biofilmu na powierzchni materiatow

medycznych

Z punktu widzenia medycyny i epidemiologii lepszym podejsciem wydaje sie by¢
zapobieganie powstawaniu biofilmu bakteryjnego i tym samym unikniecie rozwoju

infekcji zwigzanej z jego obecnoscia.

Szerokie zastosowanie biomateriatéw w lecznictwie przyczynito sie do wyodrebnienia
nowej grupy zakazen okreslanych jako biomaterials-related infections (zakazenia
zwigzane z biomateriatami). Problem kolonizacji powierzchni implantéw lub elementéw
sprzetu medycznego przez drobnoustroje spowodowat, ze wiele grup badawczych jako
temat swoich badan wybrato poszukiwanie efektywnych sposobdéw chronigcych
materiaty medyczne przed adhezjg bakteryjng [88]. W dalszej czesci rozdziatu
przedstawione zostang przyktady modyfikacji powierzchni biomateriatéw jako metody

zapobiegajacej powstawaniu biofilmu.

W przypadku wiekszosci stosowanych biomateriatow strategia wptywajacg na
powinowactwo do kolonizacji przez drobnoustroje jest regulowanie ich sktadu, co
wptywa na wtasciwosci fizyczne powierzchni. Potwierdzone jest, ze komorki bakteryjne
tatwiej przyczepiajg sie do podtozy hydrofobowych o wysokiej szorstkosci i porowatosci.
W zwigzku z tym, ze liczba mozliwych kombinacji sktadnikéw budujgcych dany
biomateriat jest ograniczona (nie wszystkie spetniajg wymagania dla biomateriatéw do
zastosowan medycznych) alternatywa sg procesy modyfikacji powierzchni materiatow

[89].

Opisanych jest wiele metod fizykochemicznych, ktére wykorzystuje sie do zmiany
wtasciwosci zewnetrznej warstwy biomateriatéw. Pierwsza z nich jest zastosowanie
reakcji chemicznych wykorzystujgcych wigzanie kowalencyjne lub stabsze wigzanie
elektrostatyczne. Metoda ta uzywana jest m.in. do immobilizacji substancji

przeciwdrobnoustrojowych (antybiotykéw, peptydéw przeciwdrobnoustrojowych) [90].

W przypadku implantéw metalowych zastosowanie znajduje elektrochemiczne

utlenianie. Potwierdzono, ze wytworzony w ten sposéb tlenek tytanu aktywnie
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oddziatuje z komdrkami S. aureus oraz E. coli i moze by¢ wykorzystywany w prewencji

powstawania biofilmu bakteryjnego [91].

Kolejng metodg modyfikacji powierzchni biomateriatéw jest rozpylanie plazmowe.
Metod ta polega na wprowadzeniu substratu modyfikujgcego w strumien plazmy, gdzie
jest szybko podgrzewany i z duzg predkoscia kierowany w strone podtoza.
Doswiadczenia  opisuja  wykorzystanie  plazmy do  wigzaniu  substancji
przeciwdrobnoustrojowych do powierzchni polietylenu [92]. Podobne zastosowanie
przypisuje sie zimnej plazmie (tzw. plazmie niskotemperaturowej), ktérg wykorzystano
do modyfikacji powierzchni implantéw stomatologicznych. Uzyskane wyniki nie

potwierdzajg catkowitej eliminacji biofilmu, ale metoda ta wciaz jest rozwijana [93].

Elektrostatyczne rozpylanie (ESD, ang. electrostatic spray deposition) polega na
zastosowaniu procesu atomizacji cieczy (rozbiciu na drobne krople) przy udziale sit
elektrostatycznych. Technika ESD wykorzystywana jest np. do modyfikacji powierzchni

metalowych warstwg hydroksyapatytu [94].

Zmiana wiasciwosci materiatu, z jakiego wykonywane sg implanty moze nastgpic¢ takze
poprzez zastosowanie naktadania elektroforetycznego (EPD, ang. electrophoretic
deposition). Metoda ta wykorzystuje ruchy natadowanych czgsteczek w zawiesinach,

ktére poruszajg sie w kierunku elektrody o przeciwnym tadunku [95].

Posréd sposobdédw modyfikacji powierzchni materiatéw wyrdznia sie takze pulsacyjne
naktadanie laserowe (PLD, ang. pulsed laser deposition). Jest to jedna z bardziej
zaawansowanych technik, ktéra wykorzystuje dziatanie lasera o wysokiej energii.
Strumien lasera wspomaga taczenie sie substratu, ktéry stanowi czynnik modyfikujgcy,
z powierzchnig materiatu. Przypuszcza sie, ze zastosowanie lasera moze by¢ pomocne

w zmianach wiasciwosci fizycznych tworzyw polimerowych [96].

Modyfikacja biomateriatéw moze odbywac sie takze poprzez wprowadzenie znanej
i opisanej substancji o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej do jego sktadu. Metoda ta
jest wykorzystywana przede wszystkim w przypadku polimeréw biodegradowalnych
i projektowaniu systemoéw dostarczania substancji leczniczych o czym wspomniano we

wczesniejszych rozdziatach.
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W projektowaniu powtok, ktére majg charakteryzowac sie dziataniem zapobiegajgcym

adhezji bakteryjnej, a tym samym rozwojowi biofilmu wyrdzni¢ mozna 3 strategie:

e Wytworzenie powtok, ktére uwalnia¢ bedg substancje przeciwdrobnoustrojowg
do otoczenia;

e Opracowywanie powtok, ktore powodowac bedg eliminacje mikroorganizméw
w drodze bezposredniego kontaktu;

e Wykorzystanie warstw o wtasciwosciach odpychajacych komérki bakteryjne

[97].

Modyfikacje biomateriatéw, ktére pozwalajg na uwalnianie substancji aktywnej
przeciwdrobnoustrojowo mogg dziata¢ dwukierunkowo: eliminowa¢ komorki, ktore
rozpoczety proces formowania biofilmu oraz oddziatywa¢ z komodrkami, ktére
przebywaja w formie wolnoptywajgcej. Antybiotyk lub inny zwigzek
przeciwdrobnoustrojowy moze by¢ uwalniany z biomateriatu w odpowiedzi na kontakt
ze Srodowiskiem wodnym, poprzez erozje lub degradacje wigzan chemicznych.
Udowodnione jest, ze najbardziej obiecujgcymi biomateriatami do opracowywania
systeméw uwalniania substancji przeciwdrobnoustrojowych sg PMMA, kwas
poliakrylowy (PAA), hydroksyapatyt, PU, hydrozele [98].

Tabela 5. Przyktady zwigzkéw o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej, ktore stosowane
sq w celu zapobiegania rozwojowi biofilmu poprzez uwalnianie ich do otoczenia [99].

Gentamycyna, ciprofloksacyna,

Antybiotyki konwencjonalne -
ampicilina, wankomycyna

Peptydy przeciwdrobnoustrojowe Magaininy, katelicydyny
Metale Srebro, miedz, cynk, gal
Enzymy Lizozym

Oktenidyna, chlorheksydyna, sole
amoniowe

Zwiazki organiczne
Zastosowanie majg takze powtoki o dziataniu bakteriobdjczym, ktérych funkcjonalnosé
polega na eliminacji mikroorganizméw w wyniku ich kontaktu z substancjg toksyczna
znajdujacy sie na powierzchni materiatu medycznego. Strategia tego typu modyfikacji

opiera sie na immobilizacji zwigzku o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej do podtoza
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wykorzystujgc wigzania kowalencyjne. Mechanizm dziatania powtok opiera sie na
kontaktowym oddziatywaniu substancji z btong komdrkowg bakterii. Udowodnione jest,
ze najwiekszg efektywnos¢ wykazujg modyfikacje wykorzystujgce zwigzki kationowe, np.

peptydy przeciwdrobnoustrojowe [100].

Trzecia strategia opisujgca metody zapobiegania powstawania biofilmu bakteryjnego
rowniez dotyczy wczesnej fazy jego formowania, czyli etapu adhezji. Opracowuje sie
mozliwosci modyfikacji powierzchni biomateriatéw tak, aby zmieni¢ ich wtasciwosci
fizyczne. Celem zmian jest stworzenie niekorzystnych warunkéw dla komdrek
bakteryjnych, odpychanie ich oraz ograniczenie adsorpcji biatek organizmu, co takze

sprzyja rozwojowi biofilmu [90].

5. Peptydy przeciwdrobnoustrojowe (AMPs)

Peptydy przeciwdrobnoustrojowe uwazane sg za obiecujgcy alternatywe dla
wspotczesnie stosowanych antybiotykdw i chemioterapeutykdw. Ze wzgledu na
naduzywanie antybiotykoterapii oraz zwigzane z tym powstawanie opornych szczepéw
bakterii AMPs staty sie jednym z gtéwnych kierunkdédw badan. Potwierdzone jest, ze
mikroorganizmy wolno rozwijajg czynniki opornosci na ich aktywnos¢. Dodatkowa
cechy, ktéra wptywa na duze zainteresowanie AMPs jest ich bezpieczenstwo dla
komodrek ludzkich. Celowane dziatanie peptyddéw zwigzane jest z rézng budowa btony
komodrkowej drobnoustrojéw i komoérek ludzkich. Obecnos$é kwasu tejchojowego
w Scianie komérkowej bakterii Gram-dodatnich oraz lipopolisacharydu u bakterii Gram-
ujemnych zapewnia ujemny fadunek, co powoduje, ze dodatnio natadowane AMPs
wykazujg powinowactwo do drobnoustrojéw zamiast komadrek ludzkich. Duzg zaletg jest
takze mozliwos¢ wielokierunkowego zastosowania peptyddw. Ich aktywnos$é obejmuje

dziatanie przeciwwirusowe, przeciwnowotworowe lub immunomodulujgce [101].

Jak wspomniano we wczesniejszym rozdziale (Podrozdziat 3.3) wystepowanie peptydow
przeciwdrobnoustrojowych jest szeroko rozpowszechnione w przyrodzie. Zrédta podaja,
ze do tej pory opisano kilka tysiecy sekwencji o potencjalnej lub juz udowodnionej

aktywnosci przeciwbakteryjnej. Obiecujace wyniki badan prowadzonych z udziatem
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AMPs pozwolity na dopuszczenie ich do badan klinicznych. Przyktadem jest pexiganan
(MSI-78), peptyd wyizolowany ze skory zaby afrykanskiej Xenopus laevis, ktory badano
pod katem mozliwosci zastosowania w leczeniu stopy cukrzycowej. Innym z AMPs, ktéry
opisywano w ramach badan klinicznych jest omiganan (MBI-226), syntetyczny analog
indolicydyny wyizolowanej z ziarnistosci neutrofili bydlecych. Zwigzek ten testowano
pod katem skutecznos$ci w terapii tragdziku rézowatego. Mimo wysitku wielu grup
badawczych nie udato sie opracowaé zwigzku, ktéry pozytywnie przeszedt wszystkie
etapy badan klinicznych. Ze wzgledu na wiele pozytywnych aspektéw, jakimi
charakteryzuja sie peptydy przeciwdrobnoustrojowe nadal rozwija sie temat mozliwosci

ich zastosowania [102].

5.1 Klasyfikacja

Grupa peptydéw przeciwdrobnoustrojowych obejmuje zwigzki o rdéznej
strukturze, réznej dtugosci tanncucha aminokwasowego oraz spektrum dziatania. Ponizej

zostang opisane 2 gtdéwne sposoby klasyfikacji AMPs:

e Podziat ze wzgledu na pochodzenie;

e Podziat ze wzgledu na strukture.

5.1.1 Podziat AMPs ze wzgledu na pochodzenie

Peptydy przeciwdrobnoustrojowe stanowig element odpornosci organizmoéw
zywych. Wiele ze zwigzkdw produkowanych jest przez szczepy bakteryjne. W przypadku
drobnoustrojow AMPs wykorzystywane sg do eliminacji innych komorek z otoczenia na
zasadzie konkurencji, np. w warunkach niedostatecznej ilosci sktadnikdw odzywczych.
Grupy peptydow przeciwdrobnoustrojowych produkowanych przez bakterie s3
bakteriocyny. Wyrdznia je waskie spektrum aktywnosci w poréwnaniu do innych AMPs,
obejmujace jedynie pojedyncze szczepy. Udowodniono, ze szczepy bakterii Gram-
ujemnych sg zazwyczaj odporne na dziatanie bakteriocyn produkowanych przez szczepy

Gram-dodatnich [103].
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Kolejng grupa peptyddw przeciwdrobnoustrojowych sg zwigzki wytwarzane przez
organizmy roslinne. Rosliny produkuja AMPs w odpowiedzi na infekcje wywotane
obecnoscig bakterii, wirusow lub grzybdw i poza aktywnoscig przeciwdrobnoustrojowg
mogg dziata¢ antyoksydacyjnie lub hamowac niektére enzymy. Peptydy izolowane
z roslin w wiekszosci nalezg do zwigzkdéw bogatych w reszty cysteiny. Przyktadem AMPs

wytwarzanych przez organizmy roslinne sg tioniny, snakiny i defensyny [104].

Sposrod peptyddw przeciwdrobnoustrojowych najwiekszg grupe stanowig zwigzki
wytwarzane w organizmach zwierzat. Ich obecnos$¢ potwierdzono w wielu komaérkach,
m.in. komponentach krwi (makrofagi, limfocyty, neutrofile), komdrkach nabtonka btony
Sluzowej czy ptynach ustrojowych (np. ptynie tzowym). AMPs produkowane przez
zwierzeta  wykazujg szerokie spektrum dziatania i wysokg aktywnosé
przeciwdrobnoustrojowg [105]. Katelicydyny nalezg do jednej z najlepiej opisanych grup
peptydéw przeciwdrobnoustrojowych. Obecne sg m.in. w organizmach ssakdw, ryb,
ptazéw. Najbardziej znanym reprezentantem katelicydyn jest peptyd LL-37. Jego funkcja
polega na regulowaniu odpowiedzi zapalnej, wspomaganiu gojenia sie ran oraz dziataniu
przeciwdrobnoustrojowym. W organizmie cztowieka AMPs produkowane sg gtéwnie
przez komorki tkanek skory, drég oddechowych, ptuc lub jelit. Do grupy ludzkich
peptydéw przeciwdrobnoustrojowych zalicza sie gtéwnie defensyny i katelicydyny
(peptydy kationowe, czesto bogate w reszty cysteiny) oraz histatyny (peptydy obecne
gtéwnie w slinie, bogate w reszty histydyny) [106]. Doniesienia literaturowe wymieniajg
niedobor defensyn i katelicydyn jako jeden z gtéwnych czynnikdw powstawania

atopowego zapalenia skéry oraz choroby Lesniowskiego-Crohna [107].

Opisane powyzej AMPs nalezg do zwigzkéw wystepujgcych naturalnie. Nowe kierunki
badania nad peptydami coraz czesciej obejmujg prace nad ich syntetycznymi analogami.
Do grupy peptyddw przeciwdrobnoustrojowych zalicza sie takie syntetyczne
lipopeptydy bedace potgczeniem sekwencji aminokwaséw z resztg kwasu ttuszczowego.
Stosunkowo tatwe otrzymywanie tych zwigzkéw oraz wysoka aktywnosé w stosunku do
bakterii powodujg, ze jest to jedno z gtéwnych zagadnien rozwijanych przez grupy

badawcze zajmujace sie projektowaniem peptyddéw przeciwdrobnoustrojowych [108].
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5.1.2 Podziat ze wzgledu na budowe chemiczna

w opisywaniu aktywnosci oraz projektowaniu peptydéw
przeciwdrobnoustrojowych wazne jest okreslenie ich struktury drugorzedowej (utozenia
przestrzennego tancuchdéw). Pozwala to takie na zrozumienie zaleznosci miedzy
sekwencjg aminokwasdéw a forma jakg przyjmujg. W oparciu o strukture drugorzedowg
AMPs zostaty podzielone na zwigzki tworzgce a-helisy, B-kartki, petle lub formy

wydtuzone, ktdrych nie mozna zaklasyfikowa¢ do pierwszej lub drugiej grupy [109].

Peptydy o budowie a-helisy, np. magaininy, nalezg do najlepiej poznanych
zwigzkow. Duzg grupe stanowig AMPs o charakterze kationowym, cho¢ wyrdznia sie
takze peptydy posiadajgce witasciwosci amfipatyczne lub anionowe. Biorgc pod uwage
ich potencjalne zastosowanie jako substancje lecznicze korzystne jest otrzymywanie
peptyddw kationowych, poniewaz ich dziatanie jest bardziej selektywne w stosunku do
drobnoustrojow. Udowodnione jest, ze helikalnos¢ AMPs wptywa na ich aktywnosé.

Cecha ta moze by¢ modulowana dzieki substytucji odpowiednich aminokwaséw.

Peptydy przeciwdrobnoustrojowe posiadajgce budowe B-kartki stabilizowane sg
przez wigzania disiarczkowe. Duzg grupe stanowia zwigzki o budowie cyklicznej, ktéra
moze zosta¢ osiggnieta takze poprzez cyklizacje szkieletu peptydowego. AMPs
o budowie B-kartki ze wzgledu na sztywng strukture nie ulegajg silnym zmianom
konformacyjnym w trakcie oddziatywania z btong komoédrkowg bakterii. Najlepiej

opisanymi AMPs nalezgcymi do tej grupy sg defensyny.

Peptydy przeciwdrobnoustrojowe, ktérych nie mozna zaklasyfikowaé¢ do zadnej
z opisanych powyzej grup charakteryzujg sie brakiem struktury drugorzedowej i czesto
posiadajg w sekwencji wiele reszt danego aminokwasu, np. tryptofanu lub proliny.
Przyktadem takiego zwigzku jest indolicydyna produkowana przez bydlece leukocyty

[102, 110].
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5.2 Mechanizmy dziatania

Mechanizm dziatania wiekszosci peptydéw przeciwdrobnoustrojowych opiera sie
na niszczeniu bfony komdrkowej mikroorganizméw, przenikaniu przez nig oraz
wewnatrzkomoérkowym oddziatywaniu z okreslonymi celami w komodrce. Wazng role
w procesie przenikania peptydéw w giagb btony komodrkowej odgrywajg sity
elektrostatyczne, ktére powstajg pomiedzy AMPs o dodatnim fadunku a ujemnie
natadowang powierzchnig mikroorganizmow. Wiekszos¢ peptydédw posiada w swojej
strukturze region hydrofobowy, ktéry utatwia czgsteczkom zwigzkéw wejscie w btone
komodrkowg. Proces ten powoduje przerwanie jej ciggtosci, utworzenie porow

i uwolnienie cytoplazmy z wnetrza komaérki.

