Streszczenie

Opornos¢ bakterii na antybiotyki stanowi obecnie jedno z najpowazniejszych wyzwan
wspolczesnej medycyny, prowadzac do wzrostu zachorowalnosci i $miertelnosci na catym
$wiecie. Szczegdinym problemem sa bakterie Gram-ujemne, ktérych blona zewngtrzna stanowi
skuteczna bariere utrudniajgca przenikanie antybiotykdéw. Wobec ograniczonej skutecznosci
klasycznych terapii coraz wigksze znaczenie zyskujg alternatywne strategie terapeutyczne
oparte na bialkach i nanomaterialach przeciwdrobnoustrojowych, w tym na dendrymerach.
Biatka takie jak endolizyny fagowe rozkladajg peptydoglikan sciany komérkowej bakterii,
natomiast dendrymery moga zwigkszaé przepuszczalno$¢ blony zewnetrznej, wspomagajac
dzialanie endolizyn wobec bakterii Gram-ujemnych. Celem pracy bylo okreslenie wplywu
kationowych dendrymerow karbokrzemowych zawierajacych pierscienie imidazolowe (Dend),
jony srebra (DendAg), a takze pierscienie pirydylowe z jonami srebra (DendCh, DendAgCh)
na wrazliwos¢ bakterii Pseudomonas aeruginosa PAO1 oraz ocena ich zdolnosci
do wzmacniania dzialania domeny CHAP endolizyny =z bakteriofaga ®812.
Szczep P. aeruginosa zostal wybrany ze wzgledu na wysoki poziom opornosci wynikajacy

z mutacji, modyfikacji enzymatycznych oraz zdolnosci do tworzenia biofilmow.

W niniejszej pracy wykazano, ze kationowe dendrymery ograniczajg wzrost bakterii
oraz indukujag permeabilizacj¢ blony zewnetrznej, co ulatwia przenikanie endolizyny
do warstwy peptydoglikanu i jego degradacje. Stopien permeabilizacji zalezal jednak
od rodzaju zastosowanego dendrymeru. Dodatkowo, aktywnos$¢ enzymatyczna endolizyny
wzgledem peptydoglikanu wzrastala w obecno$ci dendrymeréw. Analiza termodynamiczna
interakcji migdzy dendrymerami a endolizyna wykazala, ze zwigzki te laczg sie poprzez
wigzania elektrostatyczne w procesie egzotermicznym (DendAg, DendCh, DendAgCh)
w niskich temperaturach oraz endotermicznym (Dend) w wyz2szych temperaturach.
Oceniono rowniez synergistyczne dzialanie dendrymeréw i endolizyny wobec bakterii — trzy
sposrod czterech badanych dendrymerow wykazaly efekt synergii, co uzasadnito wylaczenie
Dend z dalszych badaf. Morfologi¢ i wielkos¢ dendrymeréw oraz ich kompleksow
zendolizyng okreslono zapomoca transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM)
1 dynamicznego rozpraszania $wiatta (DLS). Ze wzgledu na hydrofobowy charakter czasteczek
zaobserwowano ich tendencj¢ do tworzenia agregatow o wielkosci 350—-800 nm. W dalszym
etapic badan analizowano produkcj¢ reaktywnych form tlenu (ang. ROS/ pol. RFT).
Dendrymery zawierajace jony srebra zwigkszaly ilos¢ RFT. Za pomoca mikroskopii

fluorescencyjnej oceniono zywotnos¢ bakterii w obecnosci dendrymeréw i endolizyny —
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we wszystkich przypadkach stwierdzono spadek liczby komérek zywych i wzrost liczby
martwych. Obserwacje wykonane metodami fluorescencyjng, SEM i1 TEM potwierdzity
obecnos¢ licznych uszkodzen blony komoérkowej w postaci poréw oraz degradacje¢ $ciany
komérkowej, co swiadczy o dziataniu litycznym badanych uktadow. Oceniono rowniez wptyw
dendrymerow i ich kompleksow z endolizyng na zlozong strukture biofilmu bakteryjnego.
W pierwszym etapie badano zdolnos¢ dendrymeréw do hamowania tworzenia biofilmu
w rosnacych stgzeniach, a nastgpnie — w obecnosci endolizyny. Wykazano, ze sama endolizyna
wzmacnia dzialanie antybiofilmowe dendrymeréw, natomiast stosowanie dendrymerow
pojedynczo nie dawalo tego efektu. Analiza mikroskopowa wykazala zmniejszenie liczby
zywych komorek i wzrost liczby martwych bakterii w biofilmie, co wskazuje na uszkodzenie
struktury biofilmu i dzialanie bojcze kompleksow dendrymer—endolizyna. Kolejnym etapem
byla ocena wptywu dendrymeréw i endolizyny wobec biofilmu uformowanego na skorze

wieprzowe), stanowigcy model zakazenia skornego. Badania z wykorzystaniem mikroskopii

fluorescencyjnej i SEM wykazaly, ze najskuteczniejsze dzialanie przeciwbiofilmowe

wykazywaly dendrymery DendAg i1 DendAgCh, a w mniejszym stopniu DendCh.

Obserwowano zwigkszenie liczby martwych komorek, liczne uszkodzenia Sciany bakteryjnej

oraz zmiany w strukturze matrycy biofilmu. Przeprowadzono réwniez analizg

histomorfologiczng skory niezainfekowanej oraz zainfekowanej P. aeruginosa po zastosowaniu
dendrymerow i endolizyny. W przypadku skory niezainfekowanej wykazano, ze dendrymery
wroznym stopniu wplywaly na struktury naskérka, prowadzac do atrofii, hipertrofii
lub hiperplazji oraz miejscowego przerwania ciggtosci migdzy warstwami. W skorze zakazonej
naskorek byl catkowicie zdegradowany przez bakterie, z czg$ciowa degradacja skory
wlasciwej, co uniemozliwialo oceng potencjalnego efektu terapeutycznego. Ostatnim etapem
badan byla ocena cytotoksycznosci dendrymeréw oraz wplywu endolizyny na tagodzenie tego
efektu w hodowli fibroblastow VH10. Wykazano, ze cytotoksycznos¢ wzrastala wraz

ze stezeniem dendrymerdw, natomiast obecnosé endolizyny nieznacznie redukowata ten efekt.

Podsumowujac, kationowe dendrymery karbokrzemowe, w zaleznosci od rodzaju
modyfikacji, wzmacniajg aktywno$¢ endolizyny oraz wykazuja dzialanie przeciwbakteryjne
wobec Pseudomonas aeruginosa PAO1 poprzez mechanizmy obejmujace permeabilizacje
blony komorkowej, degradacje peptydoglikanu i generacj¢ reaktywnych form tlenu.
Zwiazki te wplywaja rowniez na redukcj¢ biofilmu w warunkach in vitro i ex vivo.
Wykazujg jednak pewna cytotoksycznos¢, ktore) nasilenie zalezy od stgzenia i rodzaju
modyfikacji powierzchniowej dendrymeru.
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