Opisuje sie 3 metody oddziatywan AMPs z powierzchnig btony komodrkowej

drobnoustrojow:

e Model ,klepek beczki”, gdzie czasteczki peptydu wchodzg prostopadle w bfone
komodrkowa;

e Model ,dywanowy”, gdzie AMPs pokrywajg fragment bfony, tak aby czes¢
hydrofobowa skierowana byta do wewnatrz;

e Model ,toroidalny”, gdzie pory tworzone sg podobnie jak w modelu ,klepek
beczki”. Czes¢ hydrofobowa peptydu pozostaje zwigzana z fosfolipidami, co

powoduje jej zakrzywienie [101].

Peptydy mogg takze oddziatywaé z btong komdrkowga na zasadzie aktywnosci
charakterystycznej dla detergentéw. Dochodzi do rozbicia lipidow btony oraz
utworzenia miceli sktadajgcych sie z czgsteczek substancji przeciwdrobnoustrojowej

oraz lipidow. Proces ten powoduje rozluznienie struktury btfony komorkowej [109].

Niektére AMPs oddziatujg ze strukturami wewnatrzkomaérkowymi lub wptywajg na
procesy zachodzgce w komoérce. Mozliwe jest, ze zwigzki docierajg do wnetrza
cytoplazmy bez ingerencji w ciggto$¢ btony komodrkowej wykorzystujgc biatkowe
transportery. Przyktadem AMPs o aktywnosci wewnatrzkomdrkowej jest indolicydyna,

ktorej mechanizm dziatania opiera sie na wigzaniu DNA i hamowaniu syntezy biatek.
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Peptydy przeciwdrobnoustrojowe mogg takze blokowaé enzymy bakteryjne Ilub
wykazywac ztozong aktywnos¢. Zwigzkiem o podwdjnym mechanizmie dziatania jest
seminalplazmina hamujgca synteze RNA jednoczesnie aktywujac procesy autodestrukcji

komorki.

Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa peptydéw zalezy takze od ich dziatania na
uktad odpornosciowy. Badania opisujg, ze AMPs dziatajg immunomodulujgco poprzez
stymulowanie hemotaksji oraz réznicowania komdrek biorgcych udziat w odpowiedzi

immunologicznej [111].

5.3 AMPs o aktywnosci przeciwbiofilmowej

Peptydy przeciwdrobnoustrojowe dzieki aktywnosci wykazywanej przeciwko
mikroorganizmom uznawane sg za zwigzki, ktéore mogg okazaé sie skuteczne
w eradykacji biofilmu bakteryjnego. Potwierdzone jest, ze wielokomdrkowa struktura
jest nawet 1000 razy bardziej oporna na dziatanie antybiotykdéw konwencjonalnych.

W zwigzku z tym pojawita sie koniecznos¢ poszukiwania nowych substancji aktywnych.

W ostatnim czasie duzo uwagi poswieca sie tematowi terapii infekcji bakteryjnych
zwigzanych z biofilmem. Badania pozwolity na wyodrebnienie osobnej grupy AMPs
o aktywnosci przeciwbiofilmowe] obejmujgcej zardwno eradykacje struktury jak
i zapobieganie jej tworzeniu. Peptydy te mogg takze stanowi¢ wsparcie w zwalczaniu
biofilmu poprzez dziatanie synergistyczne z antybiotykami. Mechanizm dziatania
przeciwbiofimowego peptydéw przeciwdrobnoustrojowych polega przede wszystkim na
zaburzaniu stabilnosci struktury oraz oddziatywaniu na procesy wewnatrzkomodrkowe
zwigzane z odpowiedzig na stres komadrkowy, ktéry jest jednym z czynnikdw inicjujgcych
formowanie biofilmu. Obecnos$¢ czynnika szkodliwego w $rodowisku uaktywnia
produkcje czasteczek sygnatowych, ktdére zapewniajg komdrkom mozliwosc
przetrwania. Przyktadem peptyddw o aktywnosci skierowanej w strukture biofilmu jest
DJK-5 oraz DJK-8, ktore degradujg czasteczki odpowiedzialne za przystosowanie sie
drobnoustrojéow do niekorzystnych warunkéw. Udowodniong aktywnos$¢ w eradykacji

wielokomdrkowej struktury posiada laktoferryna, ktérej mechanizm dziatania polega na
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wigzaniu jondw zelaza niezbednych w procesie formowania biofilmu. Kolajnymi
przyktadami AMPs, ktére okazaty sie efektywne w zwalczaniu zorganizowanej formy
bytowania drobnoustrojéw sg LL-37 oraz jego fragmenty, baktenecyna oraz melittyna

[112].

Przeciwbiofilmowa aktywnos$¢ peptydéw wigze sie takze z koniecznos$cig rozwigzania
problemdéw dotyczgcych toksycznosci zwigzkéow. W przypadku peptyddéw, ktérych
efektem dziatania jest dyspersja komoérek zagrozeniem jest mozliwos¢ kolonizacji

sgsiednich tkanek przez uwolnione drobnoustroje [113].

AMPs charakteryzujgce sie efektywnoscig w zwalczaniu biofilmu czesto wykazujg takze
aktywnos$é w zapobieganiu adhezji bakteryjnej. Prewencja rozwoju infekcji, takze tych
zwigzanych z wykorzystaniem biomateriatdw, jest jednym z kierunkéw badan
prowadzonych przez osrodki naukowe. Jednym z nowych podejs¢ jest wykorzystanie
peptyddéw przeciwdrobnoustrojowych do modyfikacji powierzchni materiatow

medycznych.

5.4 Zastosowania AMPs w modyfikacji powierzchni materiatow

medycznych oraz nowe perspektywy

Wykorzystanie urzadzen medycznych oraz implantéw w lecznictwie stato sie
jednym z gtéwnych elementdw nowoczesnej medycyny. Postepujgcy rozwdj
w dziedzinie biomateriatdw oraz ich rozpowszechnienie spowodowaty wyodrebnienie
nowej grupy zakazen bakteryjnych, ktérych patogeneza ma zwigzek z zastosowaniem

materiatu medycznego.

Jednym z gtéwnych czynnikéw ryzyka dla rozwiniecia sie infekcji bakteryjnej jest
miejscowy spadek efektywnosci dziatania uktadu odpornosciowego spowodowany
obecnoscig implantu. Druga przyczyna powstawania zakazen zwigzana jest ze zdolnoscig
drobnoustrojéw do przyczepiania sie do powierzchni ciata obcego, co zapoczgtkowuje

proces formowania sie biofilmu [114].

Jednym z obiecujgcych kierunkdw badan dotyczgcych zapobiegania tzw. infekcjom

,odbiomateriatowym” jest wykorzystanie peptydow przeciwdrobnoustrojowych.
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Literatura opisuje kilka strategii zastosowanie AMPs w prewencji zakazen bakteryjnych
zwigzanych z obecnoscig ciata obcego w organizmie. Strategie te opierajg sie na
zatozeniach opisanych w Rozdziale 4. i dotyczg wytwarzania powierzchni o charakterze

bakteriobdjczym oraz systemow uwalniajgcych peptyd do otoczenia.

Otrzymywanie powierzchni o charakterze bakteriobdjczym mozliwe jest przede
wszystkim dzieki wykorzystaniu reakcji chemicznych, za pomocg ktérych zwigzek
o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej immobilizowany jest do podtoza. Przyktadem
takiego wykorzystania AMPs sg powierzchnie hydrozelowe z przytgczonym peptydem
CysHHC10. Doswiadczenia przeprowadzana z wykorzystaniem powtoki potwierdzity jej
skutecznos¢ w stosunku do szczepdw S. aureus i S. epidermidis. Peptydy moga by¢ takze
wigzane z powierzchnig poprzez szczotki polimerowe. Jest to szczegdlny rodzaj
modyfikacji powierzchni biomateriatu polegajacy na wytworzeniu dtugich, cienkich
wtdkien polimerowych. Sposéb wigzania AMPs do powierzchni za pomocg szczotek

okazat sie efektywny w zapobieganiu kolonizacji cewnikéw urologicznych [115].

Dobrze opisanym przyktadem sg doswiadczenia wykorzystujgce peptyd melimine do
immobilizowania na powierzchni soczewek kontaktowych. Obecnos$¢ czasteczek
peptydu na powierzchni materiatu spowodowata eliminacje drobnoustrojow
odpowiedzialnych za infekcje oka, w tym eradykacje szczepu P. aeruginosa. Ponadto,
potwierdzono bezpieczenstwo tego typu potaczenia dla tkanek oka [116]. Wadg
wykorzystywania procesu wytwarzania powitok przeciwdrobnoustrojowych jest ich
pozniejsze pokrywanie przez biatka, komorki krwi oraz martwe komorki

drobnoustrojow, co sprawia, ze peptydy przestajg by¢ ,widoczne” dla bakterii [115].

Ciekawg forma modyfikacji pozwalajgcg wykorzysta¢ AMPs sg systemy pozwalajgce na
ich uwalnianie z powierzchni. W tym celu stosuje sie np. powtoki hydrozelowe lub
nanorurki z tlenku tytanu. Modyfikacja polegajgca na zastosowaniu mikroporowatego
fosforanu(V) wapnia jako nosnika uwalniajgcego peptyd Tet213 z powierzchni stopéw
tytanu efektywnie hamowata wzrost szczepu S. aureus i P. aeruginosa. Moze takzie

dziata¢ stymulujgco na procesy regeneracji kosci [117].

Wraz z postepem technologicznym pojawity sie nowe mozliwosci wykorzystania

peptydow przeciwdrobnoustrojowych w zapobieganiu infekcjom zwigzanym
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z zastosowaniem biomateriatéw. Popularng metodga produkcji implantow jest druk 3D.
Zaletg wykorzystania tego procesu jest mozliwos¢ personalizacji wszczepu. Badania
potwierdzity, ze mozliwe jest stosowanie AMPs jako dodatkéw do materiatu uzywanego
w druku 3D. W celu zwiekszenia aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej peptyddw zwigzki
uzywane sg w formie nanoczgstek, co ma na celu zwiekszenie stabilnosci substancji oraz
zmniejszenie ich toksycznosci [114]. Nowoczesng metodg wytwarzania biomateriatow
jest tzw. elektroprzedzenie (ang. electrospinning). Peptydy mogg by¢ inkorporowane do

polimerédw wykorzystywanych w produkcji nanowtékien budujgcych materiat [118].

Inzynieria materiatdw medycznych jest jedng z najszybciej rozwijajgcych sie dziedzin.
Mozliwe, ze wraz z postepem dotyczgcym projektowania biomateriatow powstang takze
nowe mozliwosci zastosowania peptydow przeciwdrobnoustrojowych, ktore pozwolg

na zwiekszenie ich efektywnosci.
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Wspdiczesnie stosowane biomateriaty sg nieodtgcznym elementem terapii
i diagnostyki medycznej. Ze wzgledu na kontakt ze s$rodowiskiem wewnetrznym
organizmu niezbedne jest zapewnienie bezpieczedstwa ich stosowania. Udowodnione
jest, ze wiele materiatdw medycznych wykazuje powinowactwo do kolonizacji przez

drobnoustroje co niesie ryzyko rozwoju infekcji, rowniez tych zwigzanych z biofilmem.

Celem niniejszej pracy byto zbadanie mozliwosci zastosowania wybranych
peptydéw przeciwdrobnoustrojowych w modyfikacji powierzchni biomateriatéw oraz
zbadanie skutecznosci pofaczenia biomateriat — peptyd w zapobieganiu kolonizacji
powierzchni przez bakterie. Do przeprowadzenia doswiadczen wybrano komercyjnie
dostepne wyroby medyczne: hydrozelowe soczewki kontaktowe oraz cewniki
silikonowe-lateksowe. Skutecznos¢ modyfikacji sprawdzano wykorzystujgc szczepy
referencyjne bakterii, ktére stanowig najczestsze czynniki etiologiczne infekcji
zwigzanych z wykorzystaniem biomateriatéw. Zastosowanie krétkich, syntetycznych
lipopeptyddéw w projektowaniu powierzchni o wtasciwosciach
przeciwdrobnoustrojowych nie jest szeroko opisywane w literaturze, co wptywa
pozytywnie na innowacyjno$é prowadzonych prac. Ich wykorzystanie w potgczeniu

z wybranymi metodami modyfikacji takze posiada charakter nowatorski.

Doswiadczenia przeprowadzone w ramach niniejszej rozprawy byty skupione na
zagadnieniu adhezji bakteryjnej jako najwazniejszego etapu w powstawaniu biofilmu.
Udowodnione jest, ze struktura biofilmu jest trudna w eradykacji, co czesto powoduje
konieczno$¢  usuniecia  implantu, reoperacji pacjenta lub  dtugotrwata
antybiotykoterapie. Celem badan byto opracowanie metody, ktéra mogtaby byé
potencjalnie skuteczna w zapobieganiu adhezji bakteryjnej do powierzchni materiatow
medycznych, a tym samym metody, ktéra zapobiegatby rozwojowi biofilmu
bakteryjnego. Ponadto, w trakcie prowadzenia do$wiadczen obrano za cel optymalizacje
wykorzystania badanych zwigzkéw. W przypadku soczewek kontaktowych wzieto takze
pod uwage kwestie ekonomiczne zwigzane z koniecznoscig ich zakupu. Praca

prowadzona byta w taki sposdb, aby jej kolejne etapy prowadzity do wytonienia
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najbardziej aktywnych peptydéw. Ponizej znajduje sie ramowy plan

prowadzonych badan uwzgledniajgcy cele czgstkowe.

Weryfikacja gtéwnego celu pracy zostata przeprowadzona w nastepujgcych

etapach:

1) Wybranie grupy peptyddéw o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej sposréd
zwigzkow syntezowanych w Katedrze i Zaktadzie Chemii Nieorganicznej GUMed,;
2) Woykonanie podstawowych testéw mikrobiologicznych potwierdzajgcych wysoka
aktywnos¢ peptydow:
e Oznaczenie minimalnego stezenia hamujgcego wzrost drobnoustrojow
(MIC);
e Oznaczenie minimalnego stezenia zapobiegajgcego powstawaniu
biofilmu bakteryjnego;
e Oznaczenie minimalnego stezenia eliminujgcego biofilm (MBEC).
3) Okreslenie toksycznosci AMPs w stosunku do ludzkich erytrocytow (test
hemolizy);
4) Modyfikacje powierzchni wyrobow medycznych z wykorzystaniem zwigzkow
o najwyzszej aktywnosci i charakteryzujgcych sie niskg toksycznoscia:
e Modyfikacja poprzez inkubacje;
e Modyfikacja poprzez wigzanie chemiczne.
5) Oznaczenie toksycznosci AMPs na podstawie testu wychwytu czerwieni
obojetnej na linii komodrkowej mysich fibroblastéw BALB/c 3T3 clone A31;
6) Potwierdzenie zwigzana sie peptyddw z powierzchnig biomateriatéw:
e Proba okreslenia stopnia zwigzania i uwalniania zwigzkéw z powierzchni
materiatéw;
e Spektroskopia ATR-FTIR (spektroskopia ostabionego catkowitego odbicia
w podczerwieni z transformacja Fouriera).

7) Testy mikrobiologiczne materiatdw o zmodyfikowanej powierzchni;
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1. Odczynniki, materiaty i aparatura — synteza, analiza i oczyszczanie

peptydow

1.1 Odczynniki

Acetaldehyd (Sigma-Aldrich, Niemcy)

Acetonitryl (Sigma-Aldrich, Niemcy)

Chloranil (Sigma-Aldrich, Niemcy)

Ciekty azot (Air Products, Polska)

Dichlorometan (POCH SA, Polska)

Etanol (Sigma Aldrich, USA)

Eter dietylowy (POCH SA, Polska)

Kwas laurynowy (Sigma-Aldrich, Niemcy)

Kwas mirystynowy (Sigma-Aldrich, Niemcy)

Kwas palmitynowy (Sigma-Aldrich, Niemcy)

Kwas trifluorooctowy (Iris Biotech GmbH, Niemcy)
L-aminokwasy z ostong Fmoc (Orpegen, Niemcy)
Metanol (POCH SA, Polska)

DIC (Iris Biotech GmbH, Niemcy)

DIPEA (Iris Biotech GmbH, Niemcy)

Oxyma Pure (Iris Biotech GmbH, Niemcy)
Piperydyna (Sigma-Aldrich, Niemcy)

TIS (Iris Biotech GmbH, Niemcy)

Woda demineralizowana (Hydrolab, Polska)
Zywica Rink Amide AM Resin (100-200 mesh) 0,4-0,74 mmol/g

(Sigma-Aldrich, Niemcy)
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1.2 Materiaty

Fiolki szklane (Anchem, Polska)

Kapilary szklane (Medlab Products, Polska)

Kolumna analityczna Phenomenex Luna C18, 4,6 x 150 mm, 100 A
(Phenomenex Companies, USA)

Kolumna analityczna Agilent, ZORBAX Extend C18, 4,6 x 50 mm, 100 A
(Agilent, USA)

Kolumna semipreparatywna Phenomenex Luna €18, 10 x 250 mm, 100 A
(Phenomenex Companies, USA)

Koncéwki do pipet automatycznych

(PZ — HTL, Polska; VWR International, Polska; Eppendorf, Niemcy)
Naczynia szklane ze spiekiem przeznaczone do SPPS

(Peptideweb.com, Polska)
Strzykawki szklane do HPLC (J. S. Hamilton, Sigma-Aldrich, Niemcy)

1.3 Aparatura

Liofilizator Christ Alpha 2-4 Plus (Christ, Niemcy)

taznia ultradzwiekowa CD4800

Mikrofalowy syntezator peptydéw Liberty Blue (CEM, USA)

Pipety automatyczne Discovery Comfort (PZ HTL SA, Polska)

Termostat do kolumn Shimadzu CTO-10ASVP (Shimadzu Corporation, Japonia)
Waga analityczna AS 60/220/C/2 (Radwag, Polska)

Wysokosprawny chromatograf cieczowy HPLC ECOM (Ecom, Czechy)

z oprogramowaniem do akwizycji danych LP-Chrom (Lipopharm.pl, Polska)
Wysokosprawny chromatograf cieczowy Waters Alliance z detektorem QDA i PDA
z oprogramowaniem Empower (Waters, USA)

Wysokosprawny chromatograf cieczowy HPLC Varian z detektorem UV — VIS

z oprogramowaniem do akwizycji danych Galaxy (Varian, USA)

Wytrzgsarka pretowa LPO15RSk (Kamush, Polska)

59



Cze$¢ doswiadczalna

2. Odczynniki, materialy i aparatura- modyfikacje powierzchni

i mikrobiologia

2.1 Odczynniki

Bufor fosforanowy pH 7,4 (AppliChem GmbH, Niemcy)

Bufor octanowy pH 5 (Sigma-Aldrich, Niemcy)

Chlorowodorek 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)karbodiimidu
(Sigma-Aldrich, Niemcy)

Dimetylosulfotlenek (Sigma-Aldrich, Niemcy)

Podtoze DMEM — Dulbecco's modified Eagle's medium (Gibco, USA)
Podtoze ptynne Mueller Hinton Il (Becton Dickinson, Francja)
Podtoze state Mueller Hinton Il (Becton Dickinson, Francja)
Polimyksyna B (Fluka, USA)

Resazuryna (Sigma-Aldrich, Niemcy)

SDS (Sigma-Aldrich, Niemcy)

Triton-X 100 (Merck Millipore, USA)

Woda demineralizowana (Hydrolab, Polska)

2.2 Materiaty

Cewniki silikonowe-lateksowe (Unomedical, USA)

Ezy jatowe, jednorazowe (Alchem, Polska)

Koncéwki do pipet automatycznych

(PZ — HTL, Polska; VWR International, Polska; Eppendorf, Niemcy)
Pesety jednorazowe (Bionovo, Polska)

Ptytki 24-dotkowe z dnem ptaskim (GenoPlast Biochemicals, Polska)
Ptytki 96-dotkowe z dnem okraggtym (Medlab Products, Polska)
Ptytki 96-dotkowe z dnem ptaskim (Medlab Products, Polska)
Probéwki polistyrenowe do hodowli mikroorganizméw

(Medlab Products, Polska)
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Probéwki typu ,,eppendorf” 2 ml, 5 ml
Soczewki kontaktowe jednodniowe (Johnson & Johnson Acuvue 1-Day Moist, USA)
Szalki Petriego $r. 90 mm (Margomed, Polska)
Szczepy wzorcowe drobnoustrojéw (Polska Kolekcja Mikroorganizmdw PAN,
Wroctaw, Polska):

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Staphylococcus epidermidis PCM 2532

Escherichia coli ATCC 25922

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

2.3 Aparatura

Autoklaw mikrofalowy (Enbiojet, Enbio, Polska)

Autoklaw niskocisnieniowy TAU CLAVE 3000 (Tau Steril, Wtochy)

Autoklaw niskocisnieniowy Tuttnauer 2540L (Tuttnauer, USA)

Inkubator z wytrzgsaniem Benchmark Incu — Shaker 10LR

(Benchmark Scientific, USA)

Inkubator z wytrzgsaniem IKA KS400 i Control (IKA, Niemcy)

Komora laminarna Alpina (Alpina, Polska)

taznia ultradzwiekowa CD4800

Mieszadto magnetyczne, jednostanowiskowe Heidolph MR3001 (Heidolph, Niemcy)
Pipety automatyczne Discovery Comfort/Eppendorf Research plus (PZ HTL SA,
Polska/Eppendorf, Niemcy)

Spektrofotometr Multiskan Go + Skanlt Software 3.2 (Thermo Fisher Scientific, USA)
Spektrometr Spectrum Two Spectrometer z przystawka ATR (PerkinElmer, USA)
Waga laboratoryjna WTB200 (Radwag, Polska)

Waga analityczna AS60/220/C/2 (Radwag, Polska)

Woytrzgsarka orbitalna Biosan PSU — 10i (Biosan, Litwa)

Woytrzgsarka wibracyjna Multi-Vortexer V-32 (Grant Instruments, Wielka Brytania)
Zamrazarka niskotemperaturowa Uni Freez U80 (Daihan Scientific, Korea

Potudniowa)
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3. Synteza i oczyszczanie peptydow przeciwdrobnoustrojowych

Synteze grupy peptydéw wybranych do badan w ramach rozprawy doktorskiej
(Tabela 6.) przeprowadzatam zgodnie z chemig Fmoc z wykorzystaniem nos$nika statego
na bazie polistyrenu sieciowanego diwinylobenzenem (nosnik AM RAM
o osadzeniu 0,67 mmol/g) zgodnie z protokotem opisanym ponizej [119]. Proces syntezy
przeprowadzatam manualnie w specjalnie przeznaczonych do tego naczyniach ze
spiekiem, a w przypadku citropiny 1.1 wykorzystatam syntezator mikrofalowy.
Odszczepienie grupy Fmoc odbywato sie poprzez zastosowanie 20% (v/v) roztworu
piperydyny w DMF. Proces przeprowadzatam przez 15 min. Etap acylowania
(przytaczenia aminokwaséw z grupami ochronnymi) wykonywatam w S$rodowisku
mieszaniny DMF/DCM wykorzystujgc odczynniki sprzegajace: DIC oraz Oxyma Pure.
Acylowanie poszczegdlnych aminokwaséw przeprowadzatam przez 1,5 h. Kazdy etap
wykonywanej syntezy poprzedzato przemywanie zywicy roztworami DMF i DMF/DCM.
Prawidfowos¢ przeprowadzonego acylowania kontrolowatam wykonujgc test
chloranilowy. Powyzsze czynnos$ci powtarzatam do momentu uzyskania pozadanej
sekwencji aminokwasowe]. Peptydy odszczepiatam od zywicy za pomocg mieszaniny
TFA, TIS oraz wody (95:2,5:2,5 v/v). Po odsaczeniu nosnika surowy peptyd wytrgcatam z
roztworu schfodzonym eterem dietylowym. Wytrgcony osad oddzielatam od roztworu
przez wirowanie, a nastepnie rozpuszczatam w wodzie i poddawatam liofilizacji.
W przypadku problemoéw z rozpuszczeniem surowych peptydéw stosowatam dodatek

kwasu octowego.

Surowe peptydy po liofilizacji poddawatam analizie z wykorzystaniem techniki
wysokosprawnej chromatografii cieczcowej w uktadzie faz odwréconych (RP-HPLC).
Zastosowatam metode gradientowg 30-80% stezenia fazy B (acetonitryl z dodatkiem
0,1% TFA) w fazie A (woda z dodatkiem 0,1% TFA) przy przeptywie 2 ml/min. Stosowatam
kolumne Phenomenex Luna C18 (4,6 x 150 mm, 100 A) oraz detekcje przy dtugosci fali
214 nm.

Peptydy oczyszczatam wykorzystujgc preparatywng chromatografie HPLC na kolumnie
Phenomenex Luna C18 (10 x 250 mm, 100 A) przy przeptywie 5 ml/min oraz detekcji
przy dtugosci fali 214 nm.
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Oczyszczone frakcje peptyddw poddawatam ponownie analizom HPLC a ich tozsamos$é
potwierdzatam wykorzystujgc spektrometrie mas (spektrometr Waters LCQ z metodg
jonizacji ESI — MS). Oczyszczone peptydy liofilizowatam wykorzystujac liofilizator Christ
Alpha 2-4 Plus. Zwiazki, ktére wykorzystatam w badanich posiadaty czystos¢ min. 95%.
Uzyskane wartosci stosunku masy do tadunku (m/z), jonéw pseudomolekularnych byty
zgodne z wartosciami obliczonymi (Tabela 6). Przyktadowe chromatogramy dla zwigzku

surowego oraz oczyszczonego zostaty zamieszczone na Rycinie 8.

mAU

7 i 5 10
Min
250, B
200
150
5 3 7 3 3 10
Min

Rycina 8. Chromatogramy uzyskane w wyniku analizy peptydu Palm-KK-NH; (A — peptyd
surowy, B — peptyd oczyszczony). Metoda 30-80%, 2 ml, 10 min, A = 214 nm. Kolumna
Phenomenex Luna 4,6 x 150 mm, 100 A.
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Tabela 6. Peptydy przeciwdrobnoustrojowe wykorzystane w badaniach.

Citropina 1.1 GLFDVIKKVASVIGGL-NH, 1614,993 Da 1613,987 Da
Lipopeptyd 1 Palm-KK-NH; 511,792 Da 511,446 Da
Lipopeptyd 2 Palm-KR-NH, 567,819 Da 567,458 Da
Lipopeptyd 3 Laur-KR-NH, 483,698 Da 483,390 Da
Lipopeptyd 4 Mir-KR-NH, 511,421 Da 511,421 Da
Lipopeptyd 5 Palm-KKKK- NH, 768,141 Da 767,636 Da
Lipopeptyd 6 Palm-RKKK- NH, 796,154 Da 795,642 Da
Lipopeptyd 7 Palm-KRKK- NH; 796,154 Da 795,642 Da
Lipopeptyd 8 Palm-RRRR-NH; 880,195 Da 879,661 Da
Lipopeptyd 9 K-Dap(Palm)-K-NH, 597,876 Da 597,494 Da
Lipopeptyd 10 K-Orn(Palm)-K-NH; 625,930 Da 625,525 Da

4. Warunki prowadzenia badan mikrobiologicznych

Doswiadczenia wymagajgce pracy z drobnoustrojami oraz zachowania warunkow
jatowych prowadzitam w komorze z laminarnym przeptywem powietrza. Przed
rozpoczeciem badan wnetrze komory sterylizowane byto promieniowaniem UV (20 min
ekspozycji). W czasie pracy powierzchnia robocza dezynfekowana byfa roztworem
alkoholu etylowego i izopropanolu (Line — Antybacteria). Prace prowadzitam
w rekawiczkach ochronnych jednorazowych oraz fartuchu ochronnym. Koncéwki do
pipet automatycznych oraz probowki typu ,eppendorf” sterylizowane byty
w autoklawie niskocisnieniowym (121°C, 1 atm, 15 min). W trakcie doswiadczen
korzystatam z fabrycznie jatowych, jednorazowych materiatdw plastikowych (ptytki

96-dotkowe, ptytki 24-dotkowe, ezy, szalki Petriego). Podtoza mikrobiologiczne

64



Cze$¢ doswiadczalna

przygotowywatam w kolbach szklanych zgodnie z instrukcjg producenta, a do ich
sterylizacji wykorzystywatam autoklaw mikrofalowy (135°C, 7 min). Ponadto, do
przeprowadzenia testow uzywatam fabrycznie sterylnych, pakowanych pojedynczo
soczewek kontaktowych. Fragmenty cewnikdw urologicznych  wyjatawiatam
w autoklawie niskocisnieniowym w warunkach jak opisano powyzej. Szczepy wzorcowe
drobnoustrojéw przechowywano w zamrazarce w temp. -80°C w komercyjnie
dostepnych fiolkach ze S$rodkiem krioprotekcyjnym. Przed wykonaniem testow
przygotowywatam hodowle ptynne lub hodowle na podtozu statym. Zwigzki
przeznaczone do badan przechowywatam w postaci liofilizatow. Przed rozpoczeciem
prac nawazki rozpuszczatam w jatowym buforze fosforanowym. W przypadku substancji
trudniej rozpuszczalnych stosowatam dodatek DMSO, w takiej iloSci, aby jego zawartosc
nie przekraczata 10% objetosci. W celu uzyskania jednorodnych roztwordéw
rozpuszczanie wspomagano ultradzwiekami lub wykorzystujgc wytrzgsarke wibracyjna

(vortex).

Oznaczenie minimalnego stezenia hamujgcego wzrost oraz testy aktywnosci
wobec biofilmu postuzyty jako test wstepny do wybrania najbardziej aktywnych
zwigzkéw, ktore zostaty wykorzystane w kolejnych etapach pracy dotyczacych

modyfikacji powierzchni biomateriatow.

Polimyksyna B w przeprowadzanym doswiadczeniu byta zwigzkiem odniesienia dla
dziatania wybranych peptydéw. Jako antybiotyk lipopeptydowy wykorzystywany
w terapii infekcji bakteryjnych postuzyta takze do przeprowadzenia pozostatych testow,

takze tych dotyczgcych modyfikacji powierzchni.

Peptydy testowano pod katem ich aktywnosci w stosunku do szczepdw
referencyjnych Gram-dodatnich i Gram-ujemnych, natomiast polimyksyne B jedynie

w stosunku do szczepdw Gram-ujemnych.
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5. Oznaczenie aktywnosci badanych zwigzkéw w stosunku do form

planktonowych

Aktywnos$¢ wybranych peptydéw przeciwdrobnoustrojowych oraz antybiotyku
konwencjonalnego — polimyksyny B (antybiotyk rutynowo stosowany w terapii,
lipopeptyd) zbadatam zgodnie 1z zaleceniami CLSI wykorzystujgc metode
mikrorozcienczen w podtozu ptynnym Mueller Hinton 1l Broth [120]. Oznaczanie
minimalnego stezenia hamujgcego wzrost przeprowadzatam na 96-dotkowych ptytkach
polistyrenowych z zaokrgglonym dnem. Do wykonania doswiadczen wykorzystywatam
18-godzinne hodowle ptynne drobnoustrojéw referencyjnych oraz roztwory badanych
zwigzkéw w PBS lub PBS z DMSO. Na ptytke polistyrenowg nanositam inokulum
bakteryjne o gestosci 5 x 10°> CFU/ml. Drobnoustroje poddawane byty dziataniu
roztworow peptydédw i polimyksyny B o rosngcych stezeniach (1-512 pg/ml).
Dla kazdej ptytki przygotowywana byfa kontrola dodatnia (kontrola zyznosci podtoza)
oraz kontrola ujemna (kontrola jatowosci pracy). Po 18-godzinnej inkubacji ptytek
w temperaturze 37°C dokonywatam wizualnego odczytu wynikéw. Za MIC uznawatam
najnizsze stezenie, przy ktdrym wzrost drobnoustrojow nie byt zauwazalny.
Test powtarzatam do momentu uzyskania jednakowych wynikéw

w 3 kolejnych powtdrzeniach.

6. Wyznaczenie aktywnosci peptydéw w stosunku do biofilmu

Tematem badan opisywanych w niniejszej rozprawie jest problem zakazen
spowodowanych przez drobnoustroje kolonizujgce powierzchnie materiatow
medycznych. Z zagadnieniem tym wigze sie powstawanie biofilmu bakteryjnego,
ktdrego obecnos¢ dodatkowo utrudnia terapie infekcji. Kolejnym etapem prac byto
okreslenie skutecznosci dziatania peptyddw przeciwdrobnoustrojowych w zapobieganiu
adhezji bakteryjnej oraz sprawdzenie ich aktywnosci w stosunku do uformowanego
biofilmu. Dla obu doswiadczen podstawg byt schemat badania dotyczgcy eliminacji

dojrzatego biofilmu [121]. W przypadku testéw dotyczgcych wptywu substancji
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przeciwdrobnoustrojowych na powstawanie biofilmu protokét zmodyfikowatam jak

opisano ponizej (Podrozdziat 6.1). Zwigzki wybratam na podstawie oznaczen MIC.

6.1 Aktywnosc¢ przeciwadhezyjna

Peptydy przeciwdrobnoustrojowe o najwyzszej aktywnosci przebadatam pod
katem skutecznos$ci w zapobieganiu powstawania biofilmu. Schemat wykonywania
doswiadczenia przedstawitam na Rycinie 10. Do badan wykorzystatam 96-dotkowe
ptytki polistyrenowe z ptaskim dnem. Inokulum bakteryjne o gestosci 5 x 10°
przygotowane w pozywce MHB Il dodawatam do studzienek, a nastepnie sporzadzatam
serie rozcienczen badanych zwigzkéw (1-512 pg/ml). Dla kazdej ptytki
przygotowywatam kontrole dodatnig i ujemng. Ptytki inkubowatam przez 18 godzin
w temp. 37°C. Po wyznaczonym czasie usuwatam inokulum bakteryjne i doftki
przeptukiwatam 3-krotnie jatowym buforem fosforanowym w celu usuniecia
wolnoptywajgcych komdrek drobnoustrojow, ktére nie przyczepity sie do dna i Scianek
studzienki. Nastepnie ptytke wypetniatam $wiezg pozywka i dodawatam roztworu
resazuryny — odczynnika zywotnosci komoérek, ktéry zmienia barwe z granatowej na
rézowa pod wptywem dziatania dehydrogenaz bakteryjnych. Reakcje redukcji barwnika

przedstawiono na Rycinie 9.

HO 0] 0]
=
\@w’r)/Resazuryna
&

NADH / H*

NAD*, H,0

HO @] @]
—
\@Ngi;/Rezoruﬁna

Rycina 9. Reakcja redukcji resazuryny zachodzgca w obecnosci zywych komdrek.
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Wizualnego odczytu wynikdw dokonywatam po godzinnej inkubacji ptytek w 37°C. Za
minimalne stezenie zapobiegajagce rozwojowi biofilmu uznawatam studzienke
0 najmniejszej zawartosci badanego zwigzku, w ktdrej kolor pozostat granatowy (nie
znajdowaty sie w niej zywe komoérki bakterii). Doswiadczenie powtarzatam do momentu

uzyskania jednakowych wynikéw w 3 kolejnych seriach.

Naniesienie inokulum Wykonanie serii
bakteryjnego na ptytke rozcienczen badanych
96-dotkowg zwigzkow

3-krotne ptukanie
studzienek roztworem
buforu fosforanowego

Inkubacja ptytek przez
18 h, temp. 37°C

Wizualny odczyt
wynikéw po
Dodanie swiezej pozywki godzinnej inkubacji
ptytek
z roztworem resazuryny

Rycina 10. Schemat doswiadczenia sprawdzajgcego wptyw badanych substancji na
tworzenie biofilmu.

6.2 Aktywnos¢ wobec dojrzatego biofimu

Kolejnym etapem prac byto zbadanie efektywnosci wybranych AMPs i polimyksyny
B w eradykacji uformowanego biofilmu. Doswiadczenie przeprowadzitam podobnie jak
opisano powyzej (Podrozdziat 6.1). Rdznica dotyczyta momentu dodania badanych

zwigzkow. Ptytki z inokulum bakteryjnym po 18-godzinnej inkubacji w temp. 37°C
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i wytworzeniu warstwy biofilmu na dnie studzienek ptukatam roztworem PBS. Nastepnie
dodawatam s$wiezg pozywke i dopiero wowczas wykonywatam serie rozcienczen
peptyddéw i antybiotyku konwencjonalnego. Plytki ponownie pozostawiatam do
inkubacji na 18 godzin w temp. 37°C. Po uptywie wyznaczonego czasu dokonywatam
wizualnego odczytu wynikéw za pomoca resazuryny. Za MBEC uznawatam najmniejsze
stezenie badanych zwigzkéw, przy ktérym nie obserwowatam obecnosci zywych

komodrek bakteryjnych.

Naniesienie inokulum

bakteryjnego na plytke Inkubacja ptytki przez

18 h, temp. 37°C

96-dotkowa
\_
(
3-krotne ptukanie
. L roztworem buforu
Seria rozcienczen
S fosforanowego
badanych zwigzkdéw . NN
i dodanie Swiezej
pozywki
\_
(
Ponowna inkubacja W\l:;iliﬂgxdpcozyt
plytki przez 018 h, godznnej inkubacji
temp. 37°C
z roztworem resazuryny
\_

Rycina 11. Schemat doswiadczenia sprawdzajgcego aktywnos¢ badanych zwigzkdéw
w stosunku do uformowanego biofilmu.
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7. Toksycznos¢ AMPs w stosunku do ludzkich krwinek czerwonych

Test sprawdzajgcy toksycznosé¢ peptydéw wzgledem krwinek czerwonych
przeprowadzitam wykorzystujgc krew petng pochodzacy od zdrowego dawcy. Materiat
pobierany byt metodg prézniowa do probdwek zawierajgcych EDTA jako antykoagulant.
W pierwszym etapie krew ptukatam buforem fosforanowym, a nastepnie poddawatam
wirowaniu przez 10 min, 800 rpm w celu oddzielenia surowicy. Ptukanie prowadzitam
do momentu uzyskania klarownego supernatantu. Na ptytce 96-dotkowej
przygotowywatam seryjne rozcienczenia badanych peptydéw w zakresie 1-512 pg/ml.
Zawiesine krwinek czerwonych o stezeniu 4% (v/v) dodawatam do wszystkich dotkéw
ptytki zawierajacych badane zwigzki. Dodatkowo sporzadzitam kontrole ze 100%
hemolizg (1% Triton-X 100) oraz kontrole, w ktérej hemoliza nie zachodzita (jatowy
roztwor PBS). Ptytki inkubowatam przez 1 h w temp. 37°C, nastepnie wirowatam je przez
7 min w temperaturze 4°C, 1000 rpm. Supernatant pobieratam do nowej ptytki
i oznaczatam ilos¢ uwolnionej hemoglobiny poprzez pomiar absorbancji przy dtugosci
fali 540 nm. Stopien hemolizy obliczany byt w odniesieniu do wartosci absorbancji
uzyskanych dla kontroli, w ktdrej nastgpita catkowita hemoliza krwinek czerwonych

[122].

8. Wybrane wyroby medyczne

Podczas przygotowywania doswiadczen i wyborze materiatéw do badan skupitam
sie przede wszystkim na popularnosci oraz czestosci wystepowania zakazen zwigzanych

z ich wykorzystaniem.

Sposrod  gotowych produktéw wybratam jednodniowe hydrozelowe soczewki
kontaktowe (wykonane z materiatu etafilcon A) oraz lateksowy cewnik urologiczny
pokryty silikonem. Wybér rodzaju soczewek podyktowany byt witasciwosciami
chemicznymi ich powierzchni. Tworzywo 1z jakiego s3 wykonane umozliwito
przeprowadzenie modyfikacji powierzchni polegajgcej na wytworzeniu wigzania

kowalencyjnego (materiat etafilcon A zawiera grupy karboksylowe, ktérych obecnosc
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zwigzana jest z dodatkiem kwasu metakrylowego, co utatwia umozliwia zwigzanie grup

aminowych peptydéw poprzez wytworzenie wigzania amidowego).

9. Metody modyfikacji powierzchni biomateriatow

Jak opisano we weczedniejszych rozdziatach modyfikacje powierzchni
biomateriatdw sg jednym z wiodgcych kierunkéw rozwijanych w celu zapobiegania
infekcjom zwigzanym z wykorzystaniem materiatdw medycznych. W swojej pracy
skupitam sie na mozliwosci przytgczenia czasteczek peptydéw
przeciwdrobnoustrojowych do powierzchni komercyjnie dostepnych wyrobdéw
medycznych za pomocg prostej inkubacji w roztworze oraz poprzez wytworzenie
wigzania chemicznego z wykorzystaniem EDC (chlorowodorek
1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)karbodiimidu), ktéry postuzyt jako aktywator grupy
karboksylowej. W kolejnych etapach przeprowadzitam m.in. testy potwierdzajgce
obecnos$¢ zwigzkéw na zmodyfikowanych powierzchniach oraz badanie skutecznosci
przeciwadhezyjnej/bakteriobdjczej wytworzonych powtok. Doswiadczenia te zostaty

opisane w kolejnych rozdziatach (Rozdziat 11, 12).

Wszystkie wykorzystane materiaty w chwili przeprowadzania badan
mikrobiologicznych byty jatowe. Podczas pracy wykorzystatam grupe 6 peptyddéw, ktére
wyselekcjonowatam na podstawie wczesniejszych doswiadczen biorgc pod uwage
ich aktywnos¢ oraz toksycznos¢ wzgledem krwinek czerwonych. Nalezaty
do nich: Palm-KK-NH;, Palm-KR-NH;,  Palm-KRKK-NH;, K-Dap(Palm)-K-NH,
K-Orn(Palm)-K-NH; oraz polimyksyna B jako zwigzek odniesienia. W pierwszym etapie
modyfikowatam powierzchnie cewnika urologicznego poprzez inkubacje i na podstawie
otrzymanych wynikdw wybratam 3 zwigzki, ktére postuzyty mi do testow
potaczenia peptyddw z powierzchnig soczewek kontaktowych w doswiadczeniach
obejmujacych oba rodzaje modyfikacji. Byly to lipopeptydy: Palm-KK-NH,
K-Dap(Palm)-K-NH, i polimyksyna B. Etapowa redukcja ilosci badanych zwigzkéw
wynikata z podobnego poziomu aktywnosci catej grupy peptydéow oraz préby

zmniejszenia kosztow poniesionych na zakup soczewek kontaktowych.
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Zastosowane metody modyfikacji powierzchni przedstawiono ponizej. Do kazdej z nich

dotaczono schemat przeprowadzania procesu (Rycina 12, 13).

Modyfikacja poprzez inkubacje

Materiaty ptukatam buforem fosforanowym i umieszczatam w roztworze
badanego peptydu. Doswiadczenia prowadzitam w zakresie stezen 1-512 pg/ml.
Biomateriaty pozostawiatam na okres inkubacji w temperaturze 37°C, 18 h. Po uptywie
ustalonego czasu ponownie przemywatam materiaty roztworem PBS w celu wyptukania
niezwigzanych czasteczek zwigzkéw. Nastepnie probki przeznaczatam do kolejnych

doswiadczen [123].

Ptukanie materiatow Umieszczenie prébek
roztworem buforu w roztworach peptydéw
fosforanowego (18 h, 37°C)
Przeznaczenie 3-krotne ptukanie
materiatéw do dalszych materiatéw
badan roztworem PBS

Rycina 12. Modyfikacja powierzchni biomateriatow wykorzystujgc proces inkubacji.

Modyfikacja z wykorzystaniem EDC

Materiaty przemywatam jatowym roztworem PBS. Nastepnie prébki umieszczatam
w 0,1 M buforze octanowym o pH 5 zawierajgcym EDC o stezeniu 2 mg/ml. Inkubacje
prowadzitam 15 min w temperaturze 25°C. Nastepnie materiaty przemywatam

trzykrotnie buforem fosforanowym i pozostawiatam do inkubacji w roztworze peptydu
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o stezeniu 3 mg/ml przez 2 h, temp. 37°C z wytrzgsaniem. Po uptywie ustalonego czasu

materiaty ptukatam roztworem PBS i przeznaczatam do dalszych badan [124].

Inkubacja w .
. 3-krotne przemycie
Przemycie buforze octanowym buforem
roztworem PBS zawierajgcym EDC
(15 min, 25°C) fosforanowm
Ptukanie Ptukanie roztl\l;le:)ur?:CJ: V: du
materiatéw w PBS materiatow w 10% stezeniu 3pmp/¥nl
przez2 h NaCl przez noc & &

(2 h, 37°C)

Przeznaczenie
materiatow do
dalszych badan

Rycina 13. Schemat przeprowadzania modyfikacji powierzchni biomateriatow
z wykorzystaniem EDC.

Opisane powyzej procedury wykonywatam w taki sam sposdb, niezaleznie od
rodzaju materiatu. Powierzchnie soczewek kontaktowych modyfikowatam zaréwno
poprzez inkubacje w roztworze peptydu jak i wykorzystujgc EDC jako odczynnik
sprzegajacy. Fragmenty cewnika poddawatam modyfikacji jedynie na drodze inkubacji.
Préba zwigzania peptyddéw poprzez wigzanie kowalencyjne okazata sie w tym przypadku

nieskuteczna.
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10. Wyznaczenie toksycznosci peptydow w stosunku do linii

komoérkowej mysich fibroblastow

W zwigzku z wykorzystaniem zwigzkéw do badan na materiatach medycznych
przeprowadzono ocene cytotoksycznosci peptyddw zgodnie z normg ISO 10993-5 [125].
Doswiadczenie zostato wykonana we wspodtpracy z Zaktadem Badar Srodowiska
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego przez magister Anne Zgadzaj pod
kierownictwem profesora Grzegorza Natecza-Jaweckiego za pomocga testu wychwytu
czerwieni obojetnej na linii komdérkowej mysich fibroblastow BALB/c 3T3 clone A31.
Testowi zostaty poddane wszystkie peptydy, ktdre uwzgledniono w etapie modyfikacji
powierzchni materiatéw medycznych. Komoérki mysich fibroblastow (10%) posiano na
ptytkach 96-dotkowych, a nastepnie inkubowano przez 24 godziny (5% CO,, 37°C,
wilgotnos¢ > 90%) w pozywce DMEM (Lonza) z dodatkiem 10% surowicy bydlecej oraz
100 IU/ml penicyliny i 0,1 mg/ml streptomycyny. Po tym czasie monowarstwe komérek
w dotkach oceniano pod mikroskopem. Nastepnie pozywke znad komodrek zastepowano
przez roztwory badane. Sporzgdzono je przez rozpuszczenie poszczegdlnych prébek
w PBS, nastepnie roztwory wyjatowiono przez sgczenie na filtrze strzykawkowym
i 10-krotnie rozcienczono w $wiezej pozywce DMEM ze zredukowang zawartosciag
surowicy (5%). Dla kazdej probki najwyzsze stezenie badane w pozywce do hodowli
komaérkowych wynosito 512 pg/ml. Cytotoksycznos$é kazdego roztworu oznaczano w
szeregu dziesieciu kolejnych dwukrotnych rozcienczen (1-512 pug/ml), kazde w trzech
powtdrzeniach. Komérki pozostawiono do inkubacji na 24 h. Nastepnie medium znad
komédrek usuwano, studzienki ptytki przemywano buforem fosforanowym i dodawano
100 pl pozywki z czerwienig obojetng. Po 2 h medium z barwnikiem usuwano, dotki
ponownie przeptukiwano PBS i do kazdego dodawano wodny roztwoér etanolu z kwasem
octowym w celu uwolnienia barwnika z komodrek. Ptytki wytrzgsano przez 15 min,
a nastepnie intensywnos$¢ czerwonego zabarwienia w poszczegdlnych dotkach
odczytywano spektrofotometrycznie przy dtugosci fali 540 nm. Jako kontrole
negatywng, pozytywng oraz kontrole rozpuszczalnika wykorzystano odpowiednio:

Swiezg pozywke DMEM, laurylosiarczan sodu oraz DMEM z dodatkiem PBS (9:1). Prébka
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o danym stezeniu uznawana byta za cytotoksyczng, jesli powodowata spadek

przezywalnosci komdrek w poréwnaniu do kontroli negatywnej ponizej 70%.

11. Potwierdzenie obecnosci badanych zwigzkow na powierzchni

zmodyfikowanych materiatéw

Réwnoczesnie z pracami zwigzanymi z potwierdzeniem
przeciwdrobnoustrojowych wtasciwosci otrzymanych powierzchni wykonatam testy,
majace zweryfikowa¢ obecnosci wykorzystanych substancji na powierzchniach
materiatdow poddanych modyfikacji. W tym celu, na wybranych przyktadach,
przeprowadzitam analizy, ktorych celem byto oszacowanie ilosci zwigzanej substancji
przeciwdrobnoustrojowej oraz obserwacja, czy zastosowane zwigzki uwalniajg sie
z powierzchni matrycy. Dodatkowo, wykorzystatam technike spektroskopii ostabionego
catkowitego odbicia ATR-FTIR, co pozwolito mi na ocene obecnosci zwigzkéw
i okreslenie ewentualnych oddziatywan. W zwigzku z podobnymi wtasciwosciami
przeciwdrobnoustrojowymi catej grupy badanych peptydéw analizy przeprowadzatam

wykorzystujgc lipopeptyd Palm-KK-NH; oraz polimyksyne B.

11.1 Préba oszacowania iloSciowego zwigzania sie peptydow

z powierzchnig materiatéw

Doswiadczenie polegato na przeprowadzeniu prdoby oznaczenia iloSciowego
zwigzkow, ktdre potgczyty sie z powierzchnig materiatéw. W tym celu wykonatam analizy
odpowiednich roztworéw wykorzystujgc technike chromatografii cieczowe;j.

Dokonatam takze préby obserwacji uwalniania peptydu z matrycy.
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W przypadku modyfikacji fragmentéw cewnika i soczewek kontaktowych metoda
inkubacji przeanalizowatam nastepujgce probki:
a) Woyjsciowe roztwory peptydéw o danych stezeniach, w ktérych inkubowatam
materiaty;
b) Roztwory buforu fosforanowego po godzinnej inkubacji ze zmodyfikowanymi
materiatami;
c¢) Roztwory buforu fosforanowego po catonocnej inkubacji, ktérej poddano

materiaty po zakonczeniu procesu z punktu B.

W trakcie przeprowadzania modyfikacji wykorzystujgc wigzanie kowalencyjne zwigzku
probki pobrane do analiz uwzgledniaty:
a) Woyjsciowe roztwory peptyddw o stezeniu 3 mg/ml po 2-godzinnej inkubacji
z materiatami;
b) Roztwory 10% NaCl po catonocnej inkubacji materiatéw;
¢) Roztwory PBS po 2-godzinnej inkubacji materiatdw po zakornczeniu procesu

z punktu B.

Zawarto$¢ peptydu w préobkach badatam przy zastosowaniu wysokosprawnej
chromatografii cieczowej w odwrdéconym uktadzie faz. Do tego celu wykorzystatam
chromatograf cieczowy — Waters 2695, detektor — Waters, 2998 PDA Detector oraz
kolumne — Agilent, ZORBAX Extend-C18, 4,6 x 50 mm, 1,8 um. Jako eluenty
zastosowatam wode dejonizowang oraz acetonitryl zawierajgce 0,1% (v/v) kwas
trifluorooctowy. Obserwowatam pojawianie sie sygnatu o znanym czasie retencji
charakterystycznego dla danego zwigzku w pobranych przeze mnie prébkach pobranych
z kolejnych etapdw proceséw modyfikacji.
Analiza prébek zawierajgcych Palm-KK-NH; przebiegata w podanych nizej warunkach:

e Liniowy gradient 30-90% acetonitrylu w wodzie dejonizowanej;

e (Czas trwania analizy: 10 min;

e Przeptyw fazy ruchomej: 0,5 ml/min;

o Detekcja przy dtugosci fali 214 nm.
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Analize prébek zawierajgcych polimyksyne B przeprowadzatam w warunkach:
e Liniowy gradient 10-100% acetonitrylu w wodzie dejonizowanej;
e (Czas trwania analizy: 10 min;
e Przeptyw fazy ruchomej: 0,5 ml/min;

e Detekcja przy 214 nm.

Objetos¢ dozowanej probki wynosita 50 pL. Temperatura, w ktorej prowadzitam analizy

wynosita 25°C.

11.2 Analiza powierzchni materiatow — ATR-FTIR

Skutecznosé przeprowadzonych modyfikacji powierzchni materiatdw medycznych
sprawdzitam takze wykorzystujgc technike spektroskopii w podczerwieni ATR
z transformacjg Fouriera (ATR-FTIR). Wykonanie analizy byto mozliwe dzieki wspdétpracy

z Katedrg i Zaktadem Chemii Fizycznej GUMed.

ATR-FTIR jest to rodzaj spektroskopii w podczerwieni wykorzystujgcy metode
ostabionego catkowitego odbicia, gdzie promieniowanie padajgce na powierzchnie
krysztatu ATR ulega catkowitemu odbiciu. Widma uzyskane tg technikg obrazujgce
zmiany transmitancji pozwalajg na interpretacje zmian powierzchniowych badanej
probki. Jest to technika, ktérg z powodzeniem wykorzystuje sie do analizy powierzchni
biomateriatow [126]. Przygotowanie materiatdbw medycznych przeznaczonych do
analizy polegato na doktadnym odparowaniu rozpuszczalnika, ktéry pozostat na ich
powierzchni po procesach modyfikacji. Analize prowadzitam na osuszonych
fragmentach cewnika i soczewek kontaktowych. Kazda zbadana grupa materiatéw
zawierata wzorzec (zwigzek wykorzystany do procesu modyfikacji), probke
nietraktowang roztworem substancji przeciwdrobnoustrojowej oraz materiat
zmodyfikowany. Praca odbywata sie w temperaturze pokojowej. Krysztat, na ktérym

umieszczatam badang prébke wykonany byt z diamentu.
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12. Oznaczenie aktywnosci mikrobiologicznej zmodyfikowanych

wyrobow medycznych

Materiaty z wytworzonymi powtokami zawierajgcymi wybrane peptydy
przeciwdrobnoustrojowe lub polimyksyne B przebadatam pod katem ich aktywnosci
w zapobieganiu kolonizacji bakteryjnej. W niniejszym rozdziale opisane zostaty
doswiadczenia, ktore pozwolity na sprawdzenie efektywnosci modyfikacji powierzchni
gotowych wyrobow medycznych — soczewek kontaktowych i fragmentéw cewnika
urologicznego. Jak wspomniano we wstepie do Czesci doswiadczalnej pracy (Rozdziat 8)
wszystkie wykorzystane materiaty byty jatowe w momencie rozpoczecia badan

mikrobiologicznych.

Metody oceny opieraty sie na zastosowaniu hodowli ptynnej drobnoustrojéw,
podobnie jak opisano w pracy dotyczagcej modyfikacji soczewek kontaktowych
wykorzystujgc  EDC [124]. Poza posiewem na podtoze state doswiadczenia
mikrobiologiczne rozszerzytam wykorzystujgc resazuryne oraz pomiar gestosci
optycznej inokulum co zostanie opisane ponizej (Podrozdziat 12.1.1, 12.1.2) Sposréd
szczepow referencyjnych do badan mikrobiologicznych z wykorzystaniem materiatéw
medycznych wybratam szczepy: S. epidermidis oraz E. coli (patogeny czesto izolowane
podczas zakazen zwigzanych ze stosowaniam materiatéw medycznych, Tabela 4).
Postuzyty one jako szczepy reprezentatywne dla bakterii Gram-dodatnich
i Gram-ujemnych. Materiaty o zmodyfikowanej powierzchni umieszczatam w inokulum
bakteryjnym o gestosci poczgtkowej 0,1 McFarlanda. Dla préb przygotowywatam
kontrole dodatnig (inokulum bakteryjne o danej gestosci optycznej bez dodatku
badanego zwigzku) oraz kontrole ujemng (jalowa pozywka mikrobiologiczna).
Doswiadczenia prowadzitam wykorzystujgc 24-dotkowe ptytki polistyrenowe. Materiaty
inkubowane byty w temp. 37°C przez 18 h. Po ustalonym czasie przeprowadzatam testy
potwierdzajgce aktywnos¢ mikrobiologiczng zmodyfikowanych powierzchni soczewek
kontaktowych oraz fragmentéw cewnika. Protokoty wykonywania doswiadczen dla
poszczegblnych metod modyfikacji powierzchni zostaty opisane w ponizszych

podrozdziatach (Podrozdziat 12.1, 12.2).
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12.1 Metoda modyfikacji w roztworze

Potwierdzenie skutecznosci przeprowadzonych modyfikacji polegato na
wykonaniu 3 testéw, ktdre pozwolity zaobserwowac redukcje wzrostu bakteryjnego
wynikajgcg z aktywnosci otrzymanych powfok. Opisane ponizej doswiadczenia

wykonatam w taki sam sposéb dla obu rodzajow materiatéw.

12.1.1 Pomiar gestosci optycznej inokulum

Po uptynieciu czasu inkubacji préobek materiatdbw medycznych w inokulum
bakteryjnym o gestosci 0,1 McF pobieratam po 100 pl zawiesiny bakteryjnej do ptytki
96-dotkowe] i dokonywatam pomiaru absorbancji przy dtugosci fali 600 nm. Weryfikacje
zmian gestosci optyczej inokulum bakteryjnego spowodowanych zastosowaniem
materiatdw jako nosnikéw peptyddw przeprowadzitam w celu ustalenia aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej oraz obserwacji ewentualnej redukcji wzrostu bakterii.
Wptyw modyfikacji powierzchni materiatdw medycznych na wzrost bakterii oceniatam
poprzez porownanie gestosci inokulum w prébkach pobranych ze studzienek ptytki,
w ktérych znajdowaty sie zmodyfikowane materiaty z gestoscig inokulum wyznaczong

dla kontroli dodatnie;j.

12.1.2 Okreslenie zywotnosci komorek za pomoca resazuryny

Druga metoda oceny aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej potaczen peptyd —
materiat medyczny opierata sie na wykorzystaniu reakcji barwnej redukcji resazuryny.
Po uptywie 18 h inkubacji materiatéw w inokulum bakteryjnym do wszystkich dotkdw
ptytki dodawatam roztwér resazuryny. Ptytki pozostawiatam do ponownej inkubacji
w 37°C przez 1 h. Aktywnos¢ materiatéw o zmodyfikowanej powierzchni oceniatam
wizualnie oraz przez pomiar spektrofotometryczny roztworu zawierajgcego rezorufine,

ktora jest produktem metabolizmu resazurny.
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12.1.3 Posiew probek na podtozie state

Weryfikacje wptywu modyfikacji powierzchni na wzrost drobnoustrojéw
przeprowadzitam takze poprzez pobranie probek (10 upl) inokulum bakteryjnego
z dotkdéw ptytki 24-dotkowej zawierajgcej testowane materiaty i ich posiew na podtoze
state Mueller Hinton Il Agar. Szalki Petriego z posianymi prébkami pozostawiatam do
inkubacji na 18 h, 37°C. Po uptywie ustalonego czasu poréwnywatam wzrost
drobnoustrojéow dla danych stezen peptydéw do wzrostu charakterystycznego dla

kontroli dodatniej.

12.2 Metoda modyfikacji wykorzystujgca EDC

Metode wykorzystujgcg EDC jako odczynnik sprzegajacy do potaczenia peptydu
z powierzchnig pierwotnie testowatam zarowno na fragmentach cewnika jak
i soczewkach kontaktowych. Doswiadczenia potwierdzity, ze wykorzystanie wigzania
kowalencyjnego jest skuteczne jedynie w przypadku powierzchni soczewek.
Efektywnos¢ dziatania przeciwadhezyjnego zmodyfikowanego materiatu okreslatam
badajgc wptyw wytworzonej powtoki na redukcje ilosci komérek bakteryjnych, ktére

przyfaczyty sie do jego powierzchni.

Po zakonczeniu inkubacji materiatu w inokulum soczewki umieszczatam w 2 ml
roztworu PBS i poddawatam procesowi sonikacji (5 min) w fazni ultradzwiekowej w celu
usuniecia drobnoustrojéw z powierzchni badanej prébki. Nastepnie wykonywatam
rozcienczenia buforu zawierajgcego komorki bakterii, z ktérych pobieratam po 10 pl
i wykonywatam posiew na podtoze state. Ptytki z agarem pozostawiatam na czas
inkubacji w 37°C, 18 h. Wzrost bakteryjny otrzymany dla probek, gdzie znajdowat sie
zmodyfikowany materiat poréwnywatam do wzrostu charakterystycznego dla kontroli

dodatnie;.

Dodatkowo, wykonatam pomiar spektrofotometryczny zawiesiny bakteryjnej
pozostatej po catonocnej inkubacji zmodyfikowanych materiatdw. Pobratam takze

probki inokulum i wykonatam posiew na podtoze state w celu potwierdzenia wynikéw.
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1. Aktywnos¢ AMPs w stosunku do form wolnoptywajacych

drobnoustrojow oraz biofilmu

Grupa peptydow  przeciwdrobnoustrojowych  wybranych do  badan
przeprowadzonych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej obejmowata przede
wszystkim krotkie, syntetyczne lipopeptydy. Powodem, dla ktérego zdecydowatam sie
uwzgledni¢ gtéwnie te zwigzki jest ich wysoka aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa
(Tabela 7) oraz prosta budowa chemiczna. Lipopeptydy wykorzystane do
przeprowadzenia doswiadczen skfadaty sie z krotkiej sekwencji aminokwasowej (2 — 4
reszty lizyny i argininy) oraz reszty nasyconego kwasu ttuszczowego: palmitynowego,
mirystynowego lub laurynowego. W celu pordwnania aktywnosci lipopeptydow
w stosunku do innych grup peptydow w pierwszych etapach badan uwzglednitam
rowniez citropine 1.1 oraz rutynowo stosowany antybiotyk lipopeptydowy -
polimyksyne B. Sprawdzitam takze wptyw dtugosci taricucha kwasu ttuszczowego na
aktywnos$é zwigzkéw. Wyznaczono wartosci MIC dla lipopeptyddéw: Palm-KR-NH,,

Laur-KR-NH; oraz Mir-KR-NH,.
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Tabela 7. Wartosci MIC [ug/ml] uzyskane dla wybranych AMPs i antybiotyku
konwencjonalnego.

Citropina 1.1 8 16 16 256
Palm-KK-NH 3 8 8 16
Palm-KR-NH; 8 8 8 16
Laur-KR-NH. 64 32 512 512
Mir-KR-NH2 32 8 32 64
Palm-KKKK-NH 3 8 16 32
Palm-RKKK-NH> 16 8 8 16
Palm-KRKK-NH; 16 8 8 16
Palm-RRRR-NH. 16 8 16 32
K-Dap(Palm)-K-NH2 8 8 8 8
K-Orn(Palm)-K-NH 4 8 8 32
Polimyksyna B - - <1 16

W Tabeli 7. zamiescitam wyznaczone stezenia aktywne w stosunku do form
wolnoptywajgcych drobnoustrojow Gram-dodatnich (S. aureus i S. epidermidis) oraz
drobnoustrojéw Gram-ujemnych (E. coli i P. aeruginosa). Oznaczone wartosci wskazujg
na wysokg aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowg badanych zwigzkéw, szczegdlnie
w stosunku do bakterii Gram-dodatnich, gdzie MIC dla wszystkich szczepow miescit sie
w przedziale stezen 4-16 ug/ml. Wyjatkiem byt lipopeptyd Laur-KR-NH,, ktérego
aktywnos¢ w stosunku do szczepdw S. aureus i S. epidermidis wynosita odpowiednio 64
i 32 ug/ml. Nizszg aktywnos$¢ w stosunku do szczepu S. aureus wykazata takze peptyd
Mir-KR-NH; (MIC = 32 pug/ml). Analizujac powyzsze wyniki mozna stwierdzi¢, ze dtugosé
taicucha kwasu ttuszczowego wptywa na aktywnos¢ zwigzkéw. Sposrod 3 lipopeptyddw
o takiej samej sekwencji aminokwasowej réznigcych sie rodzajem kwasu ttuszczowego
najnizsze stezenie hamujgce wzrost wyznaczono dla lipopeptydu Palm-KR-NH; (8 pg/ml
dla obu szczepow). Sposréd drobnoustrojéw Gram-dodatnich bardziej wrazliwym

szczepem na dziatanie zwigzkow byt S. epidermidis. Aktywnos¢ citropiny 1.1 wyznaczona
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dla drobnoustrojow Gram-dodatnich znajdowata sie na poziome aktywnosci

otrzymanych dla lipopeptyddw.

Wartosci minimalnego stezenia hamujgcego wzrost, ktére zbadatam dla szczepéw
Gram-ujemnyh obejmuja zakres stezert 8-512 pg/ml. Swiadczy to o nizszej aktywnosci
lipopeptydéw w stosunku do tej grupy bakterii. Podobnie jak w przypadku
drobnoustrojéw Gram-dodatnich najnizszg aktywno$¢ wyznaczono dla peptydéw
Laur-KR-NH, oraz Mir-KR-NH; (32-512 pg/ml). Lipopeptyd Palm-KR-NH, wykazat
dziatanie podobne do tego, jakie wyznaczytam dla szczepdw S. aureus i S. epidermidis.
Sposrdod wybranych do wykonania doswiadczend bakterii Gram-ujemnych bardziej
wrazliwym szczepem na dziatanie zwigzkow byt szczep E. coli, dla ktérego aktywnosc
wiekszosci peptyddéw miescita sie w zakresie 8-16 pg/ml. Analizujgc wyznaczone
wartosci stezen hamujgcych wzrost dla citropiny 1.1 mozna zauwazyé, ze wyiszg
aktywnos$¢ peptyd ten wykazat w stosunku do szczepu E. coli (MIC = 16 pg/ml) niz
P. aeruginosa (256 pg/ml). Do badan z wykorzystaniem drobnoustrojow Gram-
ujemnych wigczytam takze polimyksyne B. Antybiotyk najwyzszg aktywnos$¢ wykazat
w stosunku do komodrek bakterii szczepu E. coli (MIC < 1 pg/ml). W przypadku
P. aeruginosa oznaczone stezenie hamujgce wzrost byto podobne jakie otrzymano dla

krétkich lipopeptydow (MIC = 16 pg/ml).

W zwigzku z tym, iz temat pracy dotyczy zagadnienia biofilmu bakteryjnego
okredlitam  aktywnos¢ lipopeptyddéw, citropiny 1.1 oraz polimyksyny B
w zapobieganiu powstawania struktury (Tabela 8.). Zbadatam takze dziatanie zwigzkéw
wobec dojrzatego biofilmu (Tabela 9.). Do przeprowadzenia doswiadczerr wybratam
lipopeptydy o najwyziszej aktywnosci sugerujgc sie wyznaczonymi wczesniej

minimalnymi stezeniami hamujgcymi wzrost.
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Tabela 8. Stezenia skuteczne w zapobieganiu powstawania biofilmu bakteryjnego
[ug/ml].

Citropina 1.1 16 32 32 128
Palm-KK-NH> 16 8 8 32
Palm-KR-NH: 16 8 16 32
Palm-KKKK-NH2 32 16 32 32
Palm-RKKK-NH> 16 8 16 32
Palm-KRKK-NH: 16 16 16 32
K-Dap(Palm)-K-NH: 16 8 32 32
K-Orn(Palm)-K-NH. 8 8 16 32
Polimyksyna B - - 8 32

Analiza wynikéw doswiadczenia sprawdzajgcego wptyw badanych zwigzkéw na
proces powstawania biofilmu na powierzchni polistyrenowej wskazuje na wysoka
efektywnos$¢ dziatania wybranych lipopeptydéw. Zwigzki wykazaty podobng aktywnos¢
w zapobieganiu formowania sie biofilmu zaréwno dla szczepédw Gram-dodatnich jak
i Gram-ujemnych. Stezenia, przy ktérych nie obserwowatam powstania
wielokomarkowej struktury miescity sie w zakresie 8—32 pg/ml i byty takie same lub
2-krotnie wyzsze od wartosci MIC. Najbardziej podatnym szczepem na zahamowanie
procesu formowania sie biofilmu byt szczep S. epidermidis, a sposréd drobnoustrojow
Gram-ujemnych — E. coli. Aktywnos¢ citropiny 1.1 oraz polimyksyny B byta

poréwnywalna do aktywnosci lipopeptyddw.
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Tabela 9. Aktywnosc¢ badanych zwigzkéw w zwalczaniu dojrzatej struktury biofilmu
[ug/ml].

Citropina 1.1 32 64 64 512
Palm-KK-NH; 16 16 32 256
Palm-KR-NH, 32 16 64 256
Palm-KKKK-NH. 32 32 32 256
Palm-RKKK- NH 32 16 32 256
Palm-KRKK-NH 32 32 32 256
K-Dap(Palm)-K-NH> 16 32 64 512
K-Orn(Palm)-K-NH> 16 32 64 512
Polimyksyna B - - 8 256

RAwnoczesnie z doswiadczeniem opisujgcym wptyw badanych zwigzkédw na
proces powstawania biofilmu przeprowadzitam badanie ich aktywnosci wobec dojrzate;j
struktury. Wartosci minimalnych stezen eliminujgcych biofilm, ktére przedstawitam
w Tabeli 9. wskazujg, ze lipopeptydy charakteryzuja sie podobng aktywnoscig
w stosunku do wszystkich drobnoustrojow. Wyjatkiem jest szczep P. aeruginosa,
ktorego biofilm okazat sie najmniej podatny na dziatanie wybranych zwigzkéw,
a wartosci MBEC byty wyzsze lub rowne 256 pg/ml. Stezenia aktywne w stosunku do
biofilmu byty 2- lub 3-krotnie wyisze niz minimalne stezenia hamujgce wzrost
wyznaczone dla form planktonowych. Aktywnos¢ citropiny 1.1 byta nizsza w poréwnaniu
do aktywnosci lipopeptydéw. Eliminacja biofilmu byta widoczna w zakresie stezen
32-512 pg/ml. Sposréd wszystkich badanych zwigzkéw najbardziej aktywnym wobec
szczepu E. coli byta polimyksyna B (MBEC = 8 pug/ml). Antybiotyk nie wykazat aktywnosci

wobec biofilmu utworzonego przez P. aeruginosa.
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2. Ocena cytotoksycznosci zwigzkow

Jednym z etapdéw badan byto okreslenie toksycznosci wybranych peptydéw
przeciwdrobnoustrojowych. Wstepng ocene przeprowadzitam na podstawie testu
hemolizy ludzkich krwinek czerwonych. W zwigzku z przeznaczeniem badanych
zwigzkow do proceséw modyfikacji powierzchni materiatéw medycznych wykonano
takze test NRU (test wychwytu czerwieni obojetnej) wykorzystujgc linie komdrkowa
mysich fibroblastéw BALB/c3T3 clone A31, ktéry jest zalecanym testem
cytotoksycznosci przez norme 1ISO10993-5 opisujgcg badania biologiczne dla materiatow
medycznych. Rezultaty obu testéw przedstawitam ponizej w formie tabel (Tabela 10,

11) oraz w formie graficznej (Rycina 14, 15).
Test hemolizy

Doswiadczenie polegato na obserwacji ilosSci hemoglobiny uwolnionej
z erytrocytéw, ktére zostaty zniszczone pod wptywem dziatania zwigzkdw. Otrzymane
wyniki (Tabela 10) sugeruja, ze lipopeptydy charakteryzujg sie brakiem toksycznosci
ponizej stezenia 64 pg/ml. Wyjatkiem sg zwigzki Palm-KK-NH; oraz Palm-KR-NH, ktore
powodowaty wzmozong hemolize krwinek czerwonych odpowiednio do 32 ug/ml i 64
pug/ml. Jednoczesnie oba peptydy nalezaty do najbardziej toksycznych zwigzkdw,
poniewaz powodowaty hemolize erytrocytéw siegajagcg 100%. Poza wspomnianymi
wczesniej lipopeptydami: Palm-KK-NH, oraz Palm-KR-NH;, badane zwigzki nie
powodowaty niszczenia krwinek czerwonych w zakresach stezen, ktére byty aktywne
przeciwdrobnoustrojowo oraz przeciwbiofilmowo wobec szczepéw Gram-dodatnich

i szczepu E. coli.
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Tabela 10. Stopieri hemolizy (%) uzyskany dla badanego zakresu stezen (1-512 ug/ml)
wybranych peptydow (wyniki zaokrqgglone do catosci).

Citropina 1.1 17 5 1 0 0 0 0 0 0 0
Palm-KK-NH2 100 100 100 100 51 3 1 0 0 0
Palm-KR-NH: 100 96 97 100 5 5 0 0 0 0
Palm-KKKK-NH2 63 36 13 3 1 0 0 0 0 0
Palm-RKKK-NH: 80 62 38 16 5 1 0 0 0 0
Palm-KRKK-NH> 82 65 36 12 3 0 0 0 0 0
K-Dap(Palm)-K-NH2 66 28 7 1 0 0 0 0 0 0
K-Orn(Palm)-K-NH2 37 15 4 1 1 0 1 0 0 0
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Rycina 14. Pordwnanie stopienia hemolizy wywotanej zastosowaniem peptydow
w zaleznosci od stezenia.

Analizujac dane znajdujgce sie w powyzszej tabeli oraz poréwnanie aktywnosci
hemolitycznej zwigzkéw przedstawione w postaci wykresu (Rycina 14) mozna

stwierdzi¢, ze najmniej toksycznym lipopeptydem jest K-Orn(Palm)-K-NH,, dla ktérego
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nawet przy najwyzszym stezeniu hemoliza nie osiggneta 40%. Podsumowujgc wyniki
uzyskane dla wszystkich peptyddw za najbardziej bezpieczny zwigzek mozna uznac
citropine 1.1, dla ktorej hemoliza erytrocytow przy stezeniu 512 pg/ml osiggneta jedynie
17%.

Test cytotoksycznosci NRU

Podstawg doswiadczenia byto okreslenie wptywu badanych zwigzkéw na
przezywalnos¢ komorek fibroblastow. Otrzymane wyniki $wiadczg o braku
cytotoksycznosci lipopeptyddw ponizej stezania 128 pug/ml — przezywalno$¢ komorek
byta bliska 100% (z wyjatkiem peptydu K-Orn(Palm)-K-NH,, dla ktérego wyznaczono
przezywalnos¢ na poziomie 70%). W zakresie stezen, ktdre wykazywaty aktywnosé
w testach mikrobiologicznych zwigzki nie powodowaty spadku przezywalnosci
fibroblastéw. Najbardziej toksycznym zwigzkiem okazat sie lipopeptyd zawierajgcy
reszte ornityny, natomiast najmniejszy wptyw na ilos¢ zywych komérek zaobserwowano
dla peptydu K-Dap(Palm)-K-NH,. Wyniki testéw zamieszczone ponizej nie uwzgledniajg
citropiny 1.1. Peptyd ten zostat przebadany pod katem cytotoksycznosé wzgledem
komorek mysich fibroblastéw podczas przygotowywania publikacji: Piotrowska U.,
Oledzka E., Zgadzaj A., Bauer M., Sobczak M.: A novel delivery system for the controlled
release of antimicrobial peptides: Citropin 1.1 and Temporin A, Polymers (2018), 10: 489.
Citropina 1.1 nie wykazywata toksycznosci nawet przy stezeniu 512 pg/ml.

Tabela 11. Przezywalnos¢ komdrek mysich fibroblastow (%) dla badanego zakresu stezen
(1-512 ug/ml) wybranych peptydéw (wyniki zaokrgglone do catosci).

Palm-KK-NH, 0 3 93 92 91 100 100 100 100 99
Palm-KR-NH> 0 5 95 = 92 94 98 100 96 100 100
Palm-KRKK-NH. 7 54 8 8 100 9 100 97 100 99
K-Dap(Palm)-k-NH, 5 13 98 99 97 98 98 99 100 100
K-Orn(Palm)-k-NH, O 0 70 8 100 92 100 9 98 100
Polimyksyna B 97 99 100 97 100 98 100 100 100 = 100
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Rycina 15. Wykres przedstawiajgcy porownanie przezywalnosci komdrek mysich
fibroblastow po traktowaniu roztworami peptydow.

3. Analizy potwierdzajgce obecnos¢ badanych zwigzkéw na

powierzchni materiatdw medycznych

Ponizej zostaty opisane wyniki doswiadczern wykorzystujacych technike HPLC
i ATR-FTIR, ktére przeprowadzitam w celu weryfikacji powodzenia przeprowadzonych
modyfikacji powierzchni materiatéw. Rezultaty badan miaty by¢ pomocne przy

okreslaniu zachodzenia proceséw uwalniania lub oddziatywan zwigzek — matryca.

3.1 Analiza chromatograficzna

Podjeto prébe oznaczenia ilosciowego peptyddw zwigzanych z powierzchnig oraz
probe obserwacji procesu uwalniania zwigzkéw ze zmodyfikowanych materiatow.
W badanych prébkach (Czes¢ Il Czes¢ doswiadczalna, Podrozdziat 11.1) nie
zaobserwowatam obecnosci zwigzku w roztworach wyjsciowych (zastosowanych do

modyfikacji) oraz zachodzenia procesu uwalniania z powierzchni, co moze by¢ zwigzane
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z granicg wykrywalnosci, ktéra dla wykorzystanej metody (HPLC z detekcjg UV) wynosita
16 pg/ml. Udato sie oznaczy¢ ilos¢ peptydu Palm-KK-NH2 uwolnionego
z powierzchni fragmentédw cewnika poddanych wczedniej inkubacji w roztworach
zwigzku o stezeniach 512 pg/ml i 256 pg/ml. Analiza prébek po godzinnej inkubacji
materiatdw w PBS pozwolita na obliczenie ilosci uwolnionego peptydu odpowiednio dla

stezenia 512 pg/ml — 387,46 ug, dla stezenia 256 pg/ml — 35,60 pg.

3.2 Analiza widm ATR-FTIR

Obecnos¢ zwigzkdw wykorzystanych do modyfikacji powierzchni materiatow
medycznych  zweryfikowano  takze  wykorzystujgc  technike  spektroskopii
w podczerwieni. Analize przeprowadzitam zaréwno dla metody modyfikacji przez
inkubacje w roztworze zwigzkow jak i dla metody wykorzystujgcej wigzanie chemiczne.
W kazdej grupie pomiarowej uwzglednitam analize wzorca (zwigzek wykorzystany do
modyfikacji powierzchni: Palm-KK-NH> i polimyksyna B), analize prébki materiatu
0 niezmienionej powierzchni oraz analize materiatu poddanego modyfikacji. Przyktady

otrzymanych widm zamiescitam na ponizszych rycinach (Rycina 16, 17, 18, 19.)

Na Rycinie 16. przedstawitam poréwnanie widm ATR-FTIR uzyskanych dla analizy
powierzchni fragmentéw cewnika urologicznego wykorzystujgc metode inkubacji
w roztworze, gdzie zwigzkiem badanym byta polimyksyna B. Dla wzorca (widmo A)
mozna wyznaczy¢ 3 charakterystyczne pasma, ktoérych obecnos¢ stwierdzitam takze
w widmie uzyskanym dla prébki zmodyfikowanego materiatu. Dane zamiescitam

W ponizszej tabeli:
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Tabela 12. Identyfikacja pasm charakterystycznych dla substancji wzorcowej —
polimyksyny B, ktdorych obecnos¢ stwierdzono na powierzchni zmodyfikowanych
fragmentow cewnika.

drgania rozciggajgce wigzania

= =l
1654 cm SO e ATTEE 1650 cm
1531 cm™ drgania deformacyjne wigzania 1539 cm-?
N-H grupy amidowej
1079 cm: drgania rozciggajace wigzania 1094 et

S-O*
* polimyksyna B wykorzystana w doéwiadczeniach miata posta¢ siarczanu(V1).

Poréwnujgc wartosci liczb falowych uzyskanych w toku analizy powierzchni
cewnika niezmodyfikowanego i powierzchni cewnika poddanego modyfikacji zauwazy¢
mozna wzmocnienie charakterystycznych pasm (Tabela 12). Niewielkie przesuniecia
mogq $wiadczy¢ o zachodzeniu interakcji miedzy powierzchnig a badanym zwigzkiem

(mozna spodziewac sie, wystepujg oddziatywania wodorowe).
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1645 em™

| | | |
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Liczba falowa [cm™]

1000

Rycina 16. Porédwnanie widm ATR-FTIR uzyskanych dla: A — polimyksyny B, B —

powierzchni

cewnika nie poddanego modyfikacji, C

zmodyfikowanego metodq inkubacji w roztworze.

powierzchni

cewnika
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Rycina 17. Porownanie widm ATR-FTIR uzyskanych dla: A — Palm-KK-NH;, B —
powierzchni cewnika nie poddanego modyfikacji € — powierzchni cewnika

zmodyfikowanego metodq inkubacji w roztworze.
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Poréwnanie widm otrzymanych przy zastosowaniu Palm-KK-NH; znajduje sie na
Rycinie 17. Ponadto, w Tabeli 12. zamie$citam opis wyrdzniajgcych sie pasm wraz
z opisem wigzan, ktére moga swiadczy¢ o obecnosci tego lipopeptydu na powierzchni
cewnika. W tym przypadku réwniez widoczne sg niewielkie przesuniecia pasm oraz ich
wzmocnienie.

Tabela 12. Identyfikacja pasm charakterystycznych dla substancji wzorcowej — Palm-KK-

NH,, ktdrych obecnosc¢ stwierdzono na powierzchni zmodyfikowanych fragmentow
cewnika.

drgania rozciggajgce

3283 cm?, 3199 cm™ . . 3283 cm?, 3199 cm?
wigzania N-H
2920 cm, 2851 cm? drgania rozciggajace 2920 cm%, 2851 cm'?
wigzania C-H
1676 cm- drgania rozciggajgce C.=O 1670 cm-t
grupy karboksylowej
1634 em- drgania rozua.gajqce. Cc=0 1634 cm-l
grupy amidowe;j
drgania deformacyjne
1538 cm! wigzania N-H grupy 1538 cm*
amidowej
1146 cm™ drgania deformacyjne 1132 cm-?
wigzania C-H
200 emt drgania deformacyjne 797 eml

wigzania N-H

Badanie wykorzystujgce spektroskopie w podczerwieni uwzgledniato takze analize
widm uzyskanych dla powierzchni soczewek kontaktowych. Rezultaty doswiadczen
przeprowadzonych dla modyfikacji poprzez inkubacje w roztworze zwigzku (Rycina 18)

oraz modyfikacji wykorzystujgcej EDC (Rycina 19) przedstawitam ponize;j.
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722 eyt

1538 cm*

1132 em*

1670 crr*
634 em*

| | | | |

3000 2000 1000
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Rycina 18. Widma ATR-FTIR uzyskane dla: A — Palm-KK-NH; B — powierzchni
niezmodyfikowanej soczewki, C — powierzchni soczewki po inkubacji w roztworze

peptydu.
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Rycina 19. Widma ATR-FTIR uzyskane dla: A — Palm-KK-NH,, B — powierzchni
niezmodyfikowanej soczewki, C — powierzchni soczewki poddanej modyfikacji z uzyciem

EDC.

Poréwnanie widm uzyskanych dla wzorca oraz widm otrzymanych dla powierzchni

soczewek kontaktowych poddanych modyfikacji obiema metodami (Rycina 18, 19)
Swiadczy jedynie o wzmocnieniu pasma amidowego, co moze potwierdzi¢ obecnosci

substancji przeciwdrobnoustrojowej (w zwigzku z podobnymi wynikami analizy zaréwno
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dla polimyksyny B jak i lipopeptydu jako przyktad uwzgledniony w niniejszej pracy
wykorzystatam jedynie soczewki poddane modyfikacji z wykorzystaniem Palm-KK-NH).
Odnoszac sie do metodyki przygotowania probek do pomiaru technikg ATR-FTIR mozna
spodziewaé sie, ze materiat hydrozelowy, z ktdrego wykonane sg soczewki, po
wysuszeniu zmienit swoje wiasciwosci, co mogto znaczgco wptyngé na otrzymany wynik

(zagadnienie zostanie opisane szerzej w Czesci V Dyskusja).

4. Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa zmodyfikowanych materiatéw

Wybrane peptydy postuzyly do przeprowadzenia préb zmiany wtasciwosci
powierzchni materiatdw medycznych tak, aby staty sie mniej podatne na kolonizacje
bakteryjng. W przypadku fragmentéw cewnika urologicznego skuteczna okazata sie
jedynie modyfikacja poprzez inkubacje w roztworze zwigzku, natomiast soczewki
kontaktowe poddatam dodatkowo modyfikacji chemicznej wykorzystujgc EDC, ktory

umozliwiat potgczenie peptydu z powierzchnia.

Skutecznos$¢ przeprowadzonych modyfikacji oraz ich wptyw na adhezje bakteryjna
dla prébek materiatéw inkubowanych w roztworze zwigzku przeciwdrobnoustrojowego
sprawdzitam 3 metodami opisanymi we wczesniejszej czesci pracy (Czes¢ Ill, Czes¢
doswiadczalna, Rozdziat 12): poprzez obserwacje zmian w gestosci inokulum, poprzez
okreslenie zywotnosci komdrek oraz poprzez posiew prébek zawiesiny bakteryjnej na
agar. W przypadku préb potgczenia badanych zwigzkéw z powierzchnig materiatu
aktywnos$é modyfikacji takze oceniatam na podstawie ewentualnej redukcji wzrostu

bakterii.

Badania z wykorzystaniem soczewek kontaktowych prowadzitam wykorzystujgc
zwigzki: Palm-KK-NH,, K-Dap(Palm)-K-NH; oraz polimyksyne B. Redukcja ilo$ci badanych
zwigzkéw zostata podyktowana dos$¢ duzym podobienstwem w aktywnosciach catej

grupy lipopeptyddéw oraz prébg zmniejszenia kosztow przeprowadzenia doswiadczen.
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Wspomniane nizej wartosci stezen badanych zwigzkéw odnoszg sie do zakresu jaki
wykorzystatam w procesach modyfikacji (nie odnoszg sie do ilosci zwigzku jaki

W rzeczywistosci pozostat na powierzchni materiatu).

4.1 Aktywnosé modyfikacji przeprowadzonych metodg inkubacji

w roztworze

Pierwsze doswiadczenie, ktérego celem bylo otrzymanie aktywnych
mikrobiologicznie materiatéw, polegato na przeprowadzeniu modyfikacji powierzchni
wykorzystujgc proces inkubacji w roztworze zwigzku. Ponizej przedstawitam wyniki
opisujgce dziatanie przeciwdrobnoustrojowe fragmentéw cewnika i soczewek

kontaktowych.

4.1.1 Pomiar gestosci optycznej inokulum

Poziom redukcji wzrostu bakteryjnego po inkubacji zmodyfikowanych fragmentow
cewnika w inokulum zaprezentowatam na Rycinie 20. W przypadku szczepu
S. epidermidis (wykres A) znaczny spadek ilosci komorek bakteryjnych zaobserwowatam
dla przedziatu stezen 16-512 pg/ml dla wszystkich wykorzystanych peptydéw. Redukcja
wzrostu drobnoustrojow osiggata poziom 70-100%. Sposrod wybranych zwigzkow
3 z nich: Palm-KK-NH;, Palm-KR-NH; oraz K-Dap(Palm)-K-NH; powodowaty widoczne
zahamowanie wzrostu bakterii takze w nizszym zakresie stezen obejmujgcym przedziat

1-8 pug/ml.

Na wykresie B przedstawitam wyniki uzyskane po inkubacji fragmentéw cewnika
w zawiesinie szczepu E. coli. Najwiekszg redukcje wzrostu wyznaczytam dla
lipopeptyddw a jej warto$¢ miescita sie w przedziale 70-100% (stezenia od 64 do 512
pug/ml). Dla nizszego przedziatu stezen (1-32 pg/ml) zaobserwowatam wzrost bakterii
o ok. 20% mniejszy niz dla kontroli dodatniej, nietraktowanej badanymizwigzkami. Niska

aktywnos¢ osiggneta citropina 1.1, dla ktdrej redukcja nie byta wieksza niz ok. 65% dla
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stezenia 512 pg/ml. Polimyksyna B w zakresie stezer 4-512 pg/ml catkowicie hamowata

wzrost bakterii (redukcja 100%).
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Rycina 20. Redukcja wzrostu drobnoustrojow po inkubacji zmodyfikowanych
fragmentow  cewnika w  inokulum  bakteryjnym: A - S. epidermidis,
B - E. coli.
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Na Rycinie 21. przedstawitam wptyw inkubacji soczewek kontaktowych
o zmodyfikowanej powierzchni na wzrost drobnoustrojow. Wykres A jednoznacznie
wskazuje na 100% redukcje wzrostu bakterii w zakresie stezenn 16-512 pg/ml zaréwno
przy zastosowaniu zwigzku Palm-KK-NH; jak i K-Dap(Palm)-K-NH, do zmiany wtasciwosci
powierzchni materiatu. Ponizej stezenia 16 pug/ml wptyw obecnosci lipopeptydow byt

niewielki.

Redukcja wzrostu dla szczepu Gram-ujemnych (wykres B) byta widoczna jedynie
w zakresie stezen 64—512 pug/ml. W przypadku polimyksyny B wptyw zwigzku na wzrost

bakterii obserwowatam w catym zakresie badanych stezen (1-512 ug/ml) .
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Rycina 21. Redukcja wzrostu drobnoustrojow po inkubacji zmodyfikowanych
soczewek kontaktowych w inokulum bakteryjnym: A — S. epidermidis,
B —E. coli.
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4.1.2 Okreslenie zywotnosci komdrek za pomoca resazuryny

Aktywnos¢ powierzchni wyrobdw medycznych zmodyfikowanych badanymi
zwigzkami okreslitam rowniez wykorzystujgc odczynnik zywotnosci komoérek -—
resazuryne. Wptyw materiatdw na wzrost bakterii, ktére miaty wczesniej kontakt ze
zmodyfikowanymi materiatami oceniatam wizualnie po godzinnej inkubacji inokulum
z roztworem barwnika. Jesli zabarwienie w studzience ptytki pozostato niebieskie
Swiadczyto to o przeciwdrobnoustrojowej aktywnosci powierzchni. W przypadku zmiany

barwy na rézowg wynik interpretowatam jako brak wptywu na wzrost bakterii.

W Tabeli 13. przedstawitam wyniki uzyskane dla doswiadczenia
przeprowadzonego dla zmodyfikowanych fragmentéw cewnika urologicznego.
Uwzglednione stezenia zwigzkéw to najnizsze wartosci, przy ktérych nie obserwowatam

obecnosci zywych komodrek drobnoustrojéw (studzienka pozostata niebieska).

Tabela 13. Stezenia [ug/ml], przy ktérych wzrost drobnoustrojow byt zahamowany
wyznaczone dla zmodyfikowanej powierzchni fragmentow cewnika. Odczyt wizualny za
pomocq resazuryny, inkubacja 1 h, 37 °C.

Citropina 1.1 256 >512
Palm-KK-NH> 32 32
Palm-KR-NH: 16 64
Palm-KRKK-NH> 32 64
K-Dap(Palm)-K-NH; 16 128
K-Orn(Palm)-K-NH- 32 64
Polimyksyna B - 4

Najwyzszg aktywno$¢ w stosunku do szczepu Gram-dodatniego dla
zmodyfikowanych powierzchni cewnika uzyskatam wykorzystujgc Palm-KK-NH; oraz
K-Dap(Palm)-K-NH,. Fragmenty cewnika po inkubacji w roztworach wspomnianych
lipopeptydow o stezeniu 16 ug/ml wcigz wykazywaty dziatanie

przeciwdrobnoustrojowe. Sposrdd badanych lipopeptyddw najwyziszg aktywnosc
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w stosunku do szczepu E. coli uzyskatam dla materiatu modyfikowanego
z wykorzystaniem roztworu Palm-KK-NH; o stezeniu 32 pg/ml. Jednoczesnie dla zadnego
ze zwigzkdw nie otrzymatam wynikéw poréwnywalnych do aktywnosci polimyksyny B.
Fragment cewnika inkubowany w roztworze antybiotyku o stezeniu 4 ug/ml wykazat
wysoky efektywnos¢ w eliminacji drobnoustrojow. Powierzchnia zmodyfikowana
z wykorzystaniem citropiny 1.1 charakteryzowata sie brakiem aktywnosci w stosunku do

obu testowanych szczepdéw.

Poza oceng wizualng polegajgcg na obserwacji zmiany zabarwienia resazuryny
dokonatam takze pomiaru absorbancji rezorufiny (produkt metabolizmu resazuryny),
ktorej powstawanie zwigzane jest z obecnoscig zywych komodrek bakterii. Wyniki
pomiaru spektrofotometrycznego przedstawitam na Rycienie 22. Absorbancja rosnaca
wraz z malejgcym stezeniem zwigzku $wiadczy o wzrastajgcym udziale zywych
mikroorganizmow w probce. Uzyskane rezultaty odpowiadajg wynikom odczytanym

metoda wizualna.
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Rycina 22. Wartosci absorbancji zmierzone przy dtugosci fali 575 nm dla rezorufiny: A —
S. epidermidis, B — E. coli.
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Poza cewnikiem urologicznym testy skutecznosci modyfikacji przeprowadzitam
wykorzystujgc soczewki kontaktowe. W Tabeli 14. zebratam wyniki wyznaczone na
podstawie zmiany barwy resazuryny. Podobnie jak w przypadku fragmentéw cewnika,
wartosci stezen, przy ktérych powierzchnia soczewek wykazywata dziatanie

przeciwdrobnoustrojowe sg bliskie wartosciom MBEC.

Tabela 14. Stezenia [ug/ml], przy ktorych wzrost drobnoustrojow byt zahamowany
wyznaczone dla zmodyfikowanej powierzchni soczewek. Odczyt wizualny za pomocq
resazuryny, inkubacja 1 h, 37 °C.

Palm-KK-NH, 32 64
K-Dap(Palm)-K-NH, 32 64
Polimyksyna B - 16

4.1.3 Obserwacja wzrostu kolonii bakteryjnych

Podsumowanie obserwacji wzrostu kolonii bakteryjnych na podtozu statym
przedstawiajg ponizsze tabele (Tabela 15, 16). Ocene redukcji przeprowadzatam
w odniesieniu do posiewu probki, w ktérej drobnoustroje nie miaty kontaktu ze
zmodyfikowanym materiatem. Probki pobieratam jedynie z tych studzienek ptytki
24-dotkowej, gdzie  znajdowaty sie  materialy  wykazujgce  aktywno$é

przeciwdrobnoustrojowa.

W celu tatwiejszego opisu wynikéw zastosowatam oznaczenia jak przedstawiono
ponizej:

Liczba — CFU

BW — brak wzrostu bakterii

WR — widoczna redukcja (kolonie trudne do policzenia)

BR — brak redukgji
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Tabela 15. Ocena wzrostu drobnoustrojow z probek pobranych po inkubacji
zmodyfikowanych fragmentow cewnika w inokulum bakteryjnym przeprowadzona dla
stezenn 16-512 ug/ml.

512 256 128 64 32 16 || 512 256 128 64 32 16

Citropina 1.1 WR = WR ' BR BR BR BR 2 BW BW BR BR BR
Palm-KK-NH2 BW BW BW BW BW BR |BW BW BW BR BR BR
Palm-KR-NH2 BW BW BW BW 2 BR 1 BW 2 3 BR BR

Palm-KRKK-NH2 BW BW BW BW 32 BR | BW BW BR BR BR BR
K-Dap(Palm)-K-NH, | BW | BW A BW BW | 45  WR | WR  WR WR  WR BR BR

K-Orn(Palm)-K-NH. ~ BW BW  BW BW 15 BR BR BR BR BR BR BR

Polimyksyna B - - - - - - BW  BW  BW 12 BW = BW

Wyniki posiewdw prébek pobranych po inkubacji zmodyfikowanych fragmentéw
cewnika w zawiesinie bakteryjnej (Tabela 15) takze pokrywajg sie z aktywnos$ciami
zwigzkéw wyznaczonymi metodami opisanymi we wczesniejszych podrozdziatach
(Podrozdziat 4.1.1, 4.1.2). Wyjatkiem sg obserwacje wzrostu kolonii szczepu E. coli. Dla
wiekszosci zwigzkéw zidentyfikowatam wzrost licznych kolonii lub brak redukcji przy
stezeniu 64 pg/ml, gdzie test z resazuryng wskazywat na aktywnos$é modyfikacji.
Hodowle na podtozu statym potwierdzajg niskg aktywno$¢ mikrobiologiczng
fragmentoéw cewnika zmodyfikowanych poprzez inkubacje w roztworze citropiny 1.1
zaréwno wobec szczepu S. epidermidis jak i szczepu E. coli. Dodatkowo, wyniki Swiadczg

o wysokiej skutecznosci zastosowania polimyksyny B.

W ponizszej tabeli (Tabela 16) znajduja sie wyniki otrzymane dla zmodyfikowanych
soczewek kontaktowych. W przypadku szczepu S. epidermidis znaczng redukcje wzrostu
zauwazytam dla lipopeptydu Palm-KK-NH;. Mniejsza ilos¢ kolonii bakteryjnych byta
widoczna takze dla materiatu inkubowanego w roztworze zwigzku o stezeniu ponizej 32
ug/ml. Wyniki oceny wzrostu na podtozu statym dla szczepu E. coli odpowiadajg wynikom

wyznaczonym przy pomocy resazuryny.
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Tabela 16. Ocena wzrostu drobnoustrojow z probek pobranych po inkubacji
zmodyfikowanych soczewek kontaktowych w inokulum bakteryjnym przeprowadzona
dla stezen 16-512 ug/ml.

512 256 128 64 32 16 |512 256 128 64 32 16
Palm-KK-NH., BW BW BW 46 100 WR|BW BW BW 6 BR BR
K-Dap(Palm)-K-NH, BW BW BW 59 62 BR|BW BW BW BW BR BR

Polimyksyna B - - - - - - BW  BW  BW BW 6 BR

Poréwnanie rezultatéw doswiadczen mikrobiologicznych przeprowadzonych dla
materiatdw o powierzchniach zmodyfikowanych metodg inkubacji w roztworze
z wczesniej opisanymi analizy potwierdzajagcymi obecnos¢ badanych zwigzkéw na
powierzchniach fragmentdéw cewnika oraz soczewek mozna przypuszczaé, ze efekt
bakteriobdjczy zwigzany jest z uwalnianiem zaadsorbowanych czgsteczek peptydéw.

Obserwacja ta zostanie omdéwiona w Czesci V Dyskusja niniejszej rozprawy.

4.2 Aktywnos$¢ powierzchni materiatu zmodyfikowanej za pomocg

wigzania chemicznego

Podobnie jak w przypadku okreslania aktywnosci modyfikacji przeprowadzonych
metodga inkubacji w roztworze do testow mikrobiologicznych powierzchni otrzymanych
z wykorzystaniem EDC wykorzystatam inokulum o gestosci 0,1 McFarlanda, a podstawa
oceny byty zmiany ilosci komédrek drobnoustrojow. W zwigzku z faktem, iz metoda
modyfikacji poprzez wytworzenie wigzania kowalencyjnego obejmowata jedynie
soczewki kontaktowe oraz 3 zwigzki omdwienie testéw mikrobiologicznych zebrano

w jednym podrozdziale.

Wynik pomiaru gestosci optycznej zawiesiny bakteryjnej swiadczg o wysokim
stopniu redukcji wzrostu mikroorganizméw w obecnosci préobek zmodyfikowanych
materiatow. Aktywno$é przeciwdrobnoustrojowa zastata potwierdzona dla obu
szczepdw: S. epidermidis i E. coli oraz wszystkich zastosowanych zwigzkdow:

Palm-KK-NH>, K-Dap(Palm)-K-NH; i polimyksyny B.
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Tabela 17. Poziom redukcji wzrostu bakterii (%) uzyskany przy zastosowaniu soczewek
kontaktowych zmodyfikowanych metodq wykorzystujgcg EDC.

Palm-KK-NH> ‘ 98 ‘ 98
K-Dap(Palm)-K-NH; ‘ 98 ‘ 97,5
Polimyksyna B ‘ - ‘ 99

Wyniki potwierdzitam takze pobierajgc probki inokulum po zakoriczonej inkubacji
z materiatem i wykonujgc posiewy. Obserwowatam brak wzrostu kolonii
drobnoustrojéw w prébkach, ktére pobratam z inokulum po inkubacji ze
zmodyfikowanymi materiatami. Rezultaty te korespondujg z wynikami otrzymanymi
dzieki pomiarowi spektrofotometrycznemu. Tak znaczna redukcja wzrostu moze
Swiadczy¢ o kontaktowym dziataniu bdjczym otrzymanych powierzchni, co zostanie

omowione w dalszej czesci pracy.

Aktywnos¢ przeciwadhezyjng zmodyfikowanych soczewek okreslitam posiewajac
probki bakterii usunietych z powierzchni materiatu wykorzystujgc ultradzwieki. Analiza
opisanych powyzej wynikdw sugerowata, ze nie nalezy spodziewaé sie wystgpienia
adhezji bakteryjnej i zapoczgtkowania powstawania biofilmu, ze wzgledu na aktywnos¢
bakteriobdjczg zmodyfikowanych materiatéw. Wyniki posiewdw uzyskane dla obu
wykorzystanych szczepdw oraz badanych zwigzkéw potwierdzity brak zywych komdrek

bakteryjnych.
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Nowoczesna medycyna zmaga sie z wieloma problemami zwigzanymi z rozwojem
cywilizacyjnym. Jednym z nich jest coraz wieksza selekcja szczepdw opornych na
antybiotyki, ktére rutynowo stosowane sg w terapii infekcji bakteryjnych. Sytuacja ta
jest niebezpieczna takze ze wzgledu na spowolnienie prac zwigzanych z wprowadzaniem
nowych substancji o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej [127]. Obecnie duzo uwagi
poswieca sie zakazeniom spowodowanym stosowaniem materiatéw medycznych oraz

zwigzanym z nim problemem powstawania biofilmu bakteryjnego i jego eliminacji.

Celem niniejszej rozprawy byto zbadanie mozliwosci zastosowania wybranych
zwigzkéw z grupy peptydow przeciwdrobnoustrojowych w modyfikacji powierzchni
komercyjnie dostepnych materiatébw medycznych. Gtéwng motywacjg do
przeprowadzenia doswiadczen byta szeroko opisana w literaturze wysoka aktywno$é
przeciwdrobnoustrojowa AMPs oraz préba wykorzystania ich w zapobieganiu kolonizacji

materiatéw medycznych.

W pierwszym etapie prowadzonych prac wykonatam podstawowe testy
mikrobiologiczne peptydédw uwzgledniajagce oznaczenie minimalnego stezenia
hamujgcego wzrost mikroorganizmow oraz wptyw tych zwigzkéw na strukture biofilmu.
Najwiekszg grupe zwigzkdw stanowity krétkie, syntetyczne lipopeptydy. W celu
poréwnania ich aktywnosci wykorzystatam takze naturalnie wystepujgcy peptydu —
citropine 1.1 oraz antybiotyk stosowany w lecznictwie — polimyksyne B. Ostatni
z wymienionych zwigzkéw zostat wigczony do badan takze ze wzgledu na postepujaca
opornos¢ bakterii na jego stosowanie. Polimyksyny wykorzystywane sg w terapii
w przypadku identyfikacji zakazen spowodowanych obecnoscig wielolekoopornych
drobnoustrojéw. Na przestrzeni lat obserwuje sie jednak spadek skutecznosci tych
antybiotykdw [128]. Ze wzgledu na fakt, iz najwieksza grupe badanych zwigzkow
stanowity lipopeptydy dalsza cze$¢ dyskusji bedzie skupiona przede wszystkim na

omowieniu ich aktywnosci i mozliwosci wykorzystania.

Krotkie lipopeptydy nalezg do jednej z najbardziej aktywnych grup peptydéw

przeciwdrobnoustrojowych. Rezultaty przeprowadzonych przeze mnie doswiadczen
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omawiane w Czesci IV Omowienie wynikow, Rozdziat 1 niniejszej pracy swiadcza
o wysokiej skutecznos¢ krotkich lipopetydéw w hamowaniu wzrostu form
wolnoptywajgcych drobnoustrojéw. W przypadku prowadzonych przeze mnie testow
najbardziej wrazliwym drobnoustrojem okazat sie gronkowiec skérny (S. epidermidis).
Wysoka aktywnos$¢ zwigzkdéw potwierdzajg nie tylko otrzymane przeze mnie wyniki, ale
takze liczne doniesienia literaturowe. Jedno z doswiadczen opisuje wykorzystanie
krotkich lipopeptyddw z resztami kwasu palmitynowego, mirystynowego i laurynowego
oraz ich aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowg i hemolityczng. Podobnie do omawianych
przeze mnie rezultatow badan najwieksza aktywnos¢ peptydy wykazaty
w stosunku do szczepu Gram-dodatniego, w tym przypadku — gronkowca ztocistego.
Opisane w przytaczanej pracy wyniki potwierdzajg takze wptyw dtugosci taricucha kwasu
ttuszczowego na aktywnos¢ lipopeptyddw — bardziej korzystne okazato sie zastosowanie
reszty kwasu palmitynowego [129]. Analizujgc wartosci stezen, ktére wyznaczytam
w testach MIC, wyraznie widoczny jest wzrost aktywnosci zwigzkdow Laur-KR-NH,,
Mir-KR-NH; i Palm-KR-NH, w zaleznosci od uzytego kwasu ttuszczowego w kolejnosci
Ci2 < Cia < Ci6. Podobng obserwacje przedstawiono w pracy opisujgcej aktywnos$é
mikrobiologiczng lipopeptyddw posiadajgcych w sekwencji gtdéwnie reszty lizyny (2 — 4).
Najbardziej obiecujgce wyniki otrzymano dla zwigzkéw zmodyfikowanych resztg kwasu
palmitynowego. Ponadto, w pracy opisano wyniki oznaczen MIC dla peptydu
Palm-KK-NH;, ktérych wartosci korespondujg z otrzymanymi przeze mnie wynikami
[130]. W literaturze mozna takze odnalezé informacje $wiadczgce o spadku aktywnoSci
przeciwdrobnoustrojowej przy zastosowaniu kwasy palmitynowego. Opisywane sg
badania, w ktérych oznaczono dziatanie zwigzkéw zawierajgcych w sekwencji 2 reszty
ornityny i 2 reszty tryptofanu oraz reszte jednego z kwasow ttuszczowych (Cs — Cig).
W tym przypadku aktywnos¢ peptydu byta wyzsza dla zastosowania kwasu
laurynowego. Sugerowaé to moze wptyw udziatu poszczegdlnych reszt

aminokwasowych na aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowg [131].

Badania przeprowadzone w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej zwigzane sg
bezposrednio z zagadnieniem powstawania biofilmu bakteryjnego. Liczne prace
naukowe donoszg o mozliwosciach zastosowania krotkich lipopeptydéw w eliminacji

struktury. Peptydy Mir-KK-NH, oraz Mir-RRR-NH, skutecznie zwalczaty biofilm
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utworzony przez szczepy S. aureus. Dodatkowo, Mir-KK-NH; okazat sie bardziej
efektywny w eradykcji struktury niz antybiotyk konwencjonalny — wankomycyna [132].
Grupa lipopeptydw, ktérg uwzglednitam w badaniach takze wykazata wysoka
aktywnos$é, zaréwno w zapobieganiu powstawania biofilmu jak i jego eradykaciji.
W odrdznieniu od wynikdw przytoczonych w literaturze wykorzystany przeze mnie
antybiotyk — polimyksyna B — w przypadku szczepu E. coli dziatat bardziej skutecznie niz
zastosowane kroétkie lipopeptydy. Kolejna z prac opisuje aktywnos¢ grupy peptydéw
z resztami kwasu palmitynowego. Otrzymane warto$ci MBEC dla testowanych szczepdéw
gronkowca ztocistego mieszcza sie w zakresie 32-128 pg/ml. Odnoszac opisywang
aktywnos¢ do otrzymanych przeze mnie wynikow grupa zwigzkéw, ktérg wybratam do
badan charakteryzuje sie wyzszg aktywnos$cig wobec szczepu S. aureus (16—32 pg/ml)

[133].

Oddzielng cze$¢ niniejszej pracy poswiecono na omowienie testow
cytotoksycznosci wybranej grupy lipopeptydéw. W ramach badan dokonatam wstepnej
oceny bezpieczenstwa zastosowania tych zwigzkéw. Opisane wyniki wskazujg na brak
toksycznos$é peptydédw w zakresach ich aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowej i rezultaty
te pokrywajg sie zaréwna dla testu hemolizy krwinek czerwonych jak i dla testu
okreslajacego przezywalnos¢ komérek mysich fibroblastéw (Tabela 10, 11). Hemoliza
nie przekraczata 16% dla wiekszosci testowanych zwigzkéw poza Palm-KK-NH>
i Palm-KR-NH,, ktére powodowaty 100% hemolizy przy stezeniu 64 pg/ml bedgcym
rownoczesnie stezeniem aktywnym przeciwbiofilmowo dla tych lipopeptydow. Wysoki
stopien oddziatywania peptydu Palm-KK-NH; z ludzkimi krwinkami czerwonymi zostat
opisany w literaturze. Sposréd omawianej grupy zwigzek sktadajgcy sie z reszty kwasu
palmitynowego oraz 2 reszt lizyny okazat sie najbardziej toksyczny [132]. Wyniki testow
wykorzystujgcych linie komodrkowe zwracajg uwage na wysoky cytotoksycznosc
lipopeptyddw, co uznawane jest za ich najwieksze ograniczenie. Jedna z prac
dotyczacych aktywnosci mikrobiologicznej grupy peptydéw przeciwdrobnoustrojowych
uwzgledniajacej Palm-KK-NH, opisuje takze testy toksycznosci na linii keratynocytow
ludzkich HaCaT. Wykorzystany lipopeptyd charakteryzowat sie najwiekszg toksycznoscia

sposrod wybranych zwigzkédw [134]. W tym przypadku wysoka cytotoksycznosc
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lipopeptydéw w stosunku do komérek ludzkich moze byé zwigzana z nieselektywnym

oddziatywaniem kwasu palmitynowego z btong komérkowa bakterii [135].

Mimo opisywanej toksycznosci peptydy przeciwdrobnoustrojowe wcigz pozostajg
szeroko rozwijana grupg zwigzkéw ze wzgledu na wiele potencjalnych mozliwosci ich
zastosowania, takze w terapii infekcji zwigzanych z biofilmem. W Czesci | Czes¢
teoretyczna (Podrozdziat 5.4) zostaty omdéwione mozliwosci wykorzystania AMPs jako
sSrodkéw, ktére mogg byc¢ skuteczne w zapobieganiu powstawania biofilmu na
powierzchni materiatbw medycznych. Przytoczone przyktady Swiadczg o duzym
potencjale peptyddw przeciwdrobnoustrojowych w pracach nad opracowywaniem
biomateriatow o lepszych wfasciwosciach. Przeglad literatury dotyczacy mozliwosci
zastosowania AMPs w  zapobieganiu infekcjom bakteryjnym  zwigzanym
z wykorzystaniem biomateriatéw potwierdza celowos¢ przeprowadzonych przeze mnie
doswiadczen. W trakcie prac badawczych jako materiat testowy wykorzystatam
komercyjnie dostepne cewniki urologiczne oraz soczewki kontaktowe. Dane Zrédtowe
podajg, ze infekcje uktadu moczowego spowodowane cewnikowaniem stanowig ok.
70-80% zakazen zwigzanych z opieka zdrowotng [136]. W przypadku soczewek
najczesciej diagnozowanym problemem jest bakteryjne zapalenie rogéwki, ktére moze

dotyczy¢ nawet 25% uzytkownikéow [137].

Réwnoczesnie z prowadzeniem badan mikrobiologicznych wykonatam analizy
wykorzystujgce technike chromatografii cieczcowej oraz technike spektroskopii
w podczerwieni w celu potwierdzenia obecnosci wykorzystanych zwigzkéw na
powierzchniach zmodyfikowanych materiatdw. Wiekszos¢ uzyskanych wynikéw pozwala
whnioskowa¢ o powodzeniu przeprowadzonych zmian wiasciwosci probek cewnika
urologicznego i soczewek kontaktowych (Czes¢ IV Omowienie wynikow, Podrozdziaty
3.1, 3.2). W zwigzku z niskg granica wykrywalnosci metody zastosowanej
w oznaczeniach HPLC nie byto mozliwosci, aby obserwowac ilo$¢ zwigzanej/uwolnionej
substancji przeciwdrobnoustrojowej. Obecnos¢ zwigzku mogta zostac potwierdzona dla
probek, ktore pobrano dla materiatéw modyfikowanych w wysokich stezeniach.
Dotyczyto to metody poprzez inkubacje w roztworze i moze $wiadczyé o zachodzeniu
adsorpcji fizycznej. Dane literaturowe potwierdzajg mozliwos¢ tego typu zwigzania sie

AMPs z powierzchnig. Cechg charakterystyczng adsorpcji jest stopniowe uwalnianie sie
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przytgczonych czasteczek zwigzkéw [138]. Analizy widm ATR-FTIR potwierdzity
zwigzanie sie peptydéw z powierzchnig materiatéw. Otrzymane wyniki sugerujg, ze
zwigzki ulegly adsorpcji, co widoczne jest zwtaszcza dla materiatéow poddanych
procesowi inkubacji w roztworach peptyddw. Analiza widm uzyskanych dzieki
zastosowaniu spektroskopii w podczerwieni dla wzorcow zwigzkéw oraz badanych
powierzchni moze Swiadczyé o zachodzeniu interakcji miedzy matrycg a peptydami
(przesuniecia charakterystycznych pasm). Opisane przeze mnie wyniki nie potwierdzity
jednoznacznie obecnosci zwigzkéw na powierzchni soczewek kontaktowych
zmodyfikowanych poprzez inkubacje oraz wykorzystujgc EDC. Pordwnujac materiat nie
poddany modyfikacji z materiatem zmodyfikowanym obserwowatam jedynie
wzmocnienie pasma amidowego. Otrzymane wyniki mog by¢ zwigzane ze zmianami
wiasciwosci materiatu pod wptywem procesu suszenia, ktory jest niezbedny do
odpowiedniego przygotowania probek do analiz ATR-FTIR. Hydrozel, z ktérego
wykonane s3 soczewki, po odparowaniu wody, przybiera posta¢ odpowiadajgca
kserozelowi. Materiat traci elastycznos$¢ i twardnieje, stajac sie jednoczesnie kruchym

[139].

We wczesdniejszej czesci pracy omowiono strategie jakie wykorzystuje sie w celu
zapobiegania kolonizacji bakteryjnej powierzchni implantéw lub urzadzen medycznych
wykorzystujgc peptydy przeciwdrobnoustrojowe. Podejscia te obejmujg m. in.
wykorzystanie AMPs w kontrolowanych systemach uwalniajgcych substancje
o aktywnosci przeciwbakteryjnej ze specjalnie zaprojektowanej powtoki lub zmiany
wiasciwosci fizykochemicznych powierzchni materiatéw medycznych. Opracowuje sie
takze warstwy sktadajgce sie z peptydu zwigzanego z powierzchnig, ktorej dziatanie
opiera sie na kontaktowe] eliminacji komérek bakteryjnych. Wybrane przeze mnie
metody modyfikacji opieraty sie na powierzchniowych oddziatywaniach matrycy
z badanymi zwigzkami, co w konsekwencji miato prowadzi¢ do zmiany wifasciwosci

wybranych materiatéw.

Wykorzystatam metode modyfikacji powierzchni poprzez inkubacje prébek
w roztworach peptydéw oraz modyfikacje polegajgcg na wytworzeniu sie wigzania
kowalencyjnego. Oba protokoty obejmowaty takie wykorzystanie antybiotyku —

polimyksyny B. Uzycie procesu inkubacji w modyfikacji biomateriatéw za pomocg AMPs
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opisujg dane literaturowe, co potwierdza, ze metoda ta moze byé skuteczna. Za przyktad
moze postuzy¢ praca, w ktdrej opisano immobilizowanie peptydu na powierzchni
hydroksyapatytu. Analogicznie do wykorzystanego przeze mnie protokotu (Rozdziat 9.)
stosowano roztwory zwigzkéw w PBS, a czas inkubacji obejmowat 12 godzin. Zmiana,
ktorg wprowadzitam dotyczyta temperatury inkubacji. W przypadku wykonanych przeze
mnie testéw temperatura pokojowa (ok. 25°C) nie miata pozytywnego wptywu na
taczenie sie zwigzkdw z powierzchnig materiatéw. Z tego wzgledu wyniki te nie zostaty
przedstawione w niniejszej pracy. Proces inkubacji przeprowadzatam w temperaturze
37°C. Wyniki testow mikrobiologicznych dla zmodyfikowanego hydroksyapatytu
potwierdzajg jego aktywnos¢ w hamowaniu wzrostu bakteryjnego szczepéw klinicznych

S. aureus [123].

Druga z zastosowanych metod modyfikacji polegata na wykorzystaniu wtasciwosci
materiatu etafilcon A, z ktérego wykonane sg uzyte przeze mnie soczewki kontaktowe.
Materiat hydrozelowy, ktéry zastosowano do ich produkcji posiada grupy kwasu
karboksylowego, co umozliwia kowalencyjne wigzanie grup aminowych peptyddéw.
Skuteczno$é¢ tego typu, chemicznego przytgczenia zwigzkéw potwierdzajg dane
literaturowe. Soczewki kontaktowe zmodyfikowane poprzez zwigzanie peptydu —
meliminy — charakteryzowaty sie zredukowanym wzrostem szczepu P. aeruginosa [124].
Innym przyktadem efektywnego dziatania peptydu przytgczonego do powierzchni
hydrozelowej jest wykorzystanie zwigzku HHC10, ktéry powodowat redukcje adhezji

bakteryjnej szczepdw S. aureus i S. epidermidis [134].

Analizujgc podane powyzej przyktady, omdwione metody przytgczania AMPs do
powierzchni sg skuteczne, a otrzymane materiaty nabywajg wtasciwosci, ktére wptywaja
na redukcje adhezji bakteryjnej. Wyniki opisane w Czesci IV Omdwienie wynikow,
Rozdziat 4. nawigzujg do przedstawionych wnioskéw i potwierdzajg aktywnos$é
przeciwdrobnoustrojowg zmodyfikowanych  materiatéw. Odwotujgc sie do
wspomnianych wczesniej strategii zapobiegania kolonizacji bakteryjnej materiatow
medycznych mozna wnioskowaé o mozliwych oddziatywaniach miedzy zmodyfikowana
powierzchnig a komdérkami drobnoustrojow. W tym celu pomocne sg takze otrzymane
wyniki analiz chromatograficznych i spektroskopowych. Aktywnos¢

przeciwdrobnoustrojowa otrzymanych przeze mnie materiatéw polegata nie tylko na
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zapobieganiu procesowi adhezji. Widoczne byto réwniez dziatanie bakteriobdjcze
otrzymanych powierzchni, co potwierdza m. in. znaczna redukcja wzrostu
mikroorganizmow po inkubacji zmodyfikowanych prébek w zawiesinie bakteryjne;j.
Fakty te mogg s$wiadczy¢ o uwalnianiu czasteczek zwigzanych substancji
przeciwdrobnoustrojowych. W przypadku powierzchni hydrozelowych zawierajgcych
przytaczone kowalencyjnie AMPs przypisywany im mechanizm dziatania polega na
kontaktowym niszczeniu komorek bakteryjnych (drobnoustroje eliminowane sg po
zetknieciu sie ze zmodyfikowang powierzchnig). Sposdb, w jaki peptydy wptywaja na
mikroorganizmy, jest wdéwczas podobny do tego, jaki charakterystyczny jest dla
peptydéw przeciwdrobnoustrojowych, ktérych czasteczki znajdujg sie wolno
rozproszone w srodowisku bakterii. Ich dziatanie opera sie przede wszystkim na

oddziatywaniu z btong komérkowa [115].

Podstawowe testy mikrobiologiczne oraz metoda modyfikacji powierzchni
poprzez inkubacje w roztworze peptydu uwzgledniaty wykorzystanie citropiny 1.1 oraz
polimyksyny B. W przypadku pierwszego z wymienionych zwigzkéw, mimo wysokiej
aktywnosci w stosunku do form wolnoptywajgcych drobnoustrojow (dla szczepdéw
S. aureus, S. epidermidis, E. coli warto$¢ MIC miescita sie w zakresie 8-16 ug/ml),
wytaczono go z dalszych badan, poniewaz jego zastosowanie w procesie modyfikacji nie
skutkowato znaczaca redukcjg wzrostu bakterii. Literatura z kolei potwierdza aktywnosé
citropiny 1.1 wykorzystanej w biodegradowalnych systemach dostarczania substancji
przeciwdrobnoustrojowych. Oznaczona ilos¢ uwolnionego peptydu z matrycy
sktadajacej sie z PCL byta wyzsza niz wartosci MIC wyznaczone dla szczepdéw Gram-
dodatniego, co sugeruje potencjalng skutecznos$¢ potgczenia citropina 1.1 — PCL

w eradykcji drobnoustrojéw [141].

Polimyksyna B wykorzystywana byta we wszystkich etapach testow
przewidzianych w ramach niniejszej rozprawy. Antybiotyk wybrano w celu poréwnania
aktywnosci wybranych AMPs. Otrzymane przeze mnie wyniki wskazujg, ze aktywnosé
polimyksyny B byta poréwnywalna lub wyzsza (szczegdlnie w testach mikrobiologicznych
zmodyfikowanych materiatéw) w odniesieniu do wynikdw uzyskanych dla

lipopeptydéw. Dane literaturowe opisujg wykorzystanie polimyksyny B w procesie
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immobilizacji do powierzchni PDMS i jednoczesnie potwierdzajg jej skuteczno$é

w zapobieganiu kolonizacji bakteryjnej [142].

Uzyskane przeze mnie wyniki, ich omoéwienie oraz informacje opisane w powyzszej
dyskusji  potwierdzajg zasadno$¢ badan nad wykorzystaniem peptydow
przeciwdrobnoustrojowych w zapobieganiu infekcjom bakteryjnym zwigzanym ze
stosowaniem materiatéw medycznych. Zaréwno opisane przez mnie rezultaty jak
i przyktady zaczerpniete z literatury dowodzg, ze AMPs wykazujg wysoka aktywnosc
w postaci zwigzanej z powierzchnig biomateriatéw. Najwiekszym ograniczeniem
zastosowania wielu peptydéw przeciwdrobnoustrojowych, w tym lipopeptyddw, jest ich
toksycznos¢ wzgledem komoarek ludzkich. Optymalnym rozwigzaniem wydaje sie byc
opracowywanie zwigzkéw posiadajgcych aktywnos$¢ mikrobiologiczng i jednoczesnie
bezpiecznych dla  organizmu cztowieka. Obiecujgce wyniki doswiadczen
przeprowadzonych w trakcie przygotowywania niniejszej rozprawy zachecajg do
kontynuowania badan nad wykorzystaniem peptydéw przeciwdrobnoustrojowych

w modyfikacji powierzchni biomateriatéw i prewencji infekcji z nimi zwigzanych.
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Przeprowadzone préby zastosowania peptydéw przeciwdrobnoustrojowych
w zapobieganiu infekcjom bakteryjnym zwigzanym z wykorzystaniem biomateriatéw.
Jako materiaty modelowe wykorzystano komercyjnie dostepne wyroby medyczne
wykonane z biomateriatow o réznych witasciwosciach: silikonowo-lateksowe cewniki
urologiczne oraz jednodniowe, hydrozelowe soczewki kontaktowe. W celu modyfikacji
powierzchni wymienionych materiatdw zastosowano 2 metody: modyfikacje poprzez
inkubacje w roztworach zwigzkéw oraz modyfikacje polegajagcg na wytworzeniu
wigzania kowalencyjnego. Na podstawie otrzymanych wynikéw badan i obserwacji

mozna wyciggnac¢ nastepujgce wnioski:

1. Wybrana do badan grupa zwigzkéw charakteryzowata sie wysokg aktywnoscia
przeciwdrobnoustrojowg i niskg cytotoksycznoscia w zakresach stezen
wykazujgcych dziatanie mikrobiologiczne (z wyjatkiem wartosci wyznaczonych

dla P. aeruginosa);

2. Przeprowadzone préby analiz chromatograficznych nie umozliwity weryfikacji
stopnia zwigzania oraz obserwacji procesu uwalniania peptydéw. Pomiary
ATR-FTIR potwierdzity obecnos¢ badanych zwigzkéw na powierzchniach
materiatow. Jednoczesnie technika ATR okazafta sie mniej odpowiednia do

analizy soczewek kontaktowych;

3. Zastosowane przeze mnie metody modyfikacji powierzchni wykorzystujgce
AMPs okazaty sie skuteczne w zapobieganiu adhezji bakteryjnej i eliminacji

komédrek drobnoustrojow;

4. Zastosowanie citropiny 1.1 w procesach modyfikacji nie wptyneto znaczgco na

redukcje wzrostu bakterii, lepsze wyniki uzyskano dla lipopeptydéw;

5. Wiekszg aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowg wyznaczono dla zmodyfikowanych

powierzchni soczewek kontaktowych (metoda inkubacji);

6. Szczep S. epidermidis byt bardziej wrazliwy na dziatanie powtok wytworzonych

na powierzchniach materiatow niz Gram-ujemny szczep E. coli.
